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I. Généralités s

1.1. L'hémoglobine, pigment respiratoire

Les surfaces respiratoires des animaux terrestres et
aguatiques restent séparées de l'air ou de l'oxygéne dissous par de 1l'eau.
La diffusion de l'oxygéne dans l'eau est trés lente et les animaux
aquatiques actifs comme le maguereau mourraient d'asphyxie s'ils ne
nageaient pas continuellement (1'eau les entourant n'étant pas renouvelée
serait vite appauvrie en oxygéne.) L'oxygdne diffuse & travers les
globules rouges et se fixe sur 1l'hémoglobine qui le transpvorte aux
cellules ; la molécule d'hémoglobine s'élargit quand 1l'oxygéne est
relaché et se contracte Quand les molécules d'oxygeéne y sont fixées. On
connait peu de choses sur les différents composants de 1'hémoglobine.
L'homme posséde une hémoglobine multiple : A présente & 98% dans
1'hémoglobine de 1'homme adulte, A2, F particulidre au nouveau né, C,

S etc.. comme de nombreux animaux : Deux hémoglobines chez le cheval;
hémoglobine A ou B chez le mouton. L'hémoglobine A du moutan a une
meilleure affinité prur l'oxygéne que l'hémoglobine B et par conséquent
une plus grande incidence sur les mout-ns d'Tensse que sur ceux des
marais de Douvres par exemple.

1.2. Nature de 1'hémoglobine.

L'hémoglobine hwmaine est formée de globine /95 %) et
d'héme, 1'héme étant constitué d'1 atome de for et d'une molécule de
porphyrine (4 noyaux pyrrole) (fig.1)- Son poids molaculaire est d'environ
67.000. Notons que certaines hémoglobines primitives d'invertébrés ont
un poids moléculaire variant de quelques milliers & 3.000.000, par exemple
1'hémoglobinc ou crythrocruorine de 1l'Arenicole marine(amnélids) a un
poids moléculaire d'environ 2.900.000.

Les hémoglobines que l'en trouve dans la nature actuelle-
ment résultent d'une longue évolution et seont adaptées & des frncetions
spécialisées chez les divers animaux.

Les 4 g de fer que pnsséde 1l'homme en moyenne snnt
repartis de la fagon suivante ¢

— Hémoglobine (circulation) 70 %
- Foie, rate, moelle {stock) 20 %
- Myoglobine - muscle) 5 %

- Bnzymes respiratoires {tissus) 5 %



— Quand 1'hémoglobine libre apparait dans lz plasma elle est
lide & une « 2 globuline appelée haptoglobine pour former un

complexe hémoglobine~ haptoglogine trop gros pour franchir le glomérule

rénal et c'est alors le foie qui 1'élimine de la circulation. Si le
taux d'hémoglobine libre dépasse la capacité de 1'haptoglobine elle
passe dans l'urine {c'est le cas dans la malaria)- L'héme elle meme
peut se trouver & 1l'état libre et former un complexe brun avec l'albumi-
ne : la g@ﬁhnmalbumiggL

3

Préparation de 1'hémoglobine s

C'est un matériel facilement obtenu par lyse des globules
rouges. Ses chromoprotéines permettent de suivre la progression d'une
électrophorése dans un gel d'Agarose par exemple. L'hémoglobine peut
gtre détectée photométriquement avac une longueur d'onde de 415 ?y ou
grace & ses propriétés péroxydasiques.

Le sang pris sur anticoagulant (ecitrate de Na, héparine ou
solution d'Alsever) est centrifugé & 3 000 t/mn et un culot globulaire
de 1 volume est prélevé., On lave trois fnisg les globules rouges avac
de 1l'eau physiologique avant de les hémolyser par 5 volumes d'eau
distillée. On centrifuge 10 minutes & 15000 t/mn pour séparer les
stromas. Le surnageant peut etre conservé au réfrigérateur. Certains
auteurs activent 1'hémolyse par addition de toluéna ﬂl volume) ou de
chloroforme (1 volume). 2

La solution d'hémoglobine ayant une trés faible conductibi-
1lité il est bon de la mélanger avec du tampon pour gel pour éviter

d'introduire une hétérogénéité dans le champ électrique.

3. Btude électrophorétique de 1'hémoglobine :

3.1. Introduction :

Toutes les protéines possedent des groupements amine et
carboxyle libres dont le bilan détermine la charge finale de la

molécule ct la valeur de son point isoélecirique.

La charge de la molécule d'hémoglobine dépend dnnc des
résidus d'acides aminés porteurs de chargzs négatives CO0~ (glutamyl
ou aspartyl) ou de charges positives §§3t_(arginyl ou lysyl) et -
principalement des résidus de surface, en cnntact avec le milieu
extérieur.

S
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Le point iscélectrique pour 1'hémoglobine humaine est & pH = 7

et seul un pH compris entre 6,8 et 7,8 est crmpatible avac la vie, le
pH normal étant compris entre 7,3 et T,5.

3.2. Mise en évidence de 1'hémogleobine —

Aprés électrophorése en gel d'Agarosas, fixer les protéines
dans une solution d'acétate de zinc saturée & 50 % dans 1'éthanol {2h)

puis laver 2h & 1l'eau distillée en renouvellant 1'eau. Sécher sous
papier filtre & 37° et mettre 15 mn dans le bain préparé avant 1l'emploi
avec les trois solutions suivantes ¢

1.~ SOLUTION DE BENZIDINE

- benzidine 1 g
- méthanol 100 ml

2.~ TAMPON ACETATE pH = 4,7 = (0,1 ™)

- acétate de Na 0,2 M 100 ml
~ acide acétique 0,2 M 100 ml

3.~ SOLUTION INHIBANT LA CERULOPLAS'TINE

- Na Ny 0,1 M (sodium azide) 10 ml

PRITPARATIGN DU BAIN s

- gsolution 1 . ¢ 10 ml
—~ méthanol . 60 ml
- solution 2 - ¢ 10 ml
- gelution 3 . ¢ 10 ml

— eau oxygenée du commerce
(3 3%) 8 & 12 vol d'oxygéne 10 ml

Laver & l'eau courante 5 & 10 minutss et sécher & 37°

coefen.



Remarque : L'étude en gel d'Agarose peut etre faite par excmple avec
un tampon phosphate pH = 7,3 (9,85 g de Ko HPO4 —4,75 g Na H,P04
2Hpo0, 10 litres d'cau distillée). Ce tampon a été utilisé par N.P.
WILKINS pour 1l'étude des hémoglobines de harengs et de sprats.,

L'étude en gel d'amidon peut 2tre ¢ffectuée avec du tampon
borate de Na (acide borigue 0,023 M ajusté & pH = & avec Na OH)
contenant 0,1% (poids/volume) d'E.D.T.A. Le tampon pour les bacs est
alors du borate de Na 0,3 M.

3.35 Le complexe haptoglobine - hémoglebine ¢ Ce complexe
peut etre révélé aprés électrophorésedu sérum a’ditionné d'hémoglabine
par une réactinn & la benriddnsz- simple. 11 suffit de faire dissoudre
une pastille de bLenzifdiuin: bioxyde de baryum (BenkZilipe. Tablett Merck)
dans 2,5 ml d'eau distillée et 2,5 ml d'acide acétique glacial puis

de badigecnner le gel avac cette sclution. Les crmplexes Hp/Hb
apparaissent en bleu.

LUS ENZYMES RESPIRATOIRES -

4.1 Le systéme des cviochromes :

1l
1]
1

métabolites ~—3  coenzymes

ViNE4 cytochrome Fe ++ &—— 02 —~ oxyhémoglo-
" bine
1"
.on
cytochrome meductosme . cytochrome lelobules rouges]

[cELLULES | oxydaso

4,2 Péroxydase et catalase. De ces deux enzymes contenant
de 1'héme, la catalase se trouve principalement chez les animaux et la
péroxydase dans les végétaux. Ces enzymes possédent un Fer ferrique
(et non ferreux comme pour 1'hémoglobine).

La catalase agit sur Hp Op directement en utilisant une
molécule d'H202 comme d'Ho pour former de 1l'eau et libérer de 1'oxygéne :

Catalase
_Hp 02 + Hp0p 2222328 om, +oep

Ly péroxydase utilise un autre corps comme donneur 4d‘'hydrogéne :

ceefonn
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Hy Op+ Hy, R Péroxydase 2H, O + R

st s e

(avec benzidine) - (virage au bleu)

L'héme a une activité péroxydasique et permet & un donneur d'hydrogéne
incolore tel que la benzidine, en présence d'Hp Op de virer au bleu
sous 1'effet de 1'oxydation.

LA MYOGLOBINE

La myoglobine stocke de 1'oxygéne et 1'hémoglobine le transpor—
te. La capacité de la myoglobine et de 1'hémoglobine & -se crmpiner
de fagon réversible & 1foxyg&men'est pas unique : 1'hémocyanine des
invertébrés{qui est une protéine & fonction respniratrire contenant
du cuivre et que 1 on trouve dans 1'hémolymphe de certains ordres
de mollusques et de orustacés} et quelques ¢ mplexes du cnbalt en sont
capables,

HEMOGLOBINES ANIMALES 3

‘ 6.1+~ Oiseaux et reptiles 1'hémoglobine migre & la vitesse des
globulines humaines alors que chez les mammiféres elle migre a la
vitesse denglobulines.

Deux hémoglobines ont été mises en évidence chez les poulets,
oles et canards et chez les autres animaux une scule protéine posséde une
activité péroxydasique alors que la coloratisn & 1'Amidnschwartz révele -
plusieurs bandes.

6.2.~ Poissons : Des variations intraspécifiques ont été
trouvées chez Gadus merlangus et Gadus morrhua (Fig2) par Sick au’
cours d'électrophordse en gel d'agar (tampon phosphate ph = 7,3 fﬁ 0,02,
200 volts pendant 30 minutes ou 60 minutes)
L'hémoglobine de G. morrhua est sous le centrole du locus HbI comportant
2'alleli%nggtxegf%ggza'anguille, Anguilla fnstrata {Amérique) et
Anguilla anguilla (Burope) ont chacun deux hémoglobines de mobilités

identiques alors qus l'espece Japonaise A. Japnnica pesséde
quatre hémoglobines de mobilités différentses.

cosfons



MERLAN MORVUE

Fig.-. 2ELECTROPHOREGRAMME DES HEMOGLOBINES DE MERLAN
ET DE MORUE

Frgglio’nsr s ' ©

D'apr‘Es. Naevdal:types a1 a2 b
Dapres Wilkms : typesW1# Wo# w3/ ®

Fig._.s ELECTROPHOREGRAMME DE LHEMOGLOBINE DE SPRAT
AGAR pH=72



Chez Pleuronectes platessa et Platichtys flesus les supposés
hybrides possédent sept bandes différant des bandes de P.p et Pef. ot
différont de leur combinaison. Les molécules des hybrides semblent aveoir
été formées par association de sous unités de chacun des parents.

L'étude de 1'hémoglobine des sprats norvégiens par Naevdal
(1966) donne des résultats assez confus et difficilement interprétables
dans 1'hypothése d'expression phénotypique d'un mécanisme génétique.

Les électrophorégrammes obtenus (fig.3) dennent quatre composants
formant trois types principaux al, a2 et b corresvondant aux types 1, 2
et 3 de Wilkins et quatre types secondaires c, d;, e et f de composants
plus faibles dont le nombre semble croitre au cours de la conservation
de 1'hémoglobine. Pour ces mémes raisons, les types al et a2 ont été
groupés.

Le phénotype Db représenterait des hétérozygntes possédant deux
allzles contrdlant les fractions 1 et 2. Le phénotype a serait un homozy—
gote et le phénotype e serait le second. Cette hypothése concorderait avec
la loi de Hardy-Weinberg, sauf pour les phénontypes c;, d et £ ce qui
donnerait & penser que la fraction 2 sarait instable. I1 se pourrait
que ¢, d et e soient 1'expression d'un meme gén~type. In conclusion les
sprats des eaux norvégiennes forment plusisurs populati~ns conme
1l'avait suggéré Dannevig (1951) aprés étude du nombre de vertdbres.

Chez d'autres poissons par contre aucun polymorphismé n'a pu etre mis_

en évidence,; ainsi les 18 Coryphénes étudiées & Abidjan présentent une
hémoglobine constante & 3 fractions antigéniquement identiques. I1 ne
gsemble pas non plus y avoir de polymorphisme de 1'hémoglobine chez les
Sardinella eba d'Abidjan, comme chez les Sardina pilchardus de 1'Adriati-
que (KRAJNOVIC).

Les hémoglobines des saumons provenant de revlons aussi dlffercntes que
le Canada ot 1'Fcosse ont des fractions de structures 1dent1ques
comprenant 8 chaines polypeptidiques distinctes et confirmant 1'absence
de variation entre les différentes populations.

eoi/ens



Hb 4:§5

Hb 4:10 DIVERSES
~ DILUTIONS
D’HEMOGLOBINE

Hb 1:20

Hb 1:50

Hb 1:100
Hb 1 200 »

FiG. 4. VARIATIONS DE LA COURBE PHOTOMETRIQUE DU
SERUM HUMAIN EN FONCTION DES CONCENTRATIONS
D’HEMOGLOBINE _
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Te~— INFLUENCE DE LA PRESENCE D'HEMOGLOBINF DANS LES SHRUMS HUMAINS SOUMIS
A L'FLECTROPHOREST.,

T.1.~ Conditions d'expérience : Le support est du papier
de 4 cm de large, le tampon est un tampon vércnal-véronal sodé de
pH = 8,6 et de force ionique 0,1 sous 160 volts et 1,25 mA par bande
durant 6 heures. -

-La solution d'hémoglobine hpmaihe est obtenue en ajoutant
2 volumes d'eau distillée et 1 volume de t-~1luéne & 1 valume d'hématies
lavées 4 fois & 1'eau physinlogique. Aprés brayage & 1l'agitateur
de verre on centrifuge a 10.000 tnurs minute et on recueille la
couche limpide sous le toluéne. On rajoute 1 volume de toluéne & la
solution recueillie et 1'on centrifuge pour éliminer les stromas.

La solution d'hémoglobine est ajoutée & diverses dilutions
au sérum avant la migratiocn.

T.2.~ Résultats : Meme & une dilution de _1 , alors que
200

la coloration du sérum est & peine visible, 1'hémoglobine donne une
tache qui se traduit sur la couche photométrique par un pic confondu
avec celui des P—globulines et faussant 1'évaluation des fractions
protéiques (fig.4). On constate que plus la concentration en
hémoglobine, est grande plus les perturhations retentissent sur les
fractions voisines des Tf*globulines. '

En conclusion il est impossible d'évaluer les taux des
globulines P etk o dans les sérums hémolysés.
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Jecoes Concentration en Concentration cen
protéines du plasma . protéines du plasma
especes en g/litre eSpecos en gflitre
Homme 60 ~ 80 Alosa pscudoharcngus (s) 56
Boeuf 76 Saumon adulte 56
Chien 60 Saumon smolt 48
_ Lapin 55 Congre Ho
T viptre | s0-60 Labro 46
“==ZZ§§§iiZ==============Z§=f=73========= Sardinella eba (s) 46
Coryphéne (s) 65 _.Bascesse ____ | 35 ..
lerou (s) 62 _ Sélacions | %
tortin (6) 6 e pe— e 10
Acanthocybiunm (s) 55 F Cancer magister 11,5-137,5

TABLEAU I ¢

Teneur cn protéines du plasma ou du sérum (s) chez quelques animaux




1

- Généralités -] -

Le sang est un liquide contenznt en solution des sels minéraux
et des composés organiques et en suspension des globules : les éizthro—
cytes (gl. rouges), les leucocytes (gl. blancs) et les thrombocytes.

Le plasma sanguin est obtenu par addition d'anticoagulants au
sang frais (citrate de sodium, héparine) puis par séparation des globu-
les par centrifugation. La densité et la viscosité du plasma sont
fonction de la teneur en protéinegtotales qui varie selen les espéces,
les individus et les conditions physiolégiques (voir tableau I). Ainsi
chez 1'Alose la teneur est -de 59 g/l avant la ponte et de 53 g/l aprés
la ponte. Chez le saumon sain la teneur en protéine varie de 43 & 86 g/1
et chez le saumon malade de 28 & 77 g/l. Les protéines du plasma sont
le fibrinogeéne qui précipite lors de la coagulation, l'albumine et les
globulines ; elles possédent des propriétés physiologiques multiples,
déterminant le pH et la pression osmotique,ont un role de transport et
de fonction hormonale, enfin protégent 1l'individu contre les infections.
Les procédés physico-~chimiques tels que 1l'électrophorése et 1l'ultracen-
trifugation ont permis d'identifier les diverses fractionsc(/f3et 3/
des globulines. Le tableau II montre les caractéres de quelques protéines
plasmatiques hwmaines.

2 ~ Séparation des protéines du sérum. Elle était autrefois obtenue par salifi-

cation fractionnée avec du sulfate d'ammonium et de sodium. Actuellement,
on fait appel & 1l'électrophorése pour caractériser analytiquement les
plasmas ou sérumsindividuels, le plus souvent & 1l'électrophorése sur
papier (TURBA, GRASSMANN et HANNIG). gniélectrbphérogramme normal,
exécuté a un pH de 8,6, voit toutes les protéines migrer vers 1'anode.
L'albumine migre le plus rapidement, ensuite viennent les fractions des
globulines «, ,o(L,Fet Y. Ce ne sont pas encore des protéines homogénes,
pourtant les quantités relatives de ces frac-
Alb. tions permettent cliniquement certaines con-
Mbumipe 59 4 clusions. L'électrophérogramme du sérum
o, 47 normal et sa courhe d'évaluatinn correspnn-—
X2 }57 dante sont représentés fig.1. Des sérums.
; Iy ? pathologiques montrent souvent des images
J W qui s'en éloignent nettement ; parfois, ils
révelent des "paraprotéines" qui n'existent
pas dans les sérums normaux.
On obtiendra une séparation plus poussée des
protéines en utilisant 1'immuno-électropho-
rése. Ici, les protéines séparées par élec-
Fig,1- Courbe photoméiri~ trophordse vent diffuser & 1l'encontre d'un
que d'une électrophordse antisérum. Au contact d'une protéine et d'un
de sérum humain sur papier.anticorps, sc formera un.arc de précipita—
tion (fig.2).
eeefens
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En plus de la mobilité électrophorétique, la vitesse de diffusion et la
spécificité sérologique sont des facteurs déterminants pour la position
des arcs. On peut, de cette maniére, distinguer plus de 20 composants.
Pour obtenir en quantité suffisante des protéines isnlées & partir du
plasma sanguin, on fait appel & une méthode étudiée par T. COHN et ses

collaborateurs. tthrddme;

. O(‘ Onhrrypbt‘na len I3 %
!l‘)orrl-rd:ﬂe \(art‘d e \\\——%
| N 5 |
e e P
e(lmm;ragf ob. hémoi:léw;ng [

P
£y >
7,

—~— _l|

Atbuming .

<

= . /
U (3p)p (16 Y

Fig.2 - Séparation immuno-€lectrophorétique d'un sérum humain normal et

schéma de 1a position des lignes de précipités obtenus,

Le cercle correspond au point de dépot de 1'électrophorgse. Les anticorps
sont déposés dans une gnutidre & la partie inférieure. ’

Nous décrirons rapidement la méthode en nous appuyant sur le
schéma suivant. Le plasma est porté au pH 7,2 et additionné d'alcool

jusqu'd une congentration de 8% ; le préecipité (fraction I, surtout du
fibrinogéne) est centrifugé, le surnageant porté au pH 6,9 et & une concen—

tration de 25 % en alcool. Les fracticns IT et III précipitent, composées

et

de {l)et de Y globulines ; elles contiennent tcutes les immunoprotéines
es_isn-agglutinines spécifiques des groupes sanguins et une partie

deslipoprotéines. La selution est
diluée & 18 % d'alcool et portée au

pH 5,2, La fraction IV.1 précipite,
formée de lipoprotéines, Le reste de

la solution est porté & un pH 5,8 et

& un taux d'alcool de 40 %, La fraction
IV-4 contient les globulines restantes.
Finalgoont, pour une concentration
d'alcool identique, le pH passe & 4,8.
Les albumines précipitent alors,
représentant la plus grande fraction
homogéne des protéines. La suite entiere
de ces réactions doit etre effectuée 2
une température de ~2° & =5° pour éviter
la dénaturation et par 1la 1'insclubilité
des protéines.

% Aleod)

1
{0

£

20 | |

5 6 |5 fH

Fig.3- Schéma de fractionne-
ment du plasma

ces/ees
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3e— Propriétés et fonction biologique. Les propriétés les plus importantes

sont rassemblées dans le tableau II 2 ;
00
3.1~ L'albumine est une molécule élliptique ! g
de 150 i de longueur, dont le rappert des axes
est de 4/1 (voir fig.4). Flle sert essentielle- <:::::> E:]
ment & la régulation osmotique du sang et cons-— Mb. b

titue en meme temps une réserve protéique pour
l'organisme. In outre; l'albumine a la faculté
de pouvoir se lier réversiblement & toutes <> < ::>

: 5 3 1 lobuline
les subétances chargées negat1v§ment. Clest [ ¢ ' *!Qbkuﬁhe
pourquol elle peut assumer le role de :
transporteur.

3.2~ Les globulines comprennent des protéines <:::::::::::>

trés diverses dont quelques métalloprotéines

: : «, lige-
renfermant du fer, du zinc et du cuivre. La v P '
céruléoplasmine cuivreuse (PM 150 000) £ Kpe-
posséde l'action enzymatique d'une laccase.
On ignore encore si une signification - ) .
biologique est attachée a cette action. €;bf;noggﬂ‘
Parmi les&f et les fﬁ ~ globulines, se trouvent
les glyco- et lipoprotéines. Elles renferment FI1G. 4- Dimensions comparées
du cholestérol et des phospholipides. La [, des molécules proteiques

lipoprotéine a été spécialement bien étudiée de sang (fncley)

c'est une particule sphérique d'un poids

moléculaire étonnament élevé : 1,3 million.

Le quart environ contient une composante protéiqus particuliére constituée
de 30 % de cholestérol (en partie libre, en grande partie estérifié)

et de phospholipides. Le role de ces lipoprotéines dont la constitution
n'est peut-etre pas toujours constante, réside dans le transport de
substances hydrophobes en milieu aqueux; le sang. Ce principe est
diversement appliqué dans 1'organisme vivant. Malgré leur faible fraction
peptidique insuffisante pour recouvrir la surface sphérique, les
lipoprotéines Se comportent comme des protéines. Pourtant elles possédent
une faible densité et montent vers la surface lors d'une centrifugation
en solution normale de chlorure ou de bromure de sodium.

R
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Immunoprotéines et iso-agglutinines.-— On les trouve parmi les glglobuli—
nes qui représentent une fraction sérique trés hétérogéne et difficile

a séparer. Les anticorps individuels que 1l'on peut déterminer avec les
antigénes correspondants ne constituent qu'une part évanescente des X
globulines. On les rencontre souvent, en quantité plus grande, aprés

une maladie infectieuse.

Les iso-agglutinines sont des protéines qui possédent une
spécificité analogue a celle des anticorps contre des globules étrangers.
Cette spécificité existe réguliérement, c'est-a-dire qu'elle n'a point
été provoquée artificiellement par un antigéne. Avec les substances des
groupes sanguins, elles sont responsables de l'incompatibilité de
nombreuses transfusions sanguines.

5.— Enzymes.~ En plus de la céruléoplasmine et des enzymes de la coagulation

sanguine, le plasma normal contient seulement quelques estérases.
Cependant; dans des conditions pathonlogiques déterminées, des enzymes
peuvent parvenir des tissus dans le pl=zsma, 1l'ncide glutamique-
oxaloacétate-~transaminase /infap®tus cardiaque) ou la lactate-déshydro-
génase (dans la plupart des maladies du Foie) par exemple. La
détermination d'enzymes dans le plasma a ainsi une valeur pour le
diagnostique.

6.~ Fibrinogéne, fibrine et coagulation du sang.- Le phénoméne de la

coagulation sanguine repose sur une transformation du fibrinogéné
soluble en fibrine insoluble, constituée par une trame protéique
fibreuse. Tous les détails de la ceagulation sanguine ne sont pas
encore connus 3 la discussion porte aujourd'hui sur dix facteurs
différents désignés par des chiffres romains.
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Pratéines % des protéines !poids moléculaire {mobilité électrgphrétique
du . totales en c:mg.V"i.sec;:’"1 109
plasma : détetminée en élec. libre

I b memee |&_pH=8,6 force ionique 0,1
‘A'l'bumine 56 — 64 69.000 - s 61
B T T T T T T A T T O o L T T T T e A S e Y R T PPy
%XAGlyco-protéine - 54.000 5
B e b ===.l:=___=_.____.=======:L.========—=========!:=======================—==
“Ceruloplasmine 0,2-0,5 150,000 7 4,6
_________________________________________________________ S S S SO
__________________________________________________________ L =======s=====s=s==s=======
t&lMacroglobuline 155 = 4,5 820,000 4,2
==================L==================L==================:F==:============—4==========
Transferrine 3 - 6,5 90. 000 3,3
===============:=::==========:======:‘4:==================:{:=::==::======’======:====::===
P4 Globuline 1,6 160.000 2,2
-_—.======::.====::::::=:==================:E=:=====-.::======—..===::=:=========================
‘lMGlobuline' 1 960,000 b 2 e
i======;::::::::::‘;::::::::;::=::::::‘L::::::::::========:‘:==========================

- Fibrinogéne 5 340,000 2,1
====:::=:===========:F:=================:’:==============:==::::L=====================::::===
¥ Globuline 10 - 17 160,000 1,1

Tableau II ¢ Propriétés des fractions plasmatiques




Moving-boundary
electrophoresis
pH 86

Fig. 98 from:
H. E. SCHULTZE AND J. F. HEREMANS
Molecular Biology of Human Proteins
With Special Reference to Plasma Proteins

Yol. 1. Noture and Metabolism of Extracellular Proteins

ELSEVIER PUBLISHING COMPANY, AMSTERDAM, 1966

ANALYSIS OF NORMAL HUMAN
SERUM (WITHOUT LIPOPROTEINS)
BY DIFFERENT METHODS
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DONNEES DE BASE POUR LA
RECHERCHE SEROLOGIQUE APPLIQUEE  AUX POISSONS -

L*ELECTROPHORESHE

1° Partie ¢ PRINCIPES

1~ Introduction

2—- L'électrophorése libre

3~ Lt'électrophorése de zone
4~ Mobilité .électrophorétique

5~ Caractérigsation des protéines.
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£ L'ELECTROPHORES® /

/ I~ PRINCIPES/

1 - Introduction s Les protéines présentent a la fois des groupements
acides et des groupements basiques donnant lieu & une ionisation
superficielle qui est fonctiondr pPHILes propriétés amphoterds des
protéines les font agir comme un acide en milieu basique et comme
une base en milieu acide. Pour un certain pH la protéine est
électriquement neutre : c'est son peint isnélectrique. Bn milieu
basique l'ionisation porte sur les groupes carboxyl et en milieu
acide sur les fonctions amine.

/‘P\_ /P\\

-~

+ -
© <« #H, Toh NH,  Cood Nh, o0 —®
+ .
OH” , H \
milieu acide point isoélectrique milieu basique

Leg tampons utilisés en électrophorése des protéines ont pour la
plupart un pH alcalin (8,2 -~ 8,6 - 9,2) dennant une migration
anodique. Leur force ionique: -est donnée par la formule

A 2/
)”'= Z‘EZAML Uz

ol my est la concentration molaire
et vy la valence
Ltélectrophorése est une technique qui permet de mettre

en évidence les constituantsd'unmélange de protéines par la
différence de leur mobilité dans un champ électrigue.




La mobilité électrophrétique m d'une substance est la
distance en cm parcourue par cette substance en une seconde snus
1'influence d'un gradient de potentiel B de un volt par cm.

T

. W = d cm = cm2
T £,E. sec V S€GC. Ve

M est de l'ordre de 1 és6.1ON ocm par secconde par gradient de
1 volt/em soit 1 3 6,10~ em2. volt —1 sec. =1,

La vitesse de migration est pr-pnrtionnelle & la charge
et inversement proportionnelle au cnefficient de frictinn de la particule.

On distingue deux sortes d'électrophorése.

1— 1'électrophorése libre

2- 1l'électrophorése de znne.

2.— L'électrophorése libre ¢ Mise au point par Tiselius elle utilise la
mathode des déplacements de frontiéres, Flle permet la détermination
précise de la mobilité des constituants et leur analgse gquantitative,
Les divers constituants du mélange se séparent uniquement & l'interface
tampon-solution st se manifestent sous forme d'une série de frontiéres
mises en évidence par un systéme optique approprié.

3.~ L'Electrophorése de zone : Les constituants du mélange se séparent
suivant leur mobilité électrique en 2znnes distinctes & l'intérieur d'un
support dont le role est de stabiliser les .zones durant 1'électrophrése
vis & vis des perturbations calorigu~s, mécaniquss et de la pesanisur,
Les divers supports employés sont : le papier, la poudre de cellulose,
le chlorure de peolyvinyl, l'acrylamide, 1'amid:n, l'agarcszs et des
mélanges comme le S&phadex-agarage-—amidon ou 1l'agarnse-acrylamide.

Trois facteurs jouent un role important :
1s - le courant d'électro~end-smose
2, - le pouvoir adsorbant du support

3, — la porosité du support.

R



3,1.— L'électroendosmose est le Aéplacemsnt de la solution d'élec-~
trolyte vers ddzcathode (pdle négatif) ce qui entraine un déplacement
dans le méme sens de tius les constituants soumis & 1tanalyse donc un
décalage des protéines vers le pole négatif.

Le support, fixe, ayant une charge généralement négative par
2!

rapport au tampon, 1l'intensité du crurant &
du choix du support, du pH et de la forge ionigu= du tampon.

électro-endnsmose dépend

— \_C)m pRe T !-
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support
3.2,— L'adsorption des constiggants sur le support se fait par
échange ionique et joue peu pour la plupart des protéines qui ont une
charge négative au pH ol se fait 1'électrovhorége.

3.3.~ La porosité du support est die aux capillaires formés dans
ce support et le chemin parceouru dans ces capillaires est plus long que
celui observé en surface d'oll un facteur de correction.

Départ Arrivée
|

().~ .” chemin observé !
( - ’_( —~ rd

kN R SN '\_ﬁv o ‘
< _chemin’parcouru‘ - \C)

(
/e 7
— \J‘,T( ~ 7

Suﬁgbrt

4. -~ Mobilité &lecirophorétique. Le calcul de la mobilité é€lectrophorétique

d'une substance doit tenir compte du facteur de correction de pornsité
et de la valeur du flux électro-—osmotique déterminable par 1'emplei
d'une substance électrigquemsnt neutre comme.le dextrame ou le levane.




Ainsi la mobilité absclue de 14 sérum albumine en tgﬁyon
véronal pH = 8,2 et de force ionique = 0,1 est de 6,1 x 105 om?

volt ~! sec ‘1, calculée sur la distance observée + 1'électro—endnsmose.

A/édnw}ﬁ}b’ Feservolr
@ . ¥ @
dist. observée ]q
3

® ©
: { L electro,%
” endosmos R\\
{

<
Levane

N e

(point de mobilité = 0)

P, Grabar a proposé d'exprimer la mobilité en valeur relative sn pre-
nant une protéine de référence telle que la sérum albumine. Dans ce
cas la mobilité relative est la meme quelle gue s»it la méthode
d'électrophorése employée et égale au rapport Ux des distances

Ur
parcourues par la substance étudiée (Ux) et la protéine de référence(Ur)

5=~ Caractérisation des protéines

Les constituants séparés par 1l'électrcphorése sont mis
en évidence par des réactions colorées avec de 1'Amidoschwarz, de
1l'azocarmin, du rouge ponceau, de la nigrosine, du bleu de bromophénal
etcs.s

I1 existe des colorants spéoifiques des lipoprotéines tels
que le Soudan noir acétylé (méthade de précoloration) le moir Soudan
dans 1'aleool éthylique (coloration bleu) et 1'0IL RED O,:(cf. planche I)

Les glycoprotéines sont mises en évidence par le réactif de
Schiff donnant une coloration rose violacée ou du Nitrate d'Argent
donnant une coloration foncée que l'on fixe au Thiosulfats de Na.

.‘-/s--.
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Les métalloprotéines contenant du cuivre sont colorables &
1'alizarine blue. La transferrine portsuse de Fer se révéle en rose
par la bathophénantroline et en vert par le Nitroso R salt mais la
meilleure méthode eat le merquage ot Fe 59 radioactif que 1l'on révéle
par autoradiographle.

Enfin les 8lectrophorégrammes, plus ou moins colorés selon la
ooncentration en protéines et rendus translucides par divers procédés
sont analysés sur un photométre enregistrant 1la densité optique des
diverses fractions et donnant une ocourbe ocaractéristique et le
pourcentage des différents ocomposés. La planche I nous montre un
électrophordgramme de sérums de sardinella eba ocoloré & 1'OIL RENO
ainsi que les courbes photoméiriques correspondantes.
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ELECTROPHOREGRAMME ET COURBES PHOTOME TRIGUES
DE LIiPOPROTEINES DE SERUMS DE SARDINELLA éba DU 17.4.68

Gel d'Agarose LB.F. 3 1,5% . Tampon de Hirschfeld pH=8,4. &heures a S viem

PLANCHE I





