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t. Généralités:

1.1. L'hémoglobine, pigment respiratoire

Les surfaces respiratoires des animaux terrestrAs. et
aquatiques restent séparées de l'air ou de l'oxygène dissous par de l'eau.
La diffusion de l'oxygène dans l'eau est très lente et les animaux
aquatiques actifs comme le maquereau mourraient d'àsphyxie s'ils ne
nageaient pas continuellement (l'eau les entourant n' étant pas ren•.mvelée
serait vite appauvrie en oxygène.) L'oxygène diffuse à travers les
globules rouges et se fixe sur l'hémoglobine qui le transporte aux
cellules ; la molécule d.'hémoglobine s 1 élargit quand l'oxygène est
relaché et se contracte quand le~ mol~oules d'oxygène y s~nt fixées. Oh
connait peu de choses sur 'les clifférents composant e de ~ "hémogLobâ ne ,
L'homme possède Uk~e hémoglobine multiple : ~présente à 98% dans
l'hémoglobine de l'homme adulte, A2, ~particulière au nouveau né, Q,
~ etc •• comme de nombreux animaux ~ Deux hémoglobines chez le oheval~

hémoglobine!=... ou B chez le mout on, L'hémoglobine A du mout ori a une
meilleure affinité p0ur l'oxygène que l'hémoglobine B et par conséquent
une plus grande incidence sur les mout ons d 'Ji:c,)sse que sur ceux des
marais de Douvres par exemple.

1.2. ~ature de l'hémoglobine.

L'hémoglobine h~aine est formée de globine (95 %) et
d'hème, l'hème étant constitué d'1 atome de for ~t d'une molécule de
porphyrine (4 noyaux pyrrole) (fig.1)- Son poids mo14culaire est d'environ
67.000. Notons que certaines hémoglobines primitives d'invertébrés ont
un poids moléculaire variant de queLques milli0!:ê... à:.._J~.Q..Q.Q ,.QQQ, par exemple
l'hémoglobine ou crythrocruorine de l'Arenicole marine(ël.anélid::s) a un
poids moléculaire d'environ 2.900.000.

Les hémoglobines que l'0n trouve dans la nature actuelle­
ment résultent d'une longue évo'l.ut t on et s orrt adaptées à des f'onot i.ons
spécialisées chez les divers animaux.

Les 4 g de fer que possede l'homme en moyenne snnt
repartis de la façon suivante ~

- Hémoglobine (circulation)
. .. ( )- FOJ.e, rate, moelle ,stpck

- I:fl:;yoglflbine 'muscle)
- Enzymes respiratoires !' tissus)

70 %
20 %

5 10
5 %
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- Quand l'hémoglobine l~bre apparait dans le plasma elle est
liée à une q 2 globuline appelée haptoglobine pour former un
complexe hém2g1obine- ~toglogine trop gros pour franchir le glomérule
rénal et c'est alors le foie qui l'élimine de la circulati(ln. Si le
taux d'hémoglobine libre dépasse la capacité de l'haptoglobine elle
passe dans l'urine (c'est le oas dans la m~laria)- L'hème elle même
peut se trouver à l'état libre et former un complexe brun avec l'albumi­
ne ~ la.mê t!l:(y.:J),lbui,1-i...ne.

2. Préparation de l'hémoglobine:

C'est un matériel facilement obtenu par lyse des globules
rouges. Ses chromoprotéines permettent de suivre la progression d'une
électrophorèse dans un gel d'Agarose par exemple. L'hémoglobini peut
être détectée photométriquement av~c une longueur d'nnde de 415 mr ou
grâce à ses propriétés péroxydasiques.

Le sang pris sur anticoagulant (citrate de Na, héparine ou
solution d'Alsever) est centrifugé à 3 000 t/mn et un culot globulaire
de 1 volume est prélevé. On lave trois f'o i,s IGS globules r·'uges avec
de l'eau physiologique avant de les hémolyser par 5 vo.Lumes d'eau
distillée. On centrifuge 10 minutes à 15000 t/mn pour séparp.r les
stromas. Le surnageant peut être conservé au réfrigérateur. Cp.rtains
auteurs activent l' hémolyse par add.L t Lon de t·:,luèn~ (1 vo Iume ) ou de
chloroforme (1 volume). 2

La solution d'hémoglobine ayant une très faible oonductibi­
lité il est bon de la mélanger avec du tampon pour gel pour éviter
d'introduire une hétérogénéité dans le champ éleotrique.

3. Etude électrophorétigue de l'hémoglobine

3.1. Introduction:

Toutes les protéines possèdent des groupements amine et
carboxyle libres dont le bilan détermine la charge finale de la
molécule ct la valeur de' son point isoélectrique.

La charge de la molécule d'hémoglobine dépend d0nc des
résidus d'acides aminés porteurs de cha rge s négatives COO- (glutarnyl
ou aspartyl) ou de charges positives NH3~ (arginyl oU lysyl) et
principalement des résidus de surface, en cnntact avec le milieu
extérieur.

... / ...



pH acide H+ < P H du point
isoélectrique < ~ H+ 1pH basique OH H20

Le point isoélectrique ~E}_'hémoglobine hum.aine est à pI!._~

et seul un pH cc.mpris entre 6,8 et 7,8 est c""mpatible avec la vir>j le
pH normal étant compris entre 7,3 et 7,5.

3.2. Mise en évidence de l'hémog!~~~?e -

Après électrophorèse en gel d'AgarosF~, fixer les protéines
dans une solution d'acétate de zinc saturée à 50 %dans l'éthanol f2h)
puis laver 2h à l'eau distillée en renouvellant l'eau. Sécher spus
papier filtre à 37° et m0ttre 15 mn dans le bain préparé avant l'emploi
avec les trois solutions suivantes e

1. - SOLUTION DE BillTZIDIliTF,

- benzidine
- méthanol

1 g
100 ml

2.- TM"œON ACETATF, pH = 4,7

acétate de Na 0,2 M
- acide acétique 0,2 M

(Q~ 1 M)

100 ml
100 ml

3. - SOLUTION INHIBANT LA CRRULOPLASTITNE

- Na N3 0,1 M

PREPARATION DU BAIN

(sodjum azide) 10 ml

- solution 1 10 ml
- méthanol 60 ml

solution 2 - 10 ml
- ao Lu't i on 3 10 ml

eau oxygenée du commer-ce
(à 3%) 8 à 12 vol d'oxygène 10 ml

Laver à l'eau courante 5 à 10 minutes et sécher à 37°

.0./.. 11
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Remarque: L'étude en gel d'Agarose peut être faite par exemple avec
un tampon phosphate pH = 7,3 (9,85 g de K2 HP04-4,75 g Na H2P04
2H20, 10 litres d'eau distillée). Ce tampon a été utilisé par N.P.
~~LKINS pour l'étude des hémoglobines de harengs et de sprats.

L'étude en gel d'amidon peut 8tre èffeGtuée avoc du t~mpon

borate de Na (acidG borique 0,023 N ajusté à pH = 8 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.

3.3. Le complexe haptoglobine - hém0~obinG ~ Ce complexe
peut être révélé après é Leo t rrrphzrrè se du sérum ar7ë1itionné dl hémogl,» bine
par une réactir)ll à la be:rm:lüd.n~- simple. Il suffit de faire dissoudre
une pastille de benzi~d.in_· bioxyde de baryum (Benz:L:i.uo,. Tablett Merck)
dans 2,5 ml d'eau distillée et 2,5 ml d'aoide acétique glaoial puis

de badigeonner le gel avec cott o srûut i.on•. Les o.imp.l exos Hp/Hb
apparaissent en bleu.

4. LDS ENZY1IŒS R~SPIR~TOIR.:r.:S

4.1 Le, système des cytochromes

rrmgesr

oxyhémoglo­
bine

11
Il

"
cytochrome Fe ++ --r- ~2

cytochrome J~g~l-OTb-u~l-e-s------~

~Q.so

métabolites --7 coenzym.es l'~

cytoohrome ~~e

-1 CELLULES

4.2 Péroxydase et catalase. De ces deux enzymes contenant
de l'hème, la catalase se trouve principalement chez les animaux et la
péroxydase dans les végétaux. Ces enzymes possèdent un Fer ferrique
(et non ferreux comme pour l'hémoglobine).

La catalase agit sur H2 02 directement en u~ilisant.une

molécule d'H'2ro~ oomme d'H2 pour fnrmer de lleau et libérer de l'oxygène

Catalase
-------}

L'a péroxyda!l.e. utilise un autr s corps comme d onneur- cl 'hydrogène

o •• / •••



R2 O2+ R2 R Pérnxydas8 2H2 0 + R
------->

(avec benzidine) (virage au bleu)

L 'hèmè a une aotivi té Jl_ér0xydasig,ue et :p_~m8~_~.__~P d'~n~e..'!.~_q._~hydr':'\(i~p_~

incolore tel--9....ue la benzidine~ en présence d 'H2 02 de virer au bleu
sous l'effet de l'oxydation.

5.- LA MYOGLOBINE

La myoglobine stocke de l'oxygène et l'hémoglobine le transpor­
te. La capacité'de la myoglobine et de l'hémeelobine à'S0 cnIDpiner
de façon rAversible à Paxrggmn'est pas unique ~ l'hémocyanine des
invertébréE>{qui est une protéine à fonction E.~.s:Dirat"'ire cnntenant .
du cuivre et que l on t r ouvs dans l'hémolymphe de certains orélres
de no'l.Lusques et de o~ustacés} et quelques .9~IDpl~.!.~~.i:t:'-........?'",1?§11~ en sorrt
capables.

6. - HEMOGLOBnrnS ANIMALES

6.1.:- -OiseaUx -et reptiles i 'hémogiobine migre à la vi tèsse des
globulines humaines alors que chez les mammifères elle migre à la
vitesse dGspglobulines.

Deux hémoglobines ont été mises en évidence chez les poulets~

oies et canards et chez les autres animaux une sGule protéine possède une
activité péroxydasique alors que la oolorati~m.à l'Amidnschwart:z révèle ­
plusi8urs bandes.

6.2.- Poissons ~ Des variations intraspécifiques ont été
trouvées chez Gadus merlangus et Gadus morrhua (Fig2) par Si0k au'
cours ~'électrophorèse en gel d'agar (tamp0n phosphate l'? = 1~3 ~ 0,02~

200 volts pendant 30 minutes OU 60 minutes)
L'hémoglobine de G. morrhua est sous le c(··ntr01G (lu locus RbI comportant
2 'àllèles HbI1 et HbI 2 . - , .

. -. .Les deux types d ' angu i l l e 9 Anguilla rnstrata (AmerJ.que) et
Anguilla anguilla (F.urope) ont chacun deux hémog;lobines d,e, mopilités
ide.ntiques alors que l'espèce Japonaise A. Jap(m~..92.. pos sêde
quatre hémoglobines dG mobilités différRntes. .
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Chez Pleuronectes platessa et Platichtys flesus les supposés
hybrides possèdent sept bandes différant des bandes de P.p et P~f. et
difré~t de leur com~inaison. Les molécules des hybrides semblent avoir
été formées par association de sous unités de chacun des parents.

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

Les électrophorégrammes obtenus (fig.3) dGnnent quatre composants
formant trois types principaux 301, 302 et b corres~ondant aux types 1, 2
et 3 de Wilkins et quatre types secnndaires c, d, e et f de cnmposants
plus faibles dont le nombre semble croître au C0urs de la ü0nservation
de l'hémoglobine. Pour cas mêmes raisons? les types 301 et 302 ont été
groupés •.'

Le phénotype b représenterait des hétérozygotes. possédant deux
allèles oontrôlant les fraotions 1 et 2. Le phénntype a serait un homozy­
gote et le phénotype ~ serait le seoond.• Cette hypo th è s e concor-der-aa t ,~vec

la loi de Hardy-Weinberg, sauf pour les phénotypes c, 1 et f oe qui
donnerait à penser qlle la fraction 2; s~rait instable. Il se pourrait
que o , d et e soient l'expression d'un même gén.•type. En oonol uei.on les
sprats des eaux norvégiennes fnrm8nt plusieurs populati~ns c0mme
l'avait suggéré Dannevig (1951) après étude du, nombre èe vertèbres.
Chez d'autres poissons par contre aucun polymorph~sme n'a pu être mis
en évidence, ainsi les 18 Coryphènes étudiées à Abidjan présentent une
hémoglobine constante à 3 fractions antigéniquement identiques. Il ne
semble pas non plus y avoir de polymorphisme de l'hémoglobine chez les
Sardinella eba d'Abidjan, comme chez les Sardina pilchardus de l'~driati-

que (KRAJNOVIC). "
Les hémoglobines des saumons provenant de régions aussi différentes que
le Canada et l'Ecosse ont des fractions d~ struct~r~s ide~tiques

comprenant 8 chaines polypeptidiques distinctes et confirmant l'absence
de variation entre les différentes populations.

... / ...
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7.- INFLUENCE DE LA PRr.Sm~CE Dl~JOGLOBINr. DANS LES SRRlffiffi Htn~INS SOmJ,IS_._-
A L'P,LECTROPHORES~.

7.1.- Conditions d'ex~érience : Le support est du papier
de 4 cm de large, le tampon est un t':l.mpCln véronal-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 h~aine est obtenue en ajoutant
2 volumes d' eau distillée et 1 v-vl.ume 0.e t~lluène à 1 voLurne d'hématies
lavées 4 fois à l'eau phys i.oLogâ.que , Après br-oyage à l'agi t<'1t8ur
de verre on centrifuge à 10.000 tnurs minute et on recueille la
couche limpide sous le toluène. On rajout8 1 volume de toluène à la
solution recueillie et l'on centrifuge pour- éliminer les stromas.

La solution d'hémoglobine est ajoutée à div9rses diluti0ns
au sérum avant la migration.

7.2.- Résultats Même à une dilution de 1 ,alors que
200

la coloration du sérum est à peine visible, l'hémoglobine donne une
tache qui se iraduit sur la couche phoio~étriquc par un pic confondu
avec celui des ~ globulines et fauss1;Lnt l'évaluation des fraciions
proiéiques (fig.4~ On constate que plus la concentration en
hémoglobine: est grande plus les pertur~ations retentissent sur les
f'rac td ons voisines des :-, globulines.

En conclusion il est impossible d' évaluer Les taux des
globulines ~ eto( 2 dans les sérums hémoIysé s ,
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espèces

Homme

Boeuf

Chien

. f:apin
=============-~=====

Vipère
a===================

Anguille

Coryphène (s)

Mérou (s)

Marlin (s)

Acanthocybim.1 (s) 1

Concentration en 1
protéines du plasma

en glli tre i
60 - 80

76

60

=========~~=========l
50 - 60

====================

65 - 70 1
65 1
62 1
61

55 1

1
Concentration en

1espèces protéines du plasma

1
en gllitrc

Alosa pseudoharengus (s) 56
f

1
Saumon adulte 56

Saumon smolt 48

Congre )ù

Labre 46

Sardinclla eba (s) 46

Rascasse 35===================================================
Sélaci ens 32

===================================================
Homarus américanus 22 - 102

-~ -:: Op -- ':., .: -= --:: -:.. '-- -- - -~ -=
Cancer magister 11,5-137,5

TABLeAU I : Teneur en protéines du plasma ou du sérum (s) chez quelques animaux



1 - Généralités - 1

Le sang est un liquide conten~nt en solution des sels minéraux
et des composés organiques et en suspension des globules ~ les érythro­
cytes (gl. rouges), les leucocytes (gl. blancs) et lAS ~mbocltes.

Le plasma sanguin est obtenu par addition d'anticoagulants au
sang frais (citrate de s0dium, héparine) puis par séparation des globu­
les par centrifugation. La densité et la viscnsité du plasma sont
fonction de la teneur en protéinestotales qui variB se10n les espèces,
les individus et les conditions physiologiques (voir tableau I). Ainsi
chez l'Alose la teneur est de 59 gll avant la ponte et de 53 gll après
la ponte. Chez le saumon sain la teneur en protéine varie de 43 à 86 gll
et chez le saumon malade de 28 à 77 g/l. Les protéines du plasma sont
le fibrinogène qui précipite lors de la coagulation, l'albumine et les
globulines; elles possèdent des propriétés physiologiques multiples,
déterminant le ~ et la pression osmotiquejont un rôle de transport et
de fonction hormonale, enfin protègent l'individu contre les infections.
Les procédés physico-chimiques tels que l'électrophorèse et l'ultracen­
trifugation ont permis d'identifier les diverses fractions a( 113et r
des globulines. Le tableau II montre les caractères de quelques protéines
plasmatiques humaines.

5' r..'. ",.
r,S Z

. 1 Z. 1-

H%

Al bulh; .....e

0(1­
C>( 2-

~

Séparation des protéines du sérum. Elle était autrefois obtenue par salifi­
oation fractionnée avec du sulfate d'ammonium et ae sodium. Actuellem~nt,

on fait appel à l'électrophorèse pour caractérisAr analytiquement les
plasmas ou sérums individuel s , le plus S(IUVf,mt à l'électrophorèse sur
papier (TURRA, GRASSMANN et HAlT.NIG). ~n électrophérogramme normal,
exécuté à un pH de 8,6, voit toutes les protéines migrer vers l'anode.
L'albumine migre le plus rapidement, ensuite viennent les fractions des
globulines .0(" /0(2,,' ret y. Ce ne sont pas encor-e des protéi~es homogènes,

pourtant les quantités relatives de oes frac­
tions perrne t t errt cliniquement certaines cori-.
clusions. L'électrophér~grammedu sérum
normal et sa courbe d'évaluation correspon­
dante sont représentés fig.1. Des sérums.
pathologiques montrent souvent nes images
qui s'en éloignent nettement; parfois, ils
révèlent des "paraprotéines" qui n'existent
pas dans les sérums normaux.
On obtiendra une séparation plus poussée des
protéines en utilisant l'immuno-électropho-

~~--~--~~------------~rèse. Ici, les protéines séparées par élec­
Fig.1- Courbe photométri~ trophorèse vont diffuser à l'encontre ~'un

que d:une électrophorèse antisérum. Au contact d'une protéine,et d'un
de sérum humain sur papier. anticorps, se formera un.arc de précipita~

tion (fig. 2).

2 -

... / ...
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En plus de la mobilité électrophorètique, la vitesse oe diffusi0n et la
spécificité sérologique'sont des facteurs déterminants pour la position
des arcs. On peut, de cette manière, distinguer plus de 20 composants.
Pour obtenir en quantité suffisante des protéines isolées à partir du
plasma sanguin; on fait appel à une méthode étudiée par E. CORN et ses
collaborateurs. l'"~ \. '1\' ,

'1'~P"" -.' e ,
. 0<, ont,rrypû,,e ~f. G

\.r·F·rJ~. ,_,'J. 1 ~

! /1~~=---t-:-'-~
---- TI" b~~ +rJ (}.t)~t (1;.ft)'{

tX.).mi).c.r"~ o. helt1()f"'lf.ne.I-' Tif 1 ,
.A\hv~:"e. .

Fig.2 - Séparation immuno-électrophorétique d'un sérum humain normal et
~9héma de la position des lignes de Brécipités obtenus.

{Le cercle correspond au point de dépôt de l'électrophorèse. LAs anticorps
sont déposés dans une gnutière à la partie inférieure~ .

Fig.3- Schéma de fraotionne­
ment du plasma

ln

0'-- ---''-7-'

20

Nous décrir0ns rapidement la ~éthod,e en nous appuyant sur le
schéma suivant. Le plasma est porté au pH 7,2 et additionné d'alcool
jusqu'à une concentration de 8% ; le précipité (fraotion l, surtout du
fibrinogène) est centrifugé, le surnageant porté au pH 6,9 et à une cnncen­
tration de 25 %en alcool. Les fraati0ns II et III précipitent, composées
de 0 et de y globulines ; elles c<?ptiennent toutes le::'l_ irnrn.:un(?l~.rntéine~

et les iso-agglutinines spécifiques des groupes sanguins et une partie
deslipoprotéines. La solution est
diluée à 18 %d'alcool et portée au
pH 5,2. La fraction IV.1 précipite,
formée de lipoprotéines. Le reste de
la solution est porté à un pH 5,8 et
à un taux d'alcool de 40 %. La fraction
IV-4 contient les globulines restantes.
Fina~~t, pour une concentration
d'alcool identique, le pH passe à 4,8.
Les albumines précipitent alors,
représentant la plus grande fraction
homogène des protéines. La suite entière
de ces réactions doit être effectuée à
une température de _2° à _50 pour éviter
la dénaturation et par là l'insolubilit~

des protéines.

... / ...
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c:::>
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FIG. 4- Dimensions cooparées
des nolécules proteiques
de sang (encley)

3.1- L'albumine est une molécule élliptique
Q

de 150 A de longueur, dont le rapport des axes
est de 4/1 (voir fig.4). Elle sert essentielle­
ment à la régulation osmotique du sang et cons­
titue en même temps une réserve protéique pour
l'organisme. En outre~ l'albumine a la faculté
de pouvoir se lier réversiblement à t0utes <::::::>
les substances chargées néga t âvement , CI est i-'~ ~loblJj,'ne

pourquoi elle peut assumer le rôle de
transporteur.

3.2- Les globulines comprennent des protéines <:::
très diverses dont quelques métalloprotéines
renfermant du fer, du zinc et QU cuivre. La
céruléoplasmine cuivreuse (PM 150 000)
possède Itaction enzymatique d'une lac~ase.

On ignore encore si une signifioation
biologique est attachée à oette action.
Parmi les«et les ~ - globulines, se trouvent
les glyco- et lipoprotéines. Elles renferment
du cholestérol et des phospholipides. ~
lipoprotéine a été spécialement bien étudiée
c'est une particule sphérique d'un poids
moléculaire étonnament élevé ~ 1,3 million.
Le quart environ contient une composante pr-ot é i que par-tLcuLdèr-e constituée
de 30 %de cholestérol (eri partie libre, en grand8 partie estérifié)
et de phospholipides. Le rôle de ces lipoprotéines dont la constitution
n'est peut-être pas toujours cons t arrte , réside dana le transport de
substances hydrophobes en milieu aqueux', le sang. Ce principe est
diversement appliqué dans l'organisme vivant. Malgré leur faible fraction
peptidique insuffisante pour recouvrir la surface sphérique, les
lipoprotéines se comportent C0mme des protéines. Pourtant elles possèdent
une faible densité et montent vers la surface lors d'une centrifugation
en solution normale de chlorure ou de bromure de sodium•

3.- Propriétés et fonction biologique. Les propriétés les ·plus importantes
sont rassemblées ~ans le tableau II 0

·400 A
1-\

.../ ...



- 4 -

4.- Immunoprotéines et iso-agglutinines.- On les trouve parmi les ( globuli­
nes qui représentent une fraction sérique très hétérogène et difficile
à séparer. Les anticorps individuels que l'on peut déterminer avec les
antigènes correspondants ne constituent qu'une part évanescente des r
globulines. On les rencontre s0uvent? en quantité plus grandet après
une maladie infectieuse.

Les iso-agglutinines sont des protéines qui possèdent une
spécificité analogue à celle des anticorps contre des globules étrangers.
Cette spécificité existe r-égu.l Lèr-emerrt , Cl est-à-dire qu'elle n'a point
été provoquée artificiellement par un antigène. Avec les substances des
groupes sanguins, elles sont responsables de l'incompatibilit~ de
nombreuses transfusions sanguines.

5.- Enzymes.- En plus de la céruléoplasmine et des enzymes de la cnagulati0n
sanguine, le plasma normal contient seulement quelques estéras8s.
Cependant 9 dans des cond i 't i ons pathologiques déterminées, des enzymes
peuvent parvenir des tissus dans le pl~sma, l'~cide glutamique­
oxaloacétate-transaminase (infa~~tus cardiaque) ou la lactate-désbydro­
génase (dans la plupart des maladies du Foie) par exemple. La
détermination d'en~mes dans le plasma a ainsi une valeur pour le
diagnos tique.

6. - Fibrinogène? fibrine et coagulation du san&. - Le phénomène de la .
coagulation sanguine repose sur une transformation du fibrinogène
soluble en fibrine insoluble, constituée par une trame protéique
fibreuse. Tous les détails de la coagulation sanguine ne sont pas
encore connus; la discussion porte aujourd'hui sur dix facteurs
différents désignés par des chiffres romains •

.../ ...
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f~====================== -T===~====~============~=======================I

1 Protéines if %des protéines ,'poids moléculaire (mobilité électrophrétique
1 2 -_.~ -1 T 5

du totales 1 lien cm .VJ:.sec.-- 10

.. ' pl.asmo d ' .. , 1 " .. , ~ét~t'11in~~, en é~~9~ .~~br-e

~=========~======~=================*=~======~==~-=-===t~=~~~~!~=!~~~;=;~~~~~;=~~!

t'A '1 ' b 'u m' i ' nel, , 56 - 64 ' 1 ' 69.000 " ",1" .... 6; 1 .. , ...... . l
I=================!=================!=====~=====~=~~=-= ==================-~===~~=

1 f l 1
J~~~~::~~:~:~~~~::t=========:=======~===:~:~~~==~===~~=l==~===~=~~=============-~~
'Ceruloplasmine t 0,2-0,5 t 150.000 4,6
=======~=======~=1==~=~============1==~====================~====================
'C\ I\.iaCrOglObUlinef 1,5 - 4,5 f 820.000' , 4,2
I==~==============T============~====!=================================~==========

1Transferrine, 1 3 - 6, 5 90~ 000 ,~,3

Ill:~~:~~~::"=~="It==~===~:~===~===~t~=~~~~~~~===~~====,======;:;"===="=========="
f~;~~~:~~~::=~~==:~~==~~~~===~=~~~=t==;~;:;~;====~~~~~Î~~~~~=;===~====~~~~~~~~~~~l

Il~=:::::::::::="=t===·"=;=~"=="="==t==~::~:::=~="="===t======:~:===="====="===~=I
I~:=:::::::::=====r======::·:":;=""=r~·:::~:::"="====="t="====:~:==='"=="==='"'~~=I
.=================~==============~==~====~===================================~~===J

Tableau II .. Propriétés aes fractions plasmatiques
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L'EL~CTROPHORESF,

1° Partie: PRINCIPES

1- Introduction

2- L'électrophorèse libre

3- L'électrophorèse de zone

4- Mobilité .électrophorétique

5- Caractérisation des protéines.



l.L'ELECTROPHOIŒS::'!.J

1 I- PRINCIPES!

1 - Introàuction : Les protéines présentent à la fois des groupements
acides et des groupements basiques donnant lieu à une ionisation
superficielle qui est fnnction~ pELes propriétés amphoterès aes
protéines les font agir cc)mme un acide en milieu basi.que et comme
une base en milieu acide. Pour un certain pH la protéine est
électriquement neutre: c'est s~n point is0é~Actrique. En milieu
basique l'ionisation porte sur les groupes carboxyl et en milieu
ac:i,de sur les foncti.nns amine.

milieu acide point isoélec~rique

Les tampons utilisés
plupart un pH alcalin
anodique. Leur force

en électrophorèse des protéines ont pour la
(8,2 - 8,6 - 9,2) donnant une migration
ionique: .,ecrt donnée par la f(""lrmule

où mi est la concentration molaire

et vi la valence

L'électrophorèse est une technique qui permet de mettre
en évidence les constituantsd'unméla~ede protéines par la
aifférence de leur mobilité dan~~~~amp électrique•

.../ .. ·
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La mobilité électrophrètique ~ d'une substance est la
distance en cm paro0urue par cette substance en une secnnd8 S0US

l'influence d'un gradient de J20tentiel E de un volt J2ar cm.

d cm
sec v

cm

=

sec.v.

_5'
ln est de l'ordre de 1 à 6.10 cm par seconde p~r gradient de
1 volt/C1TI soit 1 à 6,10-: cm2• v,Üt -1 sec.-1.

La vitesse de migration est pr~pQrtiop~elle à la charge
et inversement proportionnelle au coeffioient de f r-i.ot i.on de la partioule.

On distingue deux sortes d'électrophorèse.

1- l'électrophorèse libre

2- l'électrophorèse de zone.

2.- L'électrophorèse libre: Mise au point par Tiselius elle utilise la
mathode des déplacements de frontières. I::1le permet la Cl.étermination
précise de la mobilité des constituants et leur anal;yrse quantitative.
Les divers constituants du mélange se séparent uniquement à l'interface
tampon-solution et se manifestent sous fnrme d'une série de frontiores
mises en évidence par un système optique approprié.

3.- L'Electrophorèse de zone: Les constituants du mélange se séparent
suivant leur I:1Jobilité électrique en znnes distinctes à l'intérieur dlun
support dont le rôle est de stabiliser les ·zones durant l'électrophrèse
vis à vis des pert~rbati~ns calori9u~s, mécaniques et do la J2esanteur.
Les divers supports employés sont ~ l~I?ier, .~a poudre de cellulose,
le chlorure de polyvinll, l'acrylamide, l' amid.m, l'agarose et des
mélanges comme 10 S~phadex-agarnse~mjdonou 11 agar:Î!!~~~~ylamide.

Trois facteurs jouent un rôle important ~

1. le c0urant d'électro-8nd~smose

2. le pouvoir aasorbant du support

3. la porosité du support.



3.1.- L'~lectroendosmose est le ~éplacement de la solution d'élec­
trolyte vers L38cathode (pSle négatif) ce quj, eniraine un déplacement
dans le même sens de t;;us les eoris t i, tuants s-vurrri s à l'analyse donc un
décalage des protéines V8rs le pôlp. négatif.

Le support y f'ax e , ayant une char-ge généralement négative par
rapport au tampon? l' Lnt ons i,t~ du cour-ant ël' électro-endnsmose dépend
du choix du support y du pH et de la fnrce ionigu9 èu t.qmpon.

e
rQ (V\ \) ,) ,'1 ,-~,

+ + + + + + + + +~+ +

11/ 7/ /(/77111l/Tm//
support

3.2.- L'adsorption des constituants sur le support se fait par
échange ionigue et joue peu pour la plupart des prot~ines qui ont une
charge n~gative au pH où se fait l'électro~horège. '

1

3.3.- La porosité du support est dûe aux capillaires'formés dans
ce support et le chemin parcouru dans ces capillaires est plus long que
celui observé en surface d'où un facteur de correction.

\\

- ....
\

( 1
-r

ArrivéeDépart

( l, / ..... - - chemin 'observé \
\. .... ",. ( -.,........ ','

,- , - 1 / ....... t 1 _ _

, ~ _chemin parcouru
,,'" 6~

X'I - -- ...... ", (ri( -, \ \ -
- \)'"' - .-tf. (-; ( ,/- ~..-_......__........_-

Support

e

4. - Mobilité 'êlec trop'horétig,ue. Le calcul de La mobf.Li té é Lso tr-o phor-é t i.qua

d'une
et de
d'une

substance
la valeur
substance

doit tenir compte du f~ctAur de o~rrection

du flux électro-()smotique dét8rmin"tble par
électriquem0nt neu~re comme.le de~~ra~ ou

de porl',sité
l'emploi
le levane.

••• /. 0 •



Ainsi la mnbilité absolue de la sérum albumine en tamEon
~é.l:'ç:mal pH = 8,2 et de f~)rce ioniqu8 = '0,1 est de 6,1 x 105_), cm2

voît -1 sec -1, calculée sur la distanoe observée + l'électro-enéhsmose.

A/b
' Alb.

<J'Oll/le
réservoir

~

~ dist. observée '~
~I

e

------------------,---

8 E)
II ~.....:ec.;;:l;.,;;e;.,;;c:.-t.;;r..:o~~~

endosmos ~

Le v:o.ne.

(point de mobilité = 0)

P. Grabar a proposé d'exprimer la mobilité en valeur relativ~ An pre­
nant une protéine de référence telle que la sérum albumine. Dans ce
cas la mobilité relative est la même quelle qUi? s'lit la méthode
d'électrophorèse employée et égale au rapport Ux d~s dist~nces

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

5.- Caractérisation des protéines

Iles c(lnstituants séparés par l' élect:.:e:phorèse sont mis
en évidence par des réactions colorées avec de l'Amidosohwarz, de
l'azocarmim, du rouge ponceau, de la nigrosine .. du bleu de brnmophénnl
etc •••

Il existe des colorants spénifiques ~es lipoprotéines tels
que le Soudan noir acétylé (méthode de précoloration) le .noir Soudan
dans l'alcool éthylique (coloratiûn bleu) et l'OIL RP-D O,:(cf. planche I)

Les glycoprotéines sont mises en évictenoe par le réactif de
Schiff donnant une coloration rose violacée ou du Nitrate d'Argent
donnant une coloration foncée que l' cm fixe au Thiosulfai:7 de Na •

. . .1J. ••



Les métalloprotéines oontenant du ouivre sont oolorables à
l'alizarine blue. La transferrine porteuse de Fer se"révèle en rose
par la bathophénantroline et en vert par le NitroB~ R salt mais la
meilleure méthode est le m~rquage eU Fe 59 radioaotif que l'on révèle
par autoradiographie.

Enfin les é1eotrophorégrammes, plus ou moins oolorés selon la
oonoentration en protéines et rendus tra~sluoides par ~ivars prooédés
sont an;lysés sur un photomètre enregistrant l~ densité optique des
diverses fraotions et donnant une oourbe oaraotéristique et le
pourcentage des différents oomposés. La planohe l nous montre un
éleotrophorégramme de sérums de sardine1la eba ooloré à l'OIL REnO
ainsi que les courbes photométriques oorrespondantes.

i
1 1 "

~1 ~
1 ."...:,.." ~.~ : .....

1 1 1 1
1 1

1 1 "~1 J
1 1 1

1 1 1 11 J
1 1 1 1 1 1

1 1

c(;~
1 1 1 1 -,

1 1 1. 1 1 1 1 11 " 1 1
1 1

l , , " 1 1 .. 1 1 1
1 1 1 J 1 1 1 1 1

~
1 1

t:::=j
1 1 ua; c:::J t::::J c::::::Jc::::J

12
, S.H. 6 -, 8 "9

,
1
J 1
1 1
1 1

R t=:)

e -11

." alb-..
~

--

~, .
ÉLECTROPHORÈGRAMME ~T COURBES PHOTOMETRIGUES

DE L-ÎPOPROrÉiNES DE SÉRUMS DE SAROiNELLA ébo DU 17_4_68

..
Gel d'Agarou !.B.F. à "',s-r• . Tampon de Hirschfeld pH: 8,4. 'heures a S v/em

PLANCHE 1




