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PRESENTATION,

Nous avons rédigé ce travail en deux parties distinctes
l'une de 1l'autre.

Dans la Partie Technique, nous regroupons toutes les mé-
thodes que nous wilisons. Les techniques que nous avons mises au
point ou que nous avons modifides sont décrites en détail avec les
considérations qui nous ont guidées dans ce travail préliminaire. Poux
les autres techniques nous donnons lcs éléments pratiques nécessaires
ainsi que les références de basc., Cette partie technique est auto-
nome : numérotage des chapitres, des figures, et des tableaux ainsi
que la bibliographie qui figure dans lc texte sous la forme d'un
nombre précédé d'un T. ILes réactifs sont numérotés dans 1llordre de
leur apparition dans le texte.
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les interprétations et les discussions qu'ils entralnent. Chaque
fois que cela est nécessaire nous indiquons le chapitre de la partie
technique ol le lecteur peut trouver les indications de technologie
qui nous ont permis d'établir nos résultats.

Pour chacune de ces deux parties les références sont
numérotées dans l'ordre de leur apparition dans le texte et sont
regroupées dans un index alphabétique (feuilles jauncs pages 93 & 99
et 225 a 234)., Les figures sont numérotées en chiffres arabes et
les tableaux en chiffres romains. Toutes les indications concernant
les appareillages et les produits utilisés sont regroupées dans une
bibliographie "Matéricl" et signalées dans le texte par un M,
suivi du nombre de référence.

Les unités sont du systéme C.G.S., et toutes les températures
sont exprimées en degré centigrade.



- PARTIE TECHNIQUE -
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I. - CONDITIONS OPERATOIRES POUR LE PRECIPITATION PHYTIQUE.

A, PRINCIPE :

m=ammmimDT

A pH voisin de 2,10, l'acide phytique précipite
les protéines. Cette précipitation n'est optimale que dans
certaines conditions de pH. de force ionique, et de concen-
tration en acide phytique (voir partie expérimentale : troi-
giéme chapitre).

Nous décrirons d'abord une technique de précipi-
tation analytique destinée aux études quantitatives et en
particulier & la mesure de l'indice de combinaison phytique
des protéines. Aprés minéralisation du précipité de phytate
de protéine, on effectue les dosages de phosphore orthophos—
phorique et de l'azote ammoniacal (partie technique : chapitre

II). Le rapport P/N permet le calcul de l'indice de combinaison

phytique (voir partie expérimentale : deuxiéme chapitre).

Nous donnerons ensuite une technique de précipi-
tation destinée & 1'étude qualitative du liquide surnageant
et du précipité, ainsi qu'a l'identification et l'isolement
des protéines de ces préparations.



B. PRECIPITATION ANALYTIQUE :

R I e R et RO ST TS e SN I o e e 2 o Y
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R. 1- Réoctif précipitant : (solution approximativement 0,007 N
en acide phytique et 0,05 M enacide
citrique).

- Ph'y_bate de SOdiU.m (Mo ,]7) ® 60 0060 00 06050000 1 80
- Acide CitriQuUe eseesesscesssccsecscscscse 10,5 g,
bl Ea.u. distillée oo-o.ioooo-ooocoo.ooqQSQP 1 l-

Ajuster le pH a 2,10 avec de l'acide chlorhydrique normal.
Ce réactif est d'assez mauvalise conservation et il est bon de
le renouveler tous les quinze Jours.

R. 2- Réactif précipitant privé de sodium :

Pour 1l'étude de 1l'influence de la force ionique
sur la’'précipitation phytique nous avons préparé un réactif
par dilution d'une solution concentrée d'acide phytique obtenue
par passage d'une solution de phytate de sodium sur une colonne
d!échangeur de cation.

Faire passer sur une colonne (diamétre: 35 mm,
hauteur: 50 cm) de DOWEX 50, X 12 (forme H', 400-600 mesh)
une solution de phytate de sodium & 150 g/l. Contrller le
pH de 1l'effluent de la colonne & l'aide d'un papier indica-
teur de pH. Recueillir 1'éluat dés que celui-ci donne une
réaction franchement acide (pH inférieur & 2). Arréter dés
que l'effluent devient alcalin afin de régénérer la eolonne.



Il est difficile d'éliminer la totalité du sodium
en une seule opération. Il est donc préférable d'effectuer
un second passage sur une colonne identique & lalpremiére.
On détermine le titre de la solution d'acide phytique ainsi
obténue avec un titrateur automatique (M. 38), & 1l'aide d'une
solution normale de soude (voir partie expérimentale :
premier chapitre : E).

B e e -

Dans un tube & hémolyse pour centrifugation
mesurer

- Réactif précipi‘ban‘b (Ro /]) ees e 00000000 e 5 ml
-~ Solution de protéine (environ 3 mg/ml) eeees 1 ml.

Mélanger par retournement et laisser reposer
environ 2 heures & 4°. Lors de certaines expériences nous
avons laissé sédimenter le précipité pendant 22 heures & 4°,
les résultats sont identiques & ceux obtenus en 2 et en 7 heures.

Centrifuger 10 minutes & 5 000 ou 6 000 tours/
minute et transvaser le liquide surnageant dans un tube & essai.
Laisser égoutter sur un papier filtre Jjusqu'au lendemain.

En efet, le précipité laisse écouler lentement un peu de
liquide qu'il faut mieux éliminer afin d'éviter une cause
d'erreur par excés sur le dosage du phosphore phytique. Essuyer
soigneusement les paroils intérieures des tubes avec un

papier filtre enroulé. Boucher en attendant la minéralisation
(partie technique : chapitrelIl C).



Contr8ler le pH du liquide surnageant avec un
pH métre muni d'une micro-électrode combinée (M. 30 - M. 32).
Ce pH est généralement compris entre 2,10 et 2,40, Vérifier
également que le liguide surnageant ne précipite pas par ad-
dition d'un volume égal d'acide trichloracétique & 200 g/1.

La solution de protéine utilisée comme prise
d'essai est préparée avec une solution de chlorure de sodium
& 3 g/1, afin d'éviter la précipitation des gamma-globulines.
Pour 1'étude de protéines isolées ou de mélanges de protéines
nous choisissons toujours la force ionique la plus faible
compatible avec la mise en solution de 1la prise d'essai.

C. PRECIPITATION A T!'ECHELLE PREPARATIVE :

= —f=—gt—f — =2 mommmmor SO RN S e e e
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Dans un erlen-meyer mesurer :

Eau dis‘billée ® 8 088 5¢0 00000 0 0ho ’] 600 ml'
Phytate de SOdium S0 6 800200008090 /],5 g‘
Acide chlorhydrique DUT eeee oo 2 ml.

Agiter Jjusqu'ad dissolution compléte, ajuster & pH 2,10
avec l'acide chlorhydrique normal.
Dans un autre erlen-meyer mesurer :

Sérum ou plasma hUMain eeseeego. 100 ml.
Soluté de chlorure de sodium & 9g/1 800 ml.



(Pour 1'étude de préparations de protéines en
poudre lyophilisée : dissoudre 5 a 7 g. dans 900 ml de so
luté de chlorure de sodium & 9g/1.) '

Mélanger les deux solutions, il se forme im-
médiatement un précipité abondant. Agiter, contrbdler le pH
et l'ajuster si nécessaire a 2,10, Laisser reposer environ
une heure. Le précipité sédimente en laissant apparaftre un
liquide surnageant limpide. Si le milieu est trouble ou si le
précipité se sédimente mal, il faut chercher une cause d'er-
reur éventuelle : force ionique trop importante, pH mal
ajusté, acide phytique en quantité suffisante.

Centrifuger 15 minutes & 5 000 tours par minute
dans une centrifugeuse réfrigérée & 4°, Pour 1l'étude du liquide
surnageant, il est possible de filtrer la préparation sur un
papier plissé SCHLEICHER & SCHULL N° 2 043b (M. 23). Si 1'on
désire étudier le précipité il est préférable d' opérer par
centrifugation.
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Opérer de la méme maniére avec les proportions
suivantes :

Bau 4istillée eceeesvsescsvoscossossssence 600 ml.
Phytate de s50dium ceeecvsssesseccsenosss 1,5 g
~ Sérum ou plasma hUmain sseeecscecsseseeas 100 ml.
Soluté de chlorure de sodium & 9 g/1 ... 300 ml.



3. Discussion :
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La technique A est recommandée pour 1l'étude du
précipité, En effet, avec tne dilution au 1/25&me les adsorp-
tions des protéines du liguide surnageant par le précipité sont
pius limitées.

Pour 1'étude du surnageant nous préférons la
technique B. Il se produit trés certainement une diminution
du rendement par adsorption sur le précipité, mais le volume.
de liguide lsurnageant & traiter est teaucoup plus faible. Ceci
permet d'opérér plus rapidement et dlaméliorer la qualité de

l'extrait phytique.

Nous préférons cpérer en présence de chlorure de
sodium. En effet BISERTE (7. 1) d'une part, et CGRABAR (T. 2)
d'autre part ont montré que certains séromucoides sont plus
facilement isolés en présence de chlorure de sodium.

4. Préparation de l'extrait phytique a _partir_ du liguide

surnageant.

vy o o

a- Contr8les préalables

Tmmédiatement aprés centrifugation, vérifier sur
1 ml. que le liquide surnagesnt ne précipite ni par addition
d'un volume égal d'acide trichloracéticue & 20 p. 100, ni par
mélange avec 1 ml d'acide phybigue eaviron 0,1 N,

Contrllier le pH qui doit &tre entre 2,10 et 2,40,
Ajouter goutte & goutte de la soude environ 5 N. pour amener
la totalité du liquide surnageant & un pH compris. entre 5 & 6.



Les glycoprotéines étant instables en milieu alcalin éviter
de laisser la solution a un pH supérieur a 7 plus de quelqgues
instants.

b~ Concentration, dialyse et lyonhilisation du surnageant
phytique.

Le grand volume de surnageant phytique doit 8&tre

réduit considérablement et dialysé avant de pouvoir &tre
lyophilisé dans de bonnes conditions. L'!'évaporation sous

vide & une température inférieure & #40° avec un appareil rota-
tif (M. 8) fournit la technique la plus pratique. L'ultrafil-
tration sous 2 & 3 kg de pression par centimétre carré (M. 19
M 20 et M. 21) au travers d'une feuille de cellophane (M. 41)
est aussi longue mais évite tout chauffage. Nous avons éga-
lement pratiqué la concentration par la poudre de Séphadex

G 25 (partie technique : IV A). Cette méthode est trés &1lé-~
gante mais se révéle fastidieuse lorsqu'elle est utilisée
pour des grands volumes.

Enfin la concentration par dialyse contre poudre
ou solution concentrée de polyméres macromoléculaires (poly-
vinylpyrolidone : M 18, ou polyéthyléneglycol : M. 15) est
certes plus rapide mais comporte de gros risques de contami-
nation. En effet une partie de ces produits dialyse vers le
liquide & concentrer et il est ensuite trés difficile de 1!'é-
liminer. Les préparations contenant une forte proportion de
ces polyméres sont inutilisables pour la plupart des études
qualitatives, elles peuvent toutefois convenir pour 1l'im-
nunisation de lapins.




Le surnageant concentré est dialysé contre eau
distillée fréquemment renouvelée afin d'éliminer l'acide
phytique et les sels minéraux. Il est possible de dialyser
contre eau courante mais dans ce cas il se forme & ll'intérieur
des boudins de cellophane un écipité de phytate de calcium
que l'on élimine par centrifugation. Aprés dialyse on termine
au besoin la concentration de fagon a obtenir un volume voisin
de 25 p. 100 de celui du volume du sérum traité. Ce surnageant
est congelé et lyophilisé (M. 40).

5- Bbude qualitative du précipité de phytate de protéine :

P . s Bl i vy o o T o Szt

Immédiatement aprés la centrifugation du pré-
cipité, essuyer soigneusement les parcis intérieures du tube
a centrifuger avec un pépier filtre enroulé., Mettre le préci-
pité en suspenéion dans un volume nminimum de réactif R. 3
et laisser reposer & 4° jusqu'a dissolution compléte.

Réactif 3-

- Legsgsive de soude S0 0000 0Ces 00 06 000 e 20 nl
- Chlorure de SOQiUMN eeescose soosvsass oo 9 g.
had Eau diStillée 86 0856000000000 0 q_oSopo 1 l-

La solution alcaline de phytate de protéine doit
8tre neutralisée le plus repidement possible. Ajouter goutte
& goutte de l'acide chlorhydrique 0,1 N jusqu'a apparition
d'un louche persistant, que 1l'on redissout avec un minimum
de soude 0,1 N. La solution obtenue est, soit traitée immé-
diatement en fonction des mesures analybiques envisagées, soit
dialysée contre une solution de chlorure de sodium & 9 g/1.
et lyophilisée.
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PERMETTANT LE CALCUL DE L'INDICE DE COMBINAISON
PHYTIQUE.

ITI. - CONDITIONS OPERATOIRES POUR LES DIFFERENTS DOSAGES;

L'exécution de notre expérimentation a nécessité
un trés grand nombre de dosages et nous avons été amenés &
mettre au point les techniques d'analyse automatique que nous
allons décrire dans les chapitres qui vont syivre. Dans une
premiére partie nous résumons les principes fondamentaux de
cette analyse automatique.

A- PRINCIPES FONDAMENTAUX DE T'ANALYSE AUTOMATIQUE

INCRIRIDINL IS TR i ey IS RSN M I e oy iR a e e e T

1. Pompage_et_déplacement des_fluides :

Une pompe constituée par des rouleaux d'acier
se déplagant le long de tuyaux en matiére plastique tout en
les écrasant contre un plateau, pousse le liquide dans la
lumiére des tuyaux.

Le volume de liquide ainsi pulsé est fonction
du diamétre intérbur des tuyaux. Les parois de ces tubes de
polyester sont d'épaisseur identique quelque soit le diamétre
de la lumiére, si bien que une fois comprimés par le rouleau
tous les tubes auront la m€me épaisseur et subiront la méme

pression. Un ou plusieurs de ces tubes introduit dans le systéme

la prise d'essal & analyser. Les autres introduisent les
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réactifs. Il nous faut insister ici sur un élément fondamental
de l'analyse automatique : & aucun moment il n'est mesuré de
volume défini.

A chaque déplacement d'un rouleau d'acier de la
pompe, la colonne de liquide pulsé dans le systéme est fonction
de nombreux facteurs : diamétre du tuyau en plastique, sa
tension,son usure etc... Tout repose sur le fait que pour une
période de temps donné les débits de fluides créés par la
pompe restent constants et surtout la proportion des débits
entre les différents tuyaux placés sous la pompe reste rigou-
reusement stable. Ceci est toujours réalisé vu la qualité des
matériaux utilisés.

- —— o o i S

Un certain nombre de tubesde pompage est réservé
& l'introduction d'air (ou d'un autre gaz) dans le flux de
liquide. Vu le faible diamétre des tuyaux cette phase gazeuse
forme des bulles qui entrecoupent réguliérement la phase 1li-
quide. Ceci répond a plusieurs exigences.

a- les bulles de gaz évitent la diffusion d'un échantillon
sur l'autre ;

b~ la résistance & 1'écoulement provoquée .par le frottement du
liquide sur les parois des tubes fait que les zones péri-
phériques de liquide se déplacent plus lentement que celles
se trouvant & la partie centrale. Il faut donc segmenter .
le flux de liquide pour éviter des interférences extérieures
aux phénoménes que l'on désire enregistrer.
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c- la tension superficielle a l'interphase liquide-gaz as-
sure un lavage des surfaces beaucoup plus efficace qu'une
phase liquide continue. Le systéme est donc continuellement
rincé ce qui limite toute souillure d'un échantillon par
1'autre.

d- lorsque 1'on mélange deux 1liquides dans un flux ceux-ci

(vu leur différence de densité) tendent & se superposer un
certain temps avant de se mélanger. Si ce flux est entrecoupé
de bulles de gaz lors d'un passage dans une bobine hélicoidale
&4 axe horizontal, & chaque tour de spire la couche la plus

dense se trouve & la partic supérieure du liguide et le mélange
est ainsi trés rapide.

e~ enfin un méme échantillon se trouve segmenté en de nomb:r eux
petits éléments de réaction. Chacun sera traité séparémment et
& la fin du circuit ik se présenteront successivement devant
le dispositif enregistreur, c'est 1l'intégration de ces nom-
breuses analyses qui constituera la réponse statistiquement
valable de l'appareil.

Cet élément est indispensable pour éliminer
les grosses molécules pouvant interférer avec la réaction ana-
lytique désirée et remplace la défécation classique dans les
techniques manuelles. Cette séparation est réalisée d'une fagon
élégante par 1l'introduction dans le circuit d'un plateau de
résine acrylique dans lequel a été creusée une gouttiére.
Une membrane de cellophane assure la fermeture de la gouttiére
et canalise le flux du liquide. De l'autre cbté de cette
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nembrane, une goubttiére exactement symétrique creusée dans
un autre.plateau de résine acpylique canalise une solution
qui se déplace a la méme vitesse que la dilution de ligquide

& doser. FElle regoit par dialyse les petites molécules et la
suite des opérations analytiques s'effectuent sur ce liquide
de contre-dialyse. Le dialyseur est placé dans une enceinte &
température constante (en général 37°), la vitesse de dialyse
étant fonction de la température.

La dialyse n'est nécesseaire que dans certains
cas particuliers ; nous en fournirons de nombreux exemples
dans les descriptions de techniques qui vont suivre.

4. Temps_de parcours_dans le circuit.:

La prise d'essai éventuellement diluée, entre-
coupée de bulles d'air, dialysée si nécessaire et addition-
née de réactifs parcours le circuit ; si l'incubation de la
réaction nécessite un chauffage on fait passer le flux de 1i-
quide dans un serpentin de verre placé dans un bain-marie a -:
température pré-établie (le plus souvent 95°). Si la réaction
se développe & la température du laboratoire mais demande un
certain temps pour atteindre son optimum il suffit d'allonger
le circuit par addition de bobines de verre. Chaque échantillon
se déplace donc le long du circuit et le temps du parcours est
toujours identique. Méme si la réaction chimique n'est pas
complétement développée dans le temps de 1l'incubation cor-
respondant au circuit on peut &tre certain que cette réaction
sera enregistrée toujours au méue stade de son développement.
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5. Dispositif d'enregistrement.

Le plus souvent le dispositif d'enregistrement
est constitué par un photocolorimétre bicelulaire-enregistreur
muni d'une cuve de lecture & flux continu. Il importe d'éli-
miner les bulles d ‘'air avant de faire passer le flux de 1li-~
quide devant le rayon lumineux. Pendant un temps trés court
la diffusion pourra donc se produire d'un échantillon sur
1l'autre. C'est ce qui explique que l'enregistrement soit en
fait une courbe en cloche au lieu du rectangle théoriquement
prévisible.

Selon le principe du montage adopté et selon la
nature de la réaction (diffusibilité du colorant par exemple)
la réponse de l'enregistrement mettra un temps plus ou moins
long & atteindre le plateau qui constitue la réponse (trans-—
mission ou densité optique). Clest le facteur qui fixe 1l'inter-
valle de temps minimum entre deux prises d'essai successives
en analyse automatique et limite la sensibilité de la méthode
en analyse en continu.

A plusieurs occasions nous avons enregistré le
pH du flux de liquide (voir :plus loin). Il est évident que
tout autre dispositif électrométrique peut €tre utilisé
(conductimétrie, photométre de flamme, compteur de radiation etc.)

6. Dispositif de prise d'essai.

a- Analyse automatique :
Les échantillons sont disposés dans des godets
en matiére plastique que l'on place dans les orifices d'un




disque en aluminium placé sur le distributeur. Ce disjue
tourne par intermittence et présente successivement chaque
échantillon devant un bec mobile supportant un tuyau relié
4 un tube de pompe.

Avec l'appareil le plus courant on dispose de
trois possibilités :

20 prises d'essai par heure (3 minutes parc cycle).
40 " L " (1 minute 30 par cycle).
60 " " " (1 minute par cycle).

Un cycle de prise d'essai se divise en deux temps :

- Pendant deux tiers de la durée du cycle le bec de
prélévement est gbaissé et la pompe aspire dans le circuit la
solution a dosern

- Pendant un tiers de la durée du cycle le bec de préle-
vement est relevé et la pompe aspire de l'air.

Les réactifs sont pompés sans interruption si
bien que entre chague prélévement il y a passage d'un flux
de réactif pendant une minute, 30 secondes ou 20 secondes
selon le rythme de mesure choisi. Ceci permet d'une part un
retour de l'enregistreur vers la ligne de base et facilite
la lecture, d'autre part assure entre chaque prise d'essai
un ringage du circuit et évite la contamination d'un échantil-
lon par 1l'autre

Pour certaines analyses on peut disposer d'un
distributeur grand modéle muni de tubesde 10 ml, et dont on
peut régler & volonté le temps de passage de la prise d'essal
et la durée totale du cycle de prélévement (M. 34).
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b—- Analyse en continu :

Le tuyau de prise d'essai aspire continuel-
lement la solution & doser soit dans un milieu en cours 4 'évo-
lution (réaction enzymatique, milieu de culture, etc...) soit
dans un flux régulier de liquide (circulation sanguine d'un
homme ou d'un animal, effluent d'une colonne & chromatographie,
liquide & la sortie d'un gradient etc...). Aprés traitement
selon les méthodes habituelles on obtient un enregistrement
continu de 1'évolution de la composition en un ou plusieurs
composés analysés. Dans le cas d'une chromatographie on trace
les clochers successifs d'élution des composés ayant une
réaction analytique commune.

Afin d'éviter une trop grande diffusion il
importe dans tous les cas de réduire le plus possible le temps
mort entre la prise d'essal et le bullage.

Les abcisses du tracé d'enregistrement étant
une fonction du temps il importe que le flux de liquide ou
s'effectue le prélévement continu soit aussi régulier que
possible. C'est pourquoi dans le cas d'une chromatographie,
on régularise le débit de la colonne avec une pompe (soit la
pompe deé l'autoanalyseur soit une pompe & piston du type
Minipump (M. 37).

On dispose sur le plateau distributeur des solu-
tions étalons. Celles-~ci sont traitées d'une maniére stricte-

ment identique & celle des échantillons & doser. D'ailleurs
il est préférable, chaque fois que possible, d'intercaler les
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étalons dans la série des dosages ce qui permet un contr8le
périodique de la stabilité de 1'étalonnage.

Toute la précision de la technigue repose sur
deux exigences :

~ Stabilité absolue des conditions de traitement :
longueur des circuits, température, optique du colo-
rimétre, électronique de l'enregistreur.

- Identité entre la nature des étalons et celle des
prélévements & doser. Nous verrons plus loin qu'il
faut, lors de la mise au point d'une méthode, tenir le plus’
grand compte des éléments susceptibles d'influencer la réaction
utilisée (acidité d'un liquide de minéralisation, catalyseur,
etCeee)e Il faudra au besoin faire entrer ces éléments dans la
composition des solutions étalons.

CONCLUSION
Dans cette partie technigue nous avons utilisé

1'analyse automatique & des fins trés diverses

1- Analyse automatique classigque, en particulier appliquée
au dosage du phosphore orthophosphorique et de l'azote am~
moniacal dans les liquides de minéralisation (Chapitres II D
et II E). |

2~ Minéralisation continue (chapitre II F).

3- BEtude de la composition d'un liquide & la sortie d'un
systéme de gradient (Chapitre III).

4~ Comme manipulateur automatique pour la réalisation de
précipitation phytique avec un réactif précipitant dont la
composition évolue progressivement (Chapitre III.)




Figure N° 1 = Vue d'ensemble d'un appareil pour analvse antonatique

R
o v o s oot e

(Autoanalyseur Technicon i. 3%)

N

(Voir léoende descriptive de la fi

ure KO 2).
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Figure N® 2 : Schéma des crlptlf d'un appareil pour analyse automatiqus
(autoanalyneur Technicon . 33) ,
Les fluides se déplacent de droite & gauche.

2- Distributeur d'échantillon.

3 Pompe proportionnante,.

4~ Dialyseur a température constante.
5~ Bain-liarie & température constante.
6~ Colorimétre.

T~ Enmgistreur.
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B~ PRINCIPE DE LA MESURE DE_ INDICE DE COMBINATSON PHYTIQUE

Dans la partie experimentale deuxiéme chapitre,
nous donnons les cornsidérations qui nous amenent & la défi-
nition de 1'indice de combinaison phytique d'une protéine :
c'est le nombre . ~ d'équivalents de phosphore phytique
combinés & 100 équvalents dans le précipité de phytate de
protéine.

La précipitation est effectuée selon la technique

que nous venons de décrire au chapitre précédent. Apres mi-
| néralisation sulfurique et dilution, on dose le phosphore
orthophosphorique et 1l'azote ammoniacal. On peut ainsi
établir le rapport phosphore phytique / azote protéique
correspondant & un précipité de phytate de protéine. Ce rap-
port permet de calculer 1l'indice de combinaison phytique.

I1 faut noter que nous dosons le phosphore et
l'azote sur le méme minéralisat. Les pertes 1lors de la
reprise du précipité et de la dilution du minéralisat
n'entrafnent aucune erreur sur la détermination du rapport
P/N, donc de la mesure de l'indice de combimaison phytique.

C~ MINERALISATION

R ey T e P e P gy

Verser dans le tube & hémolyse contenant le phytate
de protéine, 2 ml. de -la solution alcaline (R. 3). Laisser
reposer une heurs a la température du laboratoire. Transvider
dans un matras de Kjeldahl, rincer le tube & hémolyse avec
10 ml de réactif de minéralisation (R.4) utilis® en plusieurs
fois.
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Terminer le ringage avec quelques ml.d'eau distillée,

- R. 4 : Réactif de minéralisation

- Eau diStillée S 680000 0060000200000 Bent s 800 ml.
~ Sulfate de potassium (RePi) seesesesces 20 g.
Acide sufurique (MERCK ou RuP.) eeveose 100 ml.

TLaisser refroidir et compléter & 1 1. avec de l'eau distillde.
Ce réactif doit &tre conservé avec le plus grand soin pour
éviter sa contamination par 1'ammoniac de l'atmosphére.
Certains catalyseurs de minéralisation perturbent le dosage
colorimétrique de l'azote. Cl'est en particulieg ggsl'ion
cuivre (AGNERAY T, 3). Le sulfate de potassium qui éléve

la température d'ébullition de l'acide sulfurique est suffisant
pour assurer une minéralisation rapide et ne g€ne aucunement
nos mesures. La minéralisation s'effectue: selon le protocole
habituel : chauffer modérément pour faire évaporer l'eau

et ensuite pour maintenir a douce ébullitbn. Quand le liquide
est parfaitement limpide depuis au moins trente minutes, lais~
ser refroidir puis ajouter avec précaution environ 10 ml.

d'eau distillée. Transférer dans un tube jaugé & 25 ml.
compléter au trait de jauge avec les eaux de ringage du matras.
Boucher soigneusement en attendant le dosage.

ORTHOPHOSPHORIQUE D

mRem o onmRemIT oy

S_LE_MINERALISAT.

[—t-—1 = o IScmen T rmolm T

La presque totalité de nos dosages de phosphore a
été efifectuée a 1l'aide d'un appareil d'analyse automatique
(M. 33). Nous reproduisons ci-~aprés la technigque que nous
utilisons. Toutefois, & l'intention des expérimentateurs ne
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possédant pas ce type d'appareil, nous avons publié par &il-
leurs (COURTOIS T. 4, T. 5, T. 6) une technique manuelle
pouvant trés bien convenir aux mesures occasionnelles.

1. Principe

Em milieu faiblement acide, 1'ion phosphorique
donne avec le réactif nitrovanado-molybdique de MISSON
(T, 7) une coloration jaune dont le maximum d'absorpfion
se trouve au voisinage de 3 600 A (COURTOIS T. 8 - HENRY T, 9).

2. Réactifs

R. 5~ Solution nitrovanadigque

~ Vanadate C'ammonium eeeecescsescesssses 5,7 So
-Eau distillée ® @ & 60 500 & 48 S EH S e OESSEYS /l l.

Dissoudre & chaud, laisser refroidir et ajouter avec précau-
tion la solution préparée par ailleurs :

- Eau distillée See s Pet0re 000000 Geas 660 ml
b ACide nitrique (ROP.) [ AN NN R 1540 ml

Le précipité rouge qui se forme d'abord se redissout dans
uh excés d'acide nitrique.

R. 6~ Solution de molybdate d'ammonium :

- Molybdate d;'ammonium (R.P.) ceeseesss 100 g,
b Ammoniaque (RQPQ) 60006088 00 POOGEDSTESEITGES 10 ml.
-~ Eau distillée oucoooooouto-oooooon-o-nq-scpo 1 lo
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Dissoudre & chaud le molybdate d'ammonium dans environ
dans 900 ml.d'eau distillée. Laisser refroidir., Ajouter
1'ammoniaque et compléter & 1 1 avec de l'eau distillée.

R, 7= Réactif de Misson:

- SOlutiOl’l Ili'b‘I‘OV&nadique (Ro 5) se e s s Rt O 500 ml.
- Solution de molybdate d'ammonium (R. 6).. 200 ml.
Ll Eau distillée @8 080 s 0P NEREIPEIIPOIEEESLEOEDYS 500 mle.

Les réactifs R.5, R.6,.  R.7 se conservent parfaitement.

R. 8~ Solutions étalons:

Solution mére : 1 mg de phosphore par ml.

~ phosphate monopotassique (R.P.) S€C aveev- 4,387 go-
- Eau distillée L 2B BN AL N BN I BC K BB W B A R J .z.".‘..q.s‘p'. 1 l. :

Gamme étalon : On prépare la .gamme étalon par dilution de

la solution mére .soit dans l'eau distillée, soit dans une S
solution d'acide sufurique, de fagon.a obtenir une acidité
comparable & celle des minéralisats dilués.a doser. La. .
‘conservation est assez bonne en flacons de polyéthyléne.

3, Technigue-:

La figure N*®* 3 donne le cireuit du phesphore ortho- -
" phoasphorique. vec un appareil.pour.analyse automatique (M. 33)
La _prise d'essal est effectuée par le tube -N* 1 (vert) et
entrecoupée de bulles d'air (tube N?-2:vert)m“L'extrémité~de-”'
- ces-deux tubes est fixee sur une t8te de prélévement & double
‘bec (T). On dilue par de l'eau distillée (tube N° 3 et 4:verts)

s
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et on ajoute le réactif de MISSON (R.7) (tube N° 5 : vert).

La réaction colorée se produit presque immédiatement,
il est cependant préférable d'attendre quelgques minutes avant
de faire la lecture photométrique. Ce délai est obtenu &
l'aide d'un serpentin de verre dont le seul r8le est de
retarder unlipeu le passage par la cuve du photométre. Si
l'on ne posséde pas de bobine retard, il est trés possible
d'utiliser le serpentin d'un bain-marie. Entre 10 et 95°, la
coloration obtenue est indépendante de la température,

Le photomére est équipé d'une cuve de lecture de
10 mm. d'un filtre interférentiel de % 630 £, et d'un verre de
couleur PARRAMANTOIS VUV4 (M. 16).

4, Discussion :

Avec ce dispositif il est possible.de doser 0,2
& 20 pg/ml de phosphore orthophosphorique. A 3 630 & la colo-
ration est assez peu sensible aux variations de pH de la prise
d'essai. Il suffit de diluer le minéralisat de fagon & obtenir
un pH entre 1 et 2. A pH alcalin la réaction est.perturbée
et les bases fortes déolorent le réactif de MISSON, Les
filtres interférentiels donnent une bande passante satisfaisante
(+ 18 mp & demi-hauteur) dans la zone de 363 mu, mais ils
laissent le plus souvent passer une faible quantité de lumieére
verte et rouge. Clest pourquoi il faut adjoindre au dispositif
photométrique un verre de couleur qui absorbe ces radiations
parasites.
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DISTRIBUTEUR |
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Bobine de
Délai

§ Colorimétreéwm ; Enregistbeur

i

i
i
§

Circuit d'analyse automatique pour le
dosage du phosphore orthophosphorique

(Chapitre II. D - 3).
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La technigue que nous avons mise au point présente
quelques avantages par rapport aux techniques initiales. La
lecture & 263 mp au lieu de 420 mp donne unelplus grande
sensibilité aux mesures. De plus, & 420 mu, les variations
de pH dans la zone acide entrafnent des erreurs. Il faut
dans ce cas opérer en milieu tamponné par l'acétate de
sodium.

Toutefois & 363 mp l'absorption du réactif de MISSON
est assez importante. C'est pourquoi nous avons utilisé un
double bec de prélévement. Pendant la prise d'essai, le tube N°3:
introduit de l'air dans le circuit. Lors de l'intervalle entre
deux prises d'essai le tube N° 1 est relevé et aspire de 1l'air.
Pendant ce temps le tube N° 2 se trouve abaissé et plonge
dans un récipient & niveau constant contenant de l'eau
distillée. Les tube N° 1 et 2 étant identiques, leur débit
est équivalent et le réactif de MISSON se trouve toujours
dilué dans la méme proportion.

E-~ DOSAGE DE L'AZOTE AMMONTIACAL DANS LE MINERALISAT

IO T T ST I TR T TS oo oo T e T o T I Ty 5 T o 2 g 2 S R
N R R R R S R I R N O S T S Iy S T SR T T S I S S S SR SN S IS I S SR IR S o s e S S

On sait depuis BERTHELOT (T. 10) que 1'ammoniac
en petite quantité dans une solution alcaline de phénol forme
avec l'hypochlorite de sodium du bleu d'indophénol. La réac-
tion se déroule en plusieurs stades successifs selon les
équations suivantes :
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Na 0OC1
...... NH, C1
2
ONa
)vf\
P
il ONa .
1 § sy S
o : fé ey
WC1 NS Lo

} i
Les variations de pH du milieu entrafnent des

modifications de la vitesse de développement de la réaction
et de l'intensité finale de la coloration. Si le rapport
soude/phénol augmente, la coloration se développe plus rapi-
dement mais la densité optique maximale diminue et n'est
constante que pendant un temps trés court.

Le nitroprussiate de sodium et 1l'acétone agissent
comme catalyseurs, soit isolément, soit en association. Avec
l'acétone la réaction se développe trés rapidement et la colo-
ration est +trés stable (plusieurs mois & 4°), (CROWTHER, T. 11)
Le nitroprussiate de sodium donne une cdoration deux a trois
fois plus intense que celle obtenue avec l'acétone mais le
développement est beaucoup plus lent (FENTON T 12). L'as-
sociation de ces deux catalyseurs perm&®it une incubation plus
courte avec une sensibilité & peine plus faible que celle
obtenue avec le nitroprussiate de sodium. Les tuyaux de
polyvinyl qui entrent dans la fabrication des circuits
d'analyse automatique se détériorent rapidement en présence
d'acétone. Nous préférons finalement utiliser le nitroprus-
siate de sodium seul.
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Nous avons appliqué a 1l'analyse automatique la tech~
nique de BERTHELOT (T. 13), avec les perfectionnements ap-
portés par LUBCCHINSKY et ZALTA (T. 14) et par FLEURY et
EBERHARD (T. 15). Nous avons cherché & rendre la technique
directement utilisable pour des minéralisats dilués présen-~
tant une acidité comprise entre 1 et 2 N. Pour cela, nous
préparons tous nos réactifs avec une solution concentrée de
phosphate disodique. Une quantité optimale de soude assure
l'alcalinisation du milieu. Le pouvoir tampon des réactifs
est suffisant pour éviter que les légéres différences d'aci-
dité d'un prélévement & l'autre n'entralnent des erreurs dans
les mesures.,

Notre technique différe des autres techniques auto-
matiques - (FERRARI, T. 16) par l'utilisation d'un catalyseur.
Ille est volontairement moins sensible que la technique de
GIRARD (T. 17) et ASSOUS (T. 18) qui est plus spécialement
adaptée au dosage de l'ammoniac du sérum humain.

2. Réactifs

R. 9- Solution de phosphate disodique saturée:

Dissoudre & chaud environ 2 kg. de phosphate disodique
12 H50 dans environ 6 litres d'eau distillée. Laisser reposer
une semaine & la tempé.rature du laboratoire. A partir du
deuxiéme Jjour, agiter de temps en temps . Filtrer avant
usage.




R. 10~ Soude diluée :

—LGSSiVe d.e SO'U.de S 0 & 0800 a0 s 800l 400 ml
had Eall diS"Jillée o-co-oo--no..aq-Sop-f- 2 lo

R. 11- Solution tampon :

Mesurer & 1l'éprouvette

- Solution saturée de phosphate disodique (R. 9) 4 1.
- SOUde diluée (R¢ 10) ssav0000c0 00000 Pe 00000 s 1 1.

Agiter pour mélanger. Ce réactif tend & déposer légérement

il est bon de le préparer quelques Jjours a l'avance et de
filtrer au moment de l'emploi. Il wvaut mieux éviter de

verser la lessive de soude dans la solution saturée de phos-
phate disodique. Il se forme un précipité de phosphate triso-
dique difficile & redissoudre.

R, 12- Solution de phénol :

- PhénOl pur 8 0 0020 58P V0N LEIEEGREOEDNNBOODS 50 g-
- SOlution tampon (R- ,],I) o8 se s s 0000 1 l-
-~ E&u diStillée e s VRN OPTOTEOSIOSEOEEOEETDBTE anop 2 1.

R. 12~ Solution d'hypochlorite de sodium 1,5° chlorométrique:

- Solution concentrée d'hypochlorite de sodium q.v
~ Solution tampon (Re 11) eevecessossseccossnssnee 1 1
-Eau distillée .0..0...0'0'...0..0‘.........Qq.s.p 2
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R. 14~ Solution mére de nitroprussiate de sodium :

Solution & 1 % dans l'eau distillée. La conser-
vation est assez bonne a l'abri de la lumiére. Renouveler tous
les mois.

R. 15- Solution diluée de nitroprussiate de sodium (“1/10 000):

~ Solution mére de nitroprussiate de sodium (R. 14) .. 20 nl.
- SOlution tampon (Ro 11) 0 5000006000000 080000 c000s00 e 4
_Eau distillée .............'..........O.'.C..q.Slp. 2 j..(’

A faire extemporanément.

R. 16~ Solution acide :

-Eau distillée @ O 0% &9 80065 006 80 8068 5T TS OO S LSS L Ne 0G0 800 Tv‘l—:'.
- ACide Sulfurique (Meer ou R.P.) 6o 00 v0scPsOe00G e 80 ml

Laisser refroidir et compléter & 1 litre avec de l'eau
distillée.

Ce réactif doit &tre conservé en flacon bouche émeri.
I1 ne doit Jjamais étredﬁouche plus de quelques instants. Diluer
ce réactif au-demi avec de .l'eau distillée pour régler le
100 p. 100 de transmission.

R. 17- Solutiom mére de sulfate d'ammonium (1 mg d'azote par ml):

~ Sulfate dfammonium (R.P.) S€C ceveeverencssnssncaes 4,770 ¢
_Eau distillée ® & 80 & 0 0 0 200 P OO G HOESS SO OSES B OO q.s.p. 1 1(

Bonne conservation en flacon bouché émeri.
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R. 18- Solutions étalons d'azote ammoniacal (de 1 & 50 pg/ml)

- S0lUtion METE teee sosessccssscnccenscne QoVe

- Solution acide (R. 16) ceeeevsssssasseee 100 ml.

- Bau distillée eeeeeccecacceccsoces QeSepe 200 ml.
Bonne conservation en flacons de polyéthyléne.

5. Technigue :

La figure N° 4 donne le circuit pour le.dosage
automatique de l'azote ammoniacal dans un minéralisat dilué.
La prise d'essai (tube N° 1 : noir) est diluéepar une solution
tampon (R. 11, tubes N* 2, 4 et 5 : violet). Le flux est en-
trecoupé de bulles d'air (tube N° 3 : violet) privé d'ammoniac
par passage sur acide sulfurique (B). On ajoute successivement
le phénol alcalin (R. 12, tube N° 6 : violet) l'hypochlorite de
sodium (R. 18, tube N° 7 : violet) et le nitroprussiate de
sodium (R. 15- tube N® 8 : violet). Aprés passage dans un
bain-marie & 95°, on effectue la lecture photométrique a
625 np dans une cuve de 6 mnm.
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Figure N° 4 : Circuit d'analyse automatique pour le
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dosage de 1l'azote ammoniacal (chapitre II E 3).
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Cette technique est utilisable de 1 & 30 ug/ml
d'azote ammoniacal., Avec un peu moins de précision on peut
évaluer les taux entre 30 et 50 mg/ml. Il est trés facile
d'adapter cette technique & des concentrations différentes
en modifiant le diamétre des tubes. Il faut dans ce cas faire
quelques éssais pour vérifier que le pouvoir tampon des réac-
tifs reste suffisant. '

4, Discussion :

———n o — — o— ——

Lors de la mise au point de cette technique nous
avons cherché & incorporer dans les diluants et les réactifs,
un systéme tampon suffisant pour nettraliser 1l'acidité du
minéralisat et surtout pour compenser les légéres différences
~d'acidité d'un échantillon & l'autre. Les meilleurs résultats
sont obtenus avec un tampon phosphate disodique-soude (R. 11)
- Le phosphate disodique & 80 p. 100 de la saturation est insuf-
fisant pour maintenir le milieu a un pH suffisamment alcalin.
Les prélévements les plus acides donnent une erreur trés nette
par défaut. Cette erreur est moins importante lorsque le tam-~
pon comprend 0,1 N de soude. Pour une concentration en soude
de 0,2 N dans le réactif R. 11, on obtient des colorations
identiques pour une gamme étalon ammoniacal entre les acidités
de 0,3 & 2,2 N en acide sulfurique. Au-deld d'une teneur en
soude de 0,5 N dans le tampon R. 11, la méthode devient moins
sensible. (AGNERAY T. 19).

Nous avons déja signalé que les ions cuivre apportés
par certains catalyseurs (parexemple le mélange de BOIVIN)
interférent considérablement dans le dosage. La coloration
obtenue est fonction inverse de la teneur en cuivre. Cette



inhibition est probablement liée & la formation de complexes
cuproamminés. Il est donc préférable d'éviter d'utiliser comme
catalyseurs les métaux donnant facilement des complexes, pour
notre. part, nous utilisons uniquement le sulfate de potassium
pour élever la température d'ébulliton de l'acide sulfurique.

La presque totalité de nos mesures a été effectuée
avec un appareillage d'analyse automatique (M. 33). Toutefois
pour les expérimentateurs ne possédant pas ce matériél, nous’
avons publié une technigue manuelle pouvant eonvenir pour des
mesures occasionnelles (COURTOIS T. 20, T. 21)

F- MINERALISATION AUTOMATIQUE CONTINUE AVEC DOSA B SIMULTANE

I N N I R I R I et el S Y ey TEW IS ER TS UING BRI T e

DE_L!AZOTE ET_DU_PHOSPHORE.

La minéralisation automatique continue permet de
traiter chaque prélévement dans des conditions aussi identiques
que possible. L'acidité du minéralisat & la sortir de l'appareil
est pratiquement constante et on peut, par addition automatique
d'une base forte, obtenir un liquide de pH convenable (pH 1 & 2)
Sur une partie aliquote de ce liquide on dose simultanément
l'azote et le phosphore. Nous avons adapté au minéraliseur .
automatique continu (M. 35) les techniques automatiques de
dosages du phosphore et de l'azote que nous avons décrite dans
les chapitres précédents. Pour cette mise au point nous nous -
sommes inspirés des travaux antérieurs et en particulier de
ceux de FERRARI (T. 22) et de WHITEHEAD (T. 23).
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L'utilisation du nitroprussiate de sodium comme catalyseur
nous a permis de réduire les prises d'essai nécessaires pour
la réaction de BERTHELOT. Malheureusement nos préparations

de phytate de protéine sont plus riches en azote qu'en phos-
phore, alors que la technique de dosage de ce dernier est’
beaucoup moins sensible. C'est pourquoi nous réservons la plus
grande partie du minéralisat pour la réaction de MISSON, On
remarquera que le volume de la prise d'essai pour ce dosage
est trés nettement supérizur & celui du réactif utilisé, ce
gui est tout & fait inhabituel en analyse automatique. Ceci
est possible gréce au prélévement continu d'une prise
d'essai dans un flux de liquide & doser dont tous les éléments
sont constants & l'exception de la teneur en ion orthophos-
phorique. Dans ce cas, il ne se présente plus de difficultés
pour réaliser urne dilution constante de réactif de MISSON .
comme nous l'avons vu dans le cas d'une analyse avec prélé-
vement intermittent (voir chapitre II D). Il nous est méme
possible d'utiliser, sans erreur, un réactif nitro-vanado-~
molybdique (B, 21) plus concentré que le réactif (R. 7).

1. Priascipe de_la minéralisation automatigue_ continue :

o o - o S o o S S

e minéraliseur automatique (M. 35) est essentiel-
lement composé par une hélice en verre Pyrex tournant autour
de son axe horizontal au-dessus d'une résistance chauffante
(Figure X" 5). Par le c8té droit (A) on introduit & 1'inté-
rieur de¢ 1l'hélice le réactif de minéralisation et la prise
d'essal a minéraliser. A chaque rotation le liquide qui se
trouve dans le pas des spires progresse le long de 1l'hélice
La forme hélicofdale présente trois avantages :



Niveau de 1l'échantillon et du :
fluide de mincralisation. :

Ampéremetre : mesure du courant de chauf-
fage dans les deux zones. 3
Interruvteur : lecture de la tenpédrature

de chacune des 2 zones de chauffage.

Interrupteur : commande de la rotation de
1'hélice.

Interrupteur : commande des éléments de
chauffage.

Contr8le de la température de chacune des deux Zones de chauffage.

- Figure N° § MINSRALISEUR CONTINU (M. 35)
Ex (Voir descrivtion p. 35 chanitre II,F. 1)
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a- HElle permet le fractionnement du liquide en cours de
minéralisation en un certain nombre d'éléments de réaction et
évite la diffusion.

b~ Elle permet de faire progresser les ligquides le long~
du systéme et assure un fonctionnement continu.

¢~ La rotation de 1l'hélice assure un renouvellement des
liquides en contact avec la surface du verre chauffé, ce qui
accélére la minéralisation et évite les projections.

Pendant le premier tiers du parcours la résistance
chauffante assure une température de l'ordre de 400 & 500° C
Le reste de 1'hélice est maintenue entre 300 et 350°, Vers la
fin du parcours 1'hélice est refroidie par un violent courant
d'air (B). On dilue le minéralisat avec de l'eau distillée.
Les trois derniéres spires (C) sont munies intérieurement
d'ergots de verre qui assurent une homogénéisation du liquide
qui est aspiré par une pompe & vide dans une chambre de
mélange (D). A ce niveau on préléve en continu (E) et on
analyse la prise d'essai selon les techniques classiques d'au-
toanalyse (voir figures N° 5 et N° 6).

2. Réactifs :

R. 19~ Réactif de minéralisation :

--An.hydride SélénieuX .O.‘..‘...,.0........0..... 15 g.
Dissoudre & froid dans 500 ml.d'eaun distillée. Ajouter avec
précaution et en refroidissant

-~ Acide sulfurique (Merck o0u ReP) ctecssccecsceces 4500 ml.
Laisser refroidir et ajouter 75 ml.d'acide perchlorique (R.P),
agiter et mettre en flacon bouchant émeri.
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R, 20- Réactif neutralisant :

"LeSSive de Soud—e 3 B S0 6 000 ¢ ¢ OO0 S P e PSS ee S e 3200 ml.
—Eau distillée .......:;..................... /l 800 ml’r

Ce réactif doit &tre ajusté & chaque expérience (voir technique
chapitre II F. 3).

R. 21~ Réactif de MISSON :

- Solution nitrovanadique (Re 5) ceecoocosecee 900 ml.
- Solution de molybdate d'ammonium (R. 6) <., 600 ml.
-Eau distillée ® 6 08 0680068000088 8¢ 006800 Pdss e 500 ml-

Tous les autres réactifs ont déja été décrits dans les cha-
pitres précédents.

5. Technigue :

La figure N° 6 schématise le circuit de minérali-
sation automatique que nous utilisons.

Le distributeur d'échantilion effectue 20 préleé-~
vements par heure. Le tube N° 1 (rouge) introduit la prise
d'essai. Le tube N° 2 identique au premier entrecoupe ce
courant liquide de bulles d'air. Le distributeur est muni d'un
double bec de.prélevement : pendant que le tube N° 1 est
relevé et aspire de 1l'air entre deux prises d'essai|-~' "~
le tube N° 2 plonge dans .un ?écipient & niveau constant con-
tenant de l'eau distillée. Pendant l'intervalle entre deux
prélévements c'est donc le tube N° 1 qui introduit 1l'air dans
le circuit et le tube N® 2 fournit un débit d'eau distillée

-

identique & celui qu'aurait apporté la prise d'essai.
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Les tubes N® 3 & 4 de deux millimétres de diamétre
intérieur sont en " AcidFflex" (élastomére résistant’ aux
acides concentrés) ; ils assurent une alimentation de 1'ap-
pareil en réactif de minéralisation (R. 19). Toutes les Jonc=—
tions de ce montage sont effectuées avec des manchons 4'Acid-
flex et des raccords de Téflon. Les fluides pompés par les
tubes N° 1 & 4 sont introduits & l'intérieur de 1'hélice par
un- tube Pyrex coudé vers le bas & son extrémité.

Les. tubes N° 5 et 6 (violet et blanc) diluent le
minéralisat & la sortie de 1'hélice avec de l'eau distillée (C).
Une pompe & vide (F) aspire la totalité de cette dilution au
travers d'une chambre de mélange (D). Le tube N° 7 (violet et oran
assure une prise d'essai continue a la partie inférieure (E)
de cette chambre (D). L'excés de liquide est entrafné par la
pompe & vide dans un flacon de 5 litres. Un deuxiéme flacon
sert de sécurité pour retenir l'excés de liquide lorsque le
premier est plein. Dans un troisiéme flacon l'air barbote dans
une solution de soude & 20 % afin d'absorber les vapeurs
d'acide. Un quatriéme flacon sert de piége puur retenir les
gouttelettes de liquide avant de laisser 1l'air pénétrer dans
la pompe & vide.

Le prélévement du tube N° 7 est entrecoupé dlair
brivé d'ammoniac par passsge our acldo sulfurique (barboteur G)
(tube N° 8 : vert). On neutralise par de la soude dilude (R. 20)
(tube N° 9 : violet et blanc). I1 faut & chaque mise en route
de l'appareil ajuster ce réactif de fagon & obtenir aprés mé-
lange avec la prise d'essail un pH compris entre 1 et 2. Ceci
se fait pratiquement en cours de fonctionnement en contr8lant
le pH au niveau du trop plein (H.)
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Lemélange du minéralisat avec la soude.provoque un
échauffement important. Les montages & ce niveau sont effec-
tués avec des manchons de Tygon trés épais et trés serrés. Une
‘bobine mélangeuse de grande taille assure le mélange et une

réfrigération suffisante. Il est préférable de ne pas utiliser
de bobines réfrigérées. par une jaquette d'eau courante. Celles
ci sont trop efficaces et le sulfate de sodium produit tend a
cristalliser dans le circuit.

En (D on préléve un aliquot qui, par les tubes
N° 10 et 11 (violets) sert au dosage du phosphore. Le prélé-
vement est entrecoupé par de l'air (tube N° 12 : jaune) et
mélangé avec le réactif de MISSON (R. 21) (Tube N° 13 : jaune)
Aprés mélange et passage par une bobine retard, on effectue
une lecture colorimétrique dans une cuve de 10 mm avec un
filtre 363 mu protégé par un verre de couleur PARAMANTOIS VUV 4
(M 16) (Voir chapitre II D).

En (J) on effectue une deuxiéme prise d'essai con-
tinue par le tube N° 14 (rouge) afin de doser l'azote ammonia-
cal. Les tubes N° 15 & 18 (tous violets) introduisent succes-
sivement de 1l'air privé d'ammoniac par passage sur acide sul-~
furique (barboteur G), la solution alcaline de phénol (R. 12),
la solution d'hypochlorite de sodium (R. 13) et la solution de
nitroprussiate de sodium (R. 15). Aprés passage dans un bain-
marie & 95°, orn effectue la lecture colorimétrique & 625 mu.
dans une cuve de 6 mm. (voir chapitre II E), |

v . — S 7 S Y o — - — — A -

a- On attend que tous les courants de liquides circulent régu-
lierement dans tous les circuits avant d'allumer le chauffage
du minéraliseur.
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Ceci est particuliérement important pour le rédactif de minéra-
lisation (R. 19) pour le diluant & la sortie de 1'hélice et la
soude diluée (R. 20). De mémg on n'arr8te la rotation de 1'hé-

lice qu'apreés refroidissement complet.

b~ Pour des raisons d'équipement nous avons conservé le rythme
d'analyse & 20 mesures par heure. Les résultats seraient meil-
leures a 15, voir méme 10 prélévements par heure. Ceci n'est
actuellement possible qu'avec un distributeur grand modéle., (M 34
Avec nos conditions de travail il n'est pas nécessaire d'al-
terner sur le distributeur les godets de solution & doser avec
des godets dl'eau distillée.

c- L'étalonnage est réalisé avec des solubtions contenant a la
feis le phosphate monopotassique (R. 8) et le sulfate d'am-
monium.@gﬁﬂS). Nous choisissons pour chaque solution étalon
un rapport pondéral P/N égal & 0,2. La technique que nous
venons de décrire est utilisable de 5 & 100 pg/ml de phosphore
orthophosphorique et de 25 & 500 ng d'azote ammoniacal.

d- Notre réactif de minéralisation contient un peu moins d'acide
perchlorique que dans la formule classique (FERRARI T. 24), En
effet, vu la nature de nos solutions & doser, une plus grande
quantité d'acide perchlorique ne s'est pas révélée nécessaire.
Pour des prises d'essais plus importantes et surtout celles
contenant des lipides il faut utiliser de préféramnce le réactif
décrit par FERRART.

e~ Avec cette technique de minéralisation automatique continue
les étalons sont effectivement minéralisés comme les soclutions

& doser. Dans ce cas les cations utilisés comme catalyseurs, ne
peuvent en aucun cas &tre & l'origine d'erreurs de mesure. On
peut donc les utiliser s'ils ne sont pas & l'origine d'une baissc
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trop importante de la sensibilité. Nous avons conservé 1l'oxyde de
sélénium qui entre dans la composition du réactif de minérali-
sation. Cette derniére est beaucoup plus rapidement terminée :

en moins de cing minutes ce qui est indispensable avec ce
matériel.

I1I. - DISPOSITIF AUTOMATIQUE POUR L'ETUDE DE I'!'INFLUENCE g
DE DIVERS PARAMETRES SUR LA PRECIPITATION PHYTIQUE.

A~ PRINCIPE

o o i 2 s i o e

Quatre récipients communiquant entre eux, réalisent
un systéme de gradient analogue & celui décrit par PETERSON
et SOBER (T. 25 et T. 26) (M. 36) pour 1l'élution des chromato-
graphies sur colonne. A la sortie de ce dispositif on obtient
un réactif dont la composition en l'un des éléments est progres-
givement variable. Cette variation est enregistrée aprés analyse
en continu sur une partie aliquote. On mélange une autre par-
tie du réactif avec une solution de protéine et on recueille
la suspension de phytate de protéine avec un collecteur (M. 5%&
M. 14) par fractions de 6 ml. La mesure de 1l'indice de combi-
naison phytique sur chacun des tubes permet de mettre en évi-
dence l'influence du paramétre variable du réactif précipitant
sur la précipitation phytique de la protéine étudiéde.




B- TECHNIQUE

mERsamRsss

1- Description du circuit :

La figure N® 7 schématise le montage utilisé. Les
récipients A et B sont d'un volume constant de 100 ml. Les cy-
lindres C et D sont des vases communican®ss dont le volume du
contenu varie pendant 1'expérience.

Dans ces quatre récipients on place de:réactifs
précipitants (analogues aux réactifs 1 ou 2 du chapitre I. B)
Ceux-ci sont identiques en tout point sauf en ce qui concerne
1'élément dont on désire étudier l'influence sur la précipi-
tation phytiqueli Par trois tubes N° 1 - 2 et 3 (violet et
orange) on préléve environ 10,2 ml/minute de réactif dans le
récipient A. Celui-ci étant hermétiquement bouché, ce prélé-~
vement est remplacé par un volume identique provenant du réci-
pient B. Il se produit le méme déplacement de liquide entre
C et B. Entre C et D c'est le principe des vase: communicants
qui assurei~ le passage du réactif d'un récipient a 1':autre.
Des agitateurs magnétiques homogénéisent constamment le contenu
des récipients. Il se créé ainsi une variation progressive de
la composition du réactif précipitant.

La solution provenant de la pompe passe dans une
cellule hermétiquement close (E) munie d'une tubulure dl'entrée
4 la partie inférieure et une sortie & la partie supérieure.
Une électrode combinée (M 32) est fixée par l'intermédiaire de
son rodage. On peut ainsi & tout moment contrdler le pH avec
un compensateur (M. 30), lorsque le pH est le paramétre a étu~
dier, on enregistre celui-ci avec un pH-métre enregistreur

(M.38).
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Figure N° 7 Dispositif automatique pour 1'étude de 1l'in-
fluence de divers paramétres sur la préci-
pitation phytique (voir chapitre III. B)
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A la sortie de la cellule on préléve un aliquot
de réactif alimentant deux circuits (a et b). Le tube N°® 4
(violet et “hnc) introduit dans le circuit (a) le réactif préci-
pitant. Le tube N° 5 (jaune) entrecoupe de bulles d'air et 1le
tube N° 6 (rouge) apporte la solution de protéines a précipiter.
Aprés mélange la suspension est recueillie dans un tube & hémo-
lyse pour centrifugation, par fractions d'environ 6 ml, soit
manuellement, soit de préférence & 1l'aide d'un collecteur de
fractions (M. 14, M. 34) le circuit (b) est identique et
permet d'étudier en paralléle une autre solution de protéine.

Aprés deux heures de repos, les tubes sont centri-
fugés et traités comme nous 1l'avons décrit au chapitre II.

En (G) un autre tube permet le prélévement continu
d'un aliquot de réactif afin de doser automatiquement 1'élément
variable (acide phytique, acide citrique, ions chlore). L'excés
de réactif non utilisé est éliminé en (H).

" - e T S e S S v ot st ey e vy vy o el o - o— - — —— - — —

a- Il n'est pas nécessaire de régler trés exactement les carac-
téristiques du gradient car c'est l'enregistrement des varia-
tions obtenues qui sert de référence pour 1l'interprétation.

b- Ce dispositif permet de comparer 1l'influence du paramétre
étudié sur deux protéines différentes, dans des conditions
absolument identiques. Ceci n'aurait pu &tre réalisé par d'autres
moyens. C'est ainsi que nous avons comparé dans toutes les
expériences la sérum-albumine humaine (M. 22) et les gamma-
globulines placentaires ( M.9). On enregistre de fagon évi-

dente leurs différences de réactivité.
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c~ Il est inutile d'entrecouper de bulles d'air le circuit
1, 2, 3). Les débits de liquides sont trés importants et les
risques de diffusion & peu prés nuls.

d~ La pompe est munie d'un bloc de fixation & 15 places : les
tubes N° 5, 6, 7, 8 et 9 sont placés sur la rangée inférieure,
les autres plus gros et mécaniquement plus résistants sont
fixés sur la rangée supérieure.

e- Le seul probléme délicat consiste & sinchroniser 1l'énre-
gistrement des variations du parameétre étudié et le numérotage
des tubes sur le collecteur de fraction. Ceci est réalisé en
introduisant & la sortie de la cellule (E) une solution de
colorant (vert de Lissamine, ou Noir Amido 72 BN). Le clocher
obtenu sur l'enregistrement correspond au tube coloré. Cette
synchronisation est effectuée avant et & la fin de chaque expé-
rience en prévoyant un temps de ringage suffisant pour 1'élimi-
nation totale du colorant.

Aprés chaque série le circuit est lavé avec de la .-
soude environ normale puis rincé & l'eau distilléde jusqu'a
neutralité des liquides & la sortie.

f- Pour chaque expérience le nombre de mesures d'indice de com-
binaison phytique (nombre de tubes dans le collecteur) est
fonction du volume de réactif dans les récipients 7 et D. Par
exemple avec 400 ml dans chacun de ces cylindres, or obtient
environ 60 mesures pour chacune des deux séries. La Torme du
gradient est fixée par le rapport des compositions des réactifs
dans chacun des éléments du gradient. On le choisit er fonctin
d'expériences préliminaires.



g- Nous enregistrons la concentration en 1'élément variable du
réactif avant mélange avec la solution de protéines étudides.
Pour obtenir la concentration dans le milieu de précipitation,
il faut connaltre le rapport des débits des tubes N° 4 et 6
d'une part et des tubes N° 7 et 9 dlautre part. Ces débits
pouvant varier nous préférons établir périodiquement le coef-
ficient de transformation de la concentration dans le réactif
en la concentration dans le milieu final, par mesure de la densité
optique d'une solution colorée svant et apreés dilution. Par
exemple le réactif est remplécé par une solution de Noir Amido
12 BN et la solution de protéine par de l'eau distillée. Ia
lecture photocolorimétrique est effectuée & 625 mp. Dans de
bonnes conditions le coefficient de transformation est voisin
de 0,82,

C~ ENREGISTREMENT DES PARAMETRES VARIABLES.

1. Variations du pH :

Nous opérons avec des gradients trés doux : les
écarts maxima entre les pH des récipients A et D sont tou-
jours inférieurs.

2., Variation de la concentration en acide citrique :

a~ Principe.

Un aligquot continu de réactif précipitant prélevé a
la sortie du gradient (figure N° 7 : G) est dilué par de l'eau
distillée. Une partie de cette dilution est chauffée en présence
de permanganate de potassium en milieu sulfurique. Dans certaines
limites de concentration, la décoloration est fonction de 1la
teneur en acide citrique.
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b~ Réactif :

R. 22 - Solution extemporanée de permanganate de potassium a
1 / 1000 dans 1'acide sulfurique environ 0,6 N. Ce réactif est
ajusté de facon & obtenir une ligne de base voisine de 20 %

de transmission.

c— Technique :

La figure N® 8 résume le montage nécessaire au
dosage continu de l'acide citrique dans le réactif précipi-
tant. Le tube N° 1 (noir) introduit dans le circuit la prise
d'essai, les tubes N° 2 (violet) et N° 3 (violet et blanc)
diluent avec de l'eau distillée. Le tube N° 4 (vert) entrecoupe
de bulles d'air., Aprés mélange on préléve en (I) une prise
d'essai (tube N° 5 : noir). Le "T" de prélévement (I) est dis-
posé de telle maniére que, toutes les bulles d'air se trouvent
éliminées avec l'excés de dilution par le trop plein (J). La
prise d'essai est successivement mélangée avec la solution de
permanganate de potassium (R. 22) (tube N° 6 : violet) et avec
l'acide sulfurique environ 0,6 N (tube N° 7 : violet et blanc).
On eﬁtrecoupe de bulles d‘'air (tube N° 8 : vert), on mélange
et on passe par un Wmain-marie & 95°. La lecture photocolori-
métrique est effectuée a 553 mu avec une cuve de lecture de
6 mm.

On étalonne avec des solutions dlacide citrique
de titre connu. Dans les conditions que nous venons de décrire,
une solution d'acide citrique 0,15 M donne 95 % de transmission,
c'est-a-dire une décoloration pratiquement totale. On obtient
de bons enregistrements pour des concentrations en acide
citrique entre 0,1 et 0,15 M.
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Figure N° 8 : Circuit d'analyse automatique pour le dosage
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continu de l'acide citrique (chapitre III B 2)
et de 1l'ion chlore (chapitre III B 4)
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Cette technique n'est utilisable qu'en 1l'absence
de composés pouvant réagir avec le permanganate de potassium.
Dans notre cas particulier nous avons vérifié que l1l'acide phy-
tique et les faibles concentrations d'ion chlore ne provoquent
aucune erreur. Chaque expérience est effectuée de la concen- |
tration O (gradient A) . 4 0,1 ou 0,2 M (gradient D), en une
seule opération.

3- Variations de la concentration en acide phytigue :

a- Technique :

Pour une partie de nos travaux, nous avons dosé
directement le phosphore de l'acide phytique aprés minéra-
lisation continue avec le circuit décrit au chapitre II. F.)
Dans les cas ou les concentrations en acide phytique sont trop
élevées on y adjoint un petit circuit de dilution de la prise
d'essai, analogue a celui des tubes N° 1, 2, 3 et 4 de la figure
N° 8.

b- Détermination de ces variations par le calcul :

A plusieurs reprises il nous a été impossible de
disposer du matériel nécessaire & la minéralisation au moment
ou nous effectuions nos expériences de précipitation. Dans ces
cas il nous a quand méme été.possible d'obtenir les résultats
qui nous étaient nécessaires grfce aux considérations analytiques
suivantes :

Utilisant un matériel 4 'autoanalyse, nous ne mesurons &
aucun moment de volume précis (Voir chapitre II. A, 1). Par
contre les débits sont constants et les différents réactifs sont
toujours mélangés dans les mémes proportions.
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Soit b la concentration en azote (yg/ml) de la solution
de protéine.

Soit a la concentration en phosphore phytique (ug/ml) du
réactif précipitant. Cette concentration varie d'un tube a
1tautre. ‘

Soit n le volume de solution de protéine se trouvant dans
un tube du collecteur.

Kn est le volume de réactif précipitant pour ce tube.

K est une constante. Elle ne dépend que des débits des
tubes de pompe (tubes N° 4 et 6 d'une part, et tubes N° 7 et 9

d!'autre part)_(voir figure N° 7).

On peut admettre que le volume duprécipité est
négligeable. On peut donc écrire.

Volume total d'un tube volume du liquide surnageant

n (K + I)

(L

Soit x la concentration en azote du liquide surnageant (pg/ml
Soit y la concentration en phosphore phytique du liquide
surnageant (ug/ml).
Nous avons vu chapitre II. B Que pour la mesure de
l'indice de comtinaison phytique, le précipité est repris par
2 ml de réactif (R. 3).

Soit N la concentration en azote (ug/ml) dans le liquide
de reprise. |

Soit P la concentration en phosphore phytigue (pg/ml) du
liquide de reprise.

On peut écrire

(I) ©Phosphore total _ Phosphore du + Phosphore du
d'un tube - liquide surnageant = précipité.

Phosphore du réactif précipitant.

fl
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Clest-~a~dire
Kna = Yn (K + 1) + 2P

De méme :
(2) Azote total _ Azote du liquide N Azote du
d’'un tube - surnageant. précipité.

= Azote de la prise d'easai

Clest-a~dire
nb = n (K+I)x +2N

De (I) on tire une valeur de n que l'on reporte en (2) et on
obtient la formule générale :

I P, i’
a = -g- g--N—E + (y-x) (K + I) %
K est une constante. Nous avons déjd donné au chapitre IITI B 2 g
une méthode pour la déterminer.

P et N sont toujours dosés pour la détermination de 1l'indice de
combinaison phytique.

x et y sont facilement dosables.

Nous pouvons donc calculer la concentration (a)
en phosphore phytique pour le réactif précipitant ayant été
utilisé pour chacun des tubes du collecteur.

- Si la précipitation des protéines est tobtale, ce qui se
trouve pour la majorité des tubes d'une série : x = O,
La foemule générale devient :

a = -g- g-%?- + (7)) (K + 1) %

- Sib =0, clest-a~dire quard il n'y a pas de protéines
dans la prise d'essai, la formule générale de vient :

a—.:-.-z_gg_ i—il--_
K
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D'oll on déduit :
K =2 moeeec———
a -y
Cette derniére équation donne un autre moyen d'obtenir la
valeur de K pour chacun des circuits de précipitation;

4- Variations de la teneur en ions chlore.

a- Principe :

La force ionique en cationsmonovalents dont nous
étudions par ailleurs l'influence sur la précipitation phytique,
est assurée par les chlorures de ces cations. Il nous a semblé
plus logique de doser l'ion chlore par une technique commune &
tous les catio%%etage de déterminer la concentration de chaque

cation par une technique particuliére.

Nous avons adapté les techniques de SKEGGS (T. 27)
d'une part et ZALL (T. 28) d'autre part, au dosage de l'ion
chlore dans le réactif précipitant.

En présence de thiocyanate de mercure l'ion chlore
déplace 1l'ion thiocyanique pour former le complexe Hg Cl2 soluble
mais non ionisé. L'ion thiocyanique 1libéré réagit en milieu
acide avec le fer ferrique pour donner une coloration rouge
violacée de thiocyanate ferrique (maximum d'abserption voisin
de 480 mu.) Cette coloration est fonction de la concentration
en ion chlore.

Hg (SCN), + 2017  ......0 Hg Cl, + 2 (SCN) ~
5 (SCN)" + Fe et ,i.oaoo L) o_\. Fe (SCI‘T)-;’
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Pour ajuster la sensibilité de la réaction aux concentrations
désirées, on ajoute au milieu une certaine quantité de nitrate
mercurique. Celui-ci plus avide d'ion chlore que le thiocyanate
de mercure réagit le premier et la coloration ne se produira
que pour des concentrations plus élevées.

b- Réactifs :

R. 23— Solution saturée de thiocyanate de mercure :

Dissoudre & chaud environ 20 grammes de thiocyanate
de mercure dans environ 5 litres d'eau distillée., Laisser
reposer 24 heures et filtrer,

R. 24~ Solution de nitrate ferrique :

- Nitrate ferrique (R.P) Ssr arsesseeete et st s 202 e
- -A-Cide l’li'bl‘ique (ROP> 68 0 0CN0IGLOOSEISLIIOETIOELIEANRIBRTISITRES 50 ml.
- Bau distillée sresssssrencsercsscsnsssscesJeSeDe 1000 m1.

R. 25~ Solution de nitrate mercurique :

-~ Nitrate mercurique (R.P.) seecccosvssscessscnce 6,5 g
bt Acide nitrique (RCP> ® 9 6 & ¢ B O 05V O OON SO 800G PO OVOGE 2 ml‘
band Eau distillée ® ¢ 90 0 8 ¢80 GO 0O 00 PE NS SO ..q.S.P 1000 ml’

R. 26~ Béactif d'usage :

~ Solution de thiocyanate de mercure (R. 23)... 900 ml.
~ Solution de nitrate ferrique (R. 24) ceeeeees 100 ml.
- Solution de nitrate mercurique (R. 26) Q.s.p sensibilité
désirée.
I1 est préférable de refaire souvent ce réactif a
partir des solutions méres,. qui elles, se conservent parfaitement.
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Avant chaque série,lajuster ce réactif par addition progressive
de solution de nitrate mercurique (R. 26)., Nous obtenons ce
régl-age de sensibilité avec un volume deé 1'ordre de 1 ml. + 0,5 mi.

Pour des raisons pratiques nous avons mis au point
cette technique de fagon & utiliser le méme circuit que celui
qul nous a servi pour le dosage de l'acide citrique (figure N° 8}
Le fonctionnement en est identique si ce n'est que les tubes
N° 6 et 7 introduisent le réactif d'usage (R. 26). Le passage

par le bain-marie & 95° est inutile. La lecture s'effectue &
480 mu avec une cuve de S mm.

§ IV, ~ CHROMATOGRAPHIE DES PROTEINESé

A, CHROMATOGRAPHIE SUR_GEL DE DEXTRANGE

O ST TR I e TS I IS S R e g s S o 8 4 4t o 2 £% T £t £ ey 2 o ey e £ £y o
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Le dextranetraité par 1l'épichlorhydrine en milieu
alcalin, donne la formation d'un systéme réticulé qui présente
les propriétés d'un tamis moléculaire (FOLDIN T. 29). Cette sube-
tance (Sephadex : M. 24) en wmilieu aqueux prend l'aspect d'un gel.
Selon la taille des mailles formées .par les ponts glycérylc
certaines molécules peuvent pénétrer & l'intérieur des billes
de Sephadex alors que d'autres, de volume plus important, resternt
dans le liquide environnant. On peut ainsi effectuer un véritabie
tamisage moléculaire.
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La poudre de Séphadex, mise en conbtact avec l'eau,
gonfle dans le mesure ou l'eau pénétre a l'intérieur des mailles.
Ce gonflement est fonction inverse du nombre de ponts glycéryle.
En effet une réticulstion trés importante s'oppose & la dilata-
tion des grains de Séphadex. A la limite un dextramepeu polymé~
risé donne une pseudosolution. On définit donc la réticulation
du Séphadex par le poids d'eau utilisé pour obtenir le gonfle-
ment maximum de dix grammes de poudre séche. Un Séphadex G. 25
(25 g. d'eau pour 10 g. de poudre séche) est trés finement réti-
culé alors que les mailles du Séphadex G 200 seront beaucoup
plus liches. On dispose commercialement de Séphadex G 25, G 50
G 75, G 100 et G 200.

Lorsque l'on met une poudre séche de Séphadex G 25
dans une solution de protéine, l'eau et les électrolytes de
faible poids moléculaire pénetrent & l'intérieur des grains qui
gonflent, Les protéines ayant un poids moléculaire plus impor-
tant, restent dans la solution. En séparant le Séphadex par
centrifugation ou par filtration, on obtient un liguide plus
concentré en protéines, mais ayant conservé une concentration
en électrolyte identique & celle de la solution initiale.

En chromatographie, le Séphadex permet de crééer deux
phases (ou zones de diffusion). La premiére est représentée par
la solution & l'intéricur des mailles de chaque grain du sup-
port et ne peut contenir que des molécules dont le volume est
inférieur & la taille des mailles. La seconde phase est consti-
tuée par le liquide interstitiel entre les grains du support, ot
1'on trouve en plus des électrolytes de faible poids moléculairc
la totalité des constitruants macro-moléculaires. On réalise
ainsi un nouveau type de chromatographie de partage dans laquelle
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la répartition des composés entre les deux phases n'est plus fonc
tion de la solubilité (comme c'ést le cas pour la chromatographie
sur papier), mais dépend uniquement de l'espace de diffusion des
molécules a séparer,

Avec une colonne de Séphadex G 25 de dimension suf-
fisante les électrolytes, ayant un espace de diffusion plus
important, sont suffisamment retardés pour &tre séparés des
protéines. pour lesquelles l'espace de diffusion est plus res-
treint. On peut ainsi obtenir une solution de protéines, privée
de sels minéraux, ou une solution de celles-ci dans un tampon.

Avec un Séphadex de réticulation plus lache (G 100
et G 200) les protéines de plus faible poids moléculaire peuvent
pénétrer 4 l'intérieur des grains du support. On obtient ainsi
un fractionnement partiel en fonction du poids moléculaire
{FOLDIN T. 30).

——— o — . v l —

Mettre le Séphadex dans un grand volume d'eau distil-
lée ou de solution tampon et le laisser gonfler pendant 24 heures
Décanter le liquide surnageant et remettre en suspension dans la
solution. Introduire cette suspension dans une colonne & chroma-
tographie munie d'un entonnoir & la partie supérieure et d'une
plaque de verre frittée, de porosité N° 2, & la partie inférieurc
Laisser décanter. Avec un agitateur metbre en suspension la
partie supérieure de la colonne de Séphadex pour l'obtenir
parfaitement horizontale., Fixer cette surface avec un disque
de polyurée, et laisser couler le liquide pendant quelques
heures.,



Pour la mise en route de la chromatographie, amener
le liquide surnageant au niveau de la surface supérieure de 1la

colonne. Déposer 1l'échantillon & l'aide d'une seringue munie d'ux

cathéter, le laisser pénétrer dans le Séphadex et rincer les
parois avec quelques millilitres de solution.

Dans la partie expérimentale nous avons utilisé tout
particuliérement la chromatographie sur Séphadex G 100 et G 200
en colonne de 50 cm. de hauteur et de 2 cm. de diamétre équili-
brée avec un tampon tris-hydroxyméthylamino-méthane (0,1 M)~
chlorure de sodium (1 M) pH 8,0 et développée avec ce méme
réactif. L'éluat est reciveilli par fraction de 5 ml. dans un
collecteur (M. 14, M. 34). On trace le chromatogramme par mesure
de la densité optique & 2 780 £ du contenu de chacun des tubes.

B. CHROMATOGRAPHIE SUR CARBOXYMETHYL CELLULOSE ,

P B e e e e e g Y]

Par action de l'acide chloro-acétique sur la cel-
lulose en milieu alcalin, on obtient la carboxyméthyl-cellulose
(PETERSON et SOBER T. 31), qui. se comporte comme un échangeur
de cations, tout en gardant 1l'inertie chimique et la porosité
de la cellulose.

i Technique

Nous utilisons la technique de BELKORAVAINY et
WINZLER, (T. 32) une colonne de carboxyméthylcellulose (M. 3)
de 50 cm de hauteur et de 2 cm de diamétre, thermostatée a

4°, Le chromatogramme est tracé au fur-et-a-mesure de 1'élution
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avec un lecteur automatique (M. 29). L'élution est discontinue
&5 l'on change de tampon lorsque 1'éluat n'absorbe plus la
lumiére & 2 537 K. On utilise ainsi successivement les tampons
suivants

- R. 27 Tampon acétate de sodium 0,015 M. pH 4,1
R. 28 Tampon acétate de sodiumm 0,025 M. pH 4,1
R. 29 Tampon acétate de sodium 0,05 M. pH 4,1

- R. 30 Tampon phosphate de sodium 0,05 M. pH 7,3
R, 31 Tampon phosphate de sodium 0,1 M. pH 7,3

En foncstion des enregistrements du chromatogramme
et d'un contrdle éventuel par lecture photométrique & 2 780 &
on divise 1l'éluat en un certain nombre de fractions. Les tubes
du collecteur correspondant & chaque fraction sont réunis, con-
centrés sur Séphadex G 25, dialysés et lyophilisés.

V. - ELECTROPHORESE DE ZONE.%

A~ ELECTROPHORESE SUR PAPIER A pH 8,6:

Nous opérons selon la technique de GRASSMANN et
HANNING (T. 33, T. 34 ) avec un matériel ELPHOR (M. 11) tampon
véronal sodique-acétate de sodium pH 8,6 - 0,1 M. -(R. 32)
sous une tension de 110 volts pendant 18 heures, sur des.papiers
SCHLEICHER et SCHULL N° 204% a Mgl de 20 mm de largeur (M. 23)
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R. 32~ Tampon véronal sodique-acétate de sodium pH 8,6 -0,1 M

~ Véronal S0diQUE «ssesecescccssssnsecnsns 29,4 g.
- Acétate de 50diUM cevervecersoensscconcs 19,4 g-
-~ Eau distillée seeseccecascesesssseadeSeD 3 1.

- Acide chlorhydrique normal sesescescescee 18 ml.

Ajuster & pH 8,6 + 0,1.

=4~y == b dumefromsgeme o Jha g g f e R = R Fe e gua g

Nous opérons avec le méme matériel et les mémes
conditions qu'au chapitre précédent, mais avec un tampon pH

3,9 (R. 33).

R. 33— Tampon volatis pH 3,9

- Pyx‘idine ¢ 6 8 0% GO 0600 0O B OO0 OSSO0 0 P CL S ‘ 30 ml"
- .A.Cid.e aCétique RQP. ® 80 &0 60 6oL OSSR SO O s 100 ml‘
- Eau distillée 9 0 ¥ 00 5 00 0800 s o .q. SOp 5 l‘

Ajuster a pH 3,9 + 0,1,

C- ELECTROPHORESE SUR GEL D'AMIDON -

e e e T St . A 2 F e Skt chr T Tt S i gy At (o S e St gty S TRy e gy St ey oy e
SmommEmmOommoOooXSIoEeERooTmaommoomaeEs

1. Principe ;

Le gel 4 'amidon par sa forte teneur en matiére
solide constitue un excellent support pour électrophorése de
zone -(MORETTI, T, 36). Les protéines soumises & 1l'électro-
phorése subissent en plus, une certaine filtration moléculaire
au travers des mailles relativement étroites du support. La
résolution est supérieure & celle obtenue avec tous les autres
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supports pour électrophorése de zone. De plus l'introducvion
de borate de sodium dans la composition des réactifs améliore
la séparation des protéines.(BISERTE, T. 37). Nous utilisons
les sybémes de tampons discontinus décrits par POULIK et
SMITHIES (T. 38).

2~ Réactifs :

R. 34— Tampon pour les bacs & électrodes :
Solution de borate de sodium 0,3 M.pH 8,2.

R. %35~ Tampon pour la préparation du gel d'amidon :

Solution de tris-hydroxyméthylamino-méthane
(0,076 M)-acide citrique (0,005 M) pH 8,7.

R. 26~ Amidon hydrolysé :

L'amidon de pomme de terre (M. 2) est hydrolysé
par llacide chlorhydrique & 3 p. 100 dans l'acétone pendant
un temps variable de 40 & 100 minutes suivant les lots et les

quantités d'amidon mises en oeuvre. Aprés lavage pour éliminer
les sels minéraux, l'amidon hydrolysé est deshydraté par l'acé-
tone et séché a 1'étuve 37°.

R, 37~ Gel d'amidon :

Agiter vigoureusement 70 g. d'amidon hydrolysé
(R. 36) dans 500 ml de tampon (R. 35). Chauffer la suspension
sur un bec Bunsen, elle se prend en masse puis se fluidifie

progressivement., Maintenir le chauffage Jjusqu'ad ébullition.



Dégazer sous vide & l'aide d'une trompe & eau et verser immé-
diatement dans la cuve de l'appareil. Mettre en place le
couvercle ce qui chasse l'excés de gel et assure une épaisseur
constante. En outre, ce couvercle posséde une empreinte qui
ménage dans le gel, huit godets de dépdts.

Laisser refroidir pendant trois heures.

5~ Technigue

Nous utilisons un appareil vertical, décrit pas
SMITHIES (T. 39) et BISERTE (T. 40) ; l'anode est reliée a la
partie inféreure. Le champs électrique entraine toutes les
protéines vers l'anode, mais le courant d'élect®~endosmose les
pousse vers la cathode. Ce dernier est contre-balancé par le =
courant de liquide résultant de la différence des niveaux entre
les deux bacs & .électlodes. Dans ces conditions toutes les
protéines, sauf les globulines gamma migrent vers la cathode.

Trois heures aprés la préparation du gel (R. 37)
déposer les produits & analyser dans les godets avec une micro-
pipette. Enduire le gel de vaseline pour éviter la dessication.
Garnir les bacs de la cuve & électrophorése avec le tampon R. 3.
Etablir les ponts de connection avec une . épaisseur de douze
bandes de papier pour chromatographie ,(M, 4- M23). Soumettre
pendant 16 heures & une tension de 6 volts par cm.

Pour révéler, couper le gel en deux tranches &
l'aide d'un fin fil métallique, colorer par le noir amido
12 BN (R. 42) et éliminer l'excés de colorant par lavage avec
la solution R. 43.
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Nous opérons avec un matériel L.K.B. pour 18 lames
(M. 27) et ELPHOR pour 12 lames (M. 11).

1- Réactifs :

R. 38~ Tampon véronal sodigue pH 8,2:

hand Véronal SOd.ique ® 0 0 0 00 20 P H PO O E VOO E e 8O NS 35,7 g‘
haad Eau distillée 0 20 8 O S0P OGP 00O e Q0O Y PSS S 5 15
- Acide chlorhydrique normal eececescsssse 60 ml.

Ajuster & pH 8,2 + 0,1,

R. 59~ Gel d'AGAROSE & 1,5 p. 100.

Dans un erlenmeyer de 2 litres, mettre 15 g.
d'Agarose (H. 1) Ajouter 50 ml d'eau distillée. Mélanger pour
incorporer dans 1'AGAROSE. Chauffer modérément. Lorsque la
masse est fluide verser 435 ml.d'eau distillée. Mélanger et
ajouter 500 ml de tampon pH 8,2 (R. 38). Porter & 1'ébullition
quelques instants, la masse devient transfluide. Agiter pour
homogénéiser. Répartir en flacons d'environ 100 ml et laisser
refroidir. Recouvrir de quelques millilitres de la solution
de merthiolate (R. 40).

Une partie de notre expérimentation a été effectuée
avec une gélose purifiée (M. 7). Les courants d'électroendosmoses
sont d'intensité variable selon les gels.

R. 40 ~ Solution de merthiolate :

- Solution d'acide éthylmercurithiosalicylique (M. 13) 1 a:
-Eau distillée ...'..‘.........‘...............'..... ’lo‘; 1..‘
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Les flacons contenant le gel d'AGAROSE gont
bouchés avec un morceau de PARAFIIM (M. 25) et conservés & 4°.

R. 41~ Pixateur :

-Alcoolé95o ® 9 08 20 S ¢ 50 0P OB SO R O SE LB E O LS 1 10
~ Acide acétique pur cristallisable ceeeseess 20 ml.

2~ Préparation des lames :

Fluidifier au bain~-marie 100° le contenu d'un fla-
con de gel d'Agarose (R. 39) aprés avoir éliminé la solution
de merthiolate. Avec une pipette & écoulement total de 10 ml,
préalablement chauffée, mesurer 3,3 ml de gel fluidifié sur une
lame de verre type mnicroscopie (75 x 25 mm). Opérer sur une
table parfaitement horizontale. Cette opération demande un
certain entrainement, Laisser refroidir et conserver en chambre
humide.

Découper des bandelettes de papier pour chromato-
graphie Whaﬁ@m N? 3 (M. 5) de 15 x 1 mm. Avec une petite pince
déposer le papier sur la lame d'Agarose & 2,5 cm du c8té qui
sera relié aq®6le négatif. Numéroter la lame avec une pointe
en carbure de tungsténe.

Avec une pipette Pasteur, déposer la solution de
protéine & étudier sur la bandelette de papier et laisser
1'Agarose absorber le liquide pendant environ 10 minutes. Si
la solution est trés diluée on peut effectuer plusieurs dépdts
successifs.
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4~ Electrophorése

Assurer les contacts avec des bandes de papier
SCHLEICHER et SCHULL N° 2043 (i, 23), Soumetbre & un poten-
tiel électrique dec 3 volts par centimétre pendant deux heures.
Immédiatement aprés, immerger les lames dans le fixateur (R. 41)
pendant 24 heures. Recouvrir d'une feuille de papier pour chro-
matographie et laisser sécher lentement pendant une nuit.

E. COLORATION DES ELECTROPHORESES

R e e Rt £

1- Révélation des protéinogrsmmes par_le noir amido 12 BN,

a- Réactifs ;

R. 42—~ Réactif colorant :

Alcool méthylique D A N I N N N A R N N R 900 ml.
‘- ACide aCétique (R.P.) S 00 & 50 8 008 G0 8P OO DOS S S ,loo mln
—~ Noir amido 12 BN [ReA.L) veeeesssseseccseseqeS.p saturatio

Laisser reposer plusieurs jours et filtter avant emploi.

R. 43~ Réactif de lavage :

- AlCOOl méthylique ® 8 0 000 0800 & 09 P SO O OGO v PO NN O 800 ml.
- ACide aCétique (R .P) 9 & 000 0 9 00 s Ae GOSN SIS B NDOIPOLE 200 ml-
- Eau distillée ¢S B8 6060 0P0 00 5P 00 0L FE LS GBI OLEL SRS /IOOO mla

b- Technique :
Aprés séchage quelques heures & l'air, mettre
les bandes de papier & 1l'étuve & 110°® environ 15 minutes.
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Immerger dans le réactif colorant (R. 42) environ 20 minutes.
Laver par plusieurs bains successifs de réactif de lavage (R. 43)
Divers dispositifs automatiques facilient cette opération
(GIRARD T 41, T 42, T 43) ( DEVRON T 44, AGNERAY T 45). Lorsque
le fond du papier est parfaitement blanc, essorer et sécher.

Si nécessaire 1'évaluation quantitative est effectuée aprés
élution de chaque zone colorée par un réactif alcalin et mesure
de la densité optique & 625 mu de la solution colorée obtenue
(AGNERAY T, 46, T. 47 ~ TFLEURY T. 48). Cette méthode pré-
sente l'inconvénient de détruire la bande de papier. Si 1l'on
désire conserver un document expérimental, il faut, soit ef-
fectuer l'expérience sur plusieurs bandes de papier (ce qui
généralement est facilement réalisable ) soit opérer par une
des techniques de photométrie directe.

. S o - G g vy S v T

a~ Réactifs :

R. 44 -~ Réactif colorant :

- Vert de Lissamine (MICHROME) seeeevecscsosccscnsasns 15 g.
—Eau distillée O 9 &9 %0 0O 0O P S S S sSSP LTS PO SO SN e D 900 mlf‘
- Acide acétique (cristallisable) seeeseccescceseas 100 ml.

R. 45 ~ Réactif décolorant :

- Acide acétique (pur cristallisable) seeeesesessss 200 ml.
—Eau distillée S 8 G % 8¢ 0 000 TS SO O IE DPOLUS O OO O OP LS OGS 800 ml'ﬂ
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b~ Technique :
Fixer les papiers & 1l'étuve & 110° pendant 15 minutes. Colorer
par immersion dans le réactif colorant (R. 44) pendant 5 minutecs.
Laver par plusieurs trempages dans le réactif décolorant (R. 45)
Jusqu'd décoloration compléte des fonds. Essorer et sécher.

3~ Colorationdes glycoprotéinogrammes par l'acide pério-

dique *-: réactif de SCHIFF (P.A.S).

a- Principe :

Aprés oxydation périodique des polyosides on révéle
les fonctions aldéhydes formées, par la fuchsine bisulfitée. Nous
usilisons la méthode de MAC MANUS (T. 49 - T, 50) modifiée par
LAURELL et SKOOG (T. 51) selon la technique décrite par BISERTE
(T. 52) MONTREUIL (T. 53) et HAVEZ (T. 54). PERCHERON et PAQUIL
ont récemment étudié les modalités de cette technique -(T. 55
et T, 56).

b~ Réactifs :

R. 46~ Solution d'acie périodique :

~ Paraperiodate trisodique (ReP) ceecesssssesascenes 9,2 o
—Acide sulfurique NOrmal cccecesssesasssccessconssscs O4 mi.
~ Bau distillée cusessnce eosecscssascsscsccansvscees DO ml.
— Acétate de 50dium M/5 eeceencccsnsccaconscssesanene 75 mi.
= A1co0l & 95° secesecccrcesevssvessssavesacseasssces D00 ml.

Filtrer avant usage sur un papier pour chromatographie.
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R. 47~ Solution réductrice:

Todure de potassium (ReP) veverseccsscnsvecess 20 g-
Hyposulfite de sodium (R.P) seeteccccscssceess 20 g
Eau distillé€ eeeeoseccosssscsvescsassssescassse 4H00 mle.
Alco0l 3 957 ceveesssseavssesersssessssescasss 150 ml.
~ Acide chlorhydrique (ReP) eceeseesscsovecesessse 10 ml,

Mélanger, laisser reposer une heure, filtrer avant usage sur un
papier pour chromatographie.

R. 48~ Réactif de SCHIFF : Formule de KRAMM et KOLB (T. 57)
et HOTCHKISS (T. 58).

Digsoudre 4,5 g. de fuchsine basique (R.A.L) dans
1 500 nl d'eau distillée. Ajouter 9,6 g. de métabisulfite de
potassium. Laisser reposer une dizaine de minutes. Ajouter
40 nl d'acide sulfurique 6 N. Mélanger, boucher et laisser
reposer Jjusqu'au lendemain. Décolorer par agitation avec 3 g.
de Noir Norit. Filtrer rapidement sur une double feuille de
papier Whatman N° 1 (M. 4)-

Sur une prise d'essai de 10 ml.titrer 1'anhydride
sulfureux libre avec de 1ll'iode N/10. Le réactif de SCHIFF
doit titrer 10 & 12 millimoles de 802/100 ml. Si nécessaire
ajuster le réactif.

Ce réactif se conserve assez bien & 1l'obscurité a 4
I1 peut servir plusieurs fois & condition de réajuster son titre
en anhydride sulfureux avant chaque emploi.

R. 49- Eau sulfitée : (faire extemporanément & l'éprouvette gradués

- Métg%ulfite de PotasSSiuUm eseesssessosecosscovssss 4 g.
-Eau distillée ® 0 8 ¢ 0 060 960 6008 00 00 Y IPT S EOSE NS S 1 l'
-~ Acide Chlcrhydrique (R-P) s esssu0ees s 0t s RB e e 10 ml.




c-~ Technique :

Fixer les électrophoréses sur papier par l'alcool
absolu. Les lames d'agarose sont fixées par le réactif (R. 41)
avant séchage. Traiter par l'acide périodique (R. 46) exactement
2 minutes pour les papiers et 5 minutes pour les lames d'agarosc.
Laver a l'alcool & 70°, Décolorer complétement dans la solution
réductrice (R. 47). Laver & l'alcool & 70°. Tremper exactement
15 minutes dans le réactif de SCHIFF (R. 48). Rincer trois
fois cing minutes avec l'eau sulfitée (R. 49). Fixer et deshy-
drater cing minutes dans l'alcool absolu. Essorer entre deux
feuilles de papier Whatman N° 1,

% VI. - ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN VEINE LIQUIDE,

e e oy iy gy fomy Yy s v mim T e S ) e oy gy et o e £ g 2 2 W e g
S oSN oI I S I I SN s e TR o s Y e

Entre deux plaqgues de verre on réalise une chambre
de faible épaisseur, contenant une solution tampon. Par intro-
duction réguliére de réactif a la partie supérieure, on créé
un flux constant de liquide. Si & cette extrémité on introduit
réguliérement en un point, une solution de protéines, celles-ci
sont entrafnées par le déplacement de liquide. Si on établit
un champs électrique continu perpendiculairement & ce déplacemen’,
les protéines vont se séparer en fonction de leur mobilité électr«
phorétique. On régle les conditions opératoires (pH, force io-
nique, nature du btampon, etc..) de fagon & ce que les diffé-
rentes protéines, aprés passage au travers de la chambre se
répartissent sur toute la largeur du front de déplacement. Au bes
de l'appareil, le flux de liquide est compartimenté en 48 fraction
de largeur égale, qui sont recueillies séparément.
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Nous avons utilisés un appareil Vap. Elphor M. 12)
pour électrophorése continue en veine liquide avec les condi-
tions opératoires suivantes (HANNIG T. 59).

-~ 2 300 a 2 400 volts - 160 mA.

température thermostatée & 5% + 1,

- vitesse du flux de liquide : 110 ml/H.

-~ introduction dans la cuve de 2 ml/H. de solution & étu-~

dier contenant environ 25 mg/ml. de protéine.
-~ la chambre de séparation est alimentée avec le tampon.R. 47

R. 49~ Tampon tris-hydroxymethylamino-méthane (0,008 M)-acide
citriqae (0,008 M) & pH 8,6

- Tris-hydroxyméthylamino-méthane .eveseesesscee s 48,5 go
- Solution d'acide citrique 2 M ceeeesreescseccae 19 ml.
—Eau distillée ® 8 6 8 80 06 50 B 0 0P H TP DS SO OGS @ OP St OO 5000 ml.

LY

Ajuster & pH 8,6.

Les compartiments des électrodes sont remplis avec la solution
tampon R. 50.

R. 50~ Tampon wour le compartiment électrodes :

- TriS"'h:yQTOX}rméthYlaminO-méthaIle ses 0 0cs 00 0000 145,5 o
- Soluticn d'acide citrique 2 Miseesssscsosesesoe 64 ml.
Eau distillée ® 08 @ 4" 25 0 0O0OCO DO SO S B OE PSSO P eSS 08 OO 51’

Pour tracer le diagramme du protéinogramme on mesure
la densité optique & 2 780 X de chacun des 48 tubes. Pour
mettre en évidence 1'hétérogénéité des différentes fractions
nous dosons par t.chnique chimique les protéines, les oses
combinés et le tryptophanne.
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B. DOSAGE DES PROTEINES PAR LA METHODE DE LOWRY

X T TR T R T £ S T g B R S s Cermrmeme 2% e 0 et e T Y it 5w ey g e e
pog= o o Sttt T ==t 11 LRI EI AT s o en a ey

a- Principe :

La solution de protéine est dosée & la fois pour son
pouvoir biurétogéne (sulfate de cuivre en milieu alcalin et
par le pouvoir réducteur des restes tyrosine et tryptobhanne
sur le réactif phosphotungstomolybdique de FOLIN et CIUCALTEU
(T. 60) selon une application & l'autoanalyseur (M. 33) de la
méthode de LOWRY (T. 61), d'aprés la technique de BISERTE et Coll.
(T, 62) MANDL. (T, 63),.

b~ Réactifs :

R. 51~ Soluticn de sulfate de cuivre:’

- Sulfate de cuivre 5 H2 0 (R.P) S0 000 00000 0800 co8 1 e
- Tartrate double de sodium et PotaSSiUM eseeesseess 2 L.
- Hau distillée Sesesssssesessssssreres verseesJeSeD, 1 1.

R. 52- Tampon alcalin:

w-— Bicax‘bonate de Sodium ® 00 020 0000 68 6928 S S0 TB OO OSS 84 gu
- F‘au. distillée 650 00000 000 00t S0 SIBLIERLILELE S GO R 500 ml.

Digsoudre & l'aide d'un agitateur magnétique.
D'autre part, dissoudre 45 g. de pastilles de soude (REj dans
environ 300 ml.d'eau distillee. Aprés refroidissement mélanger
les deux solutions et compléter & 1 litre avec de l1l'eau distillée.

R. 53~ Réactif de FOLIN et TOCALTEU (T. 64).

Dans un ballon de deux litres mmni d'un réfrigérant
a reflux introduire successivement :
- Tungstate de SOQiUM ceeesessrcssssssesasenoasses 100 g.
—- Molybdate de SOJiUM eesesocerssscssccssncesscsees 25 g.
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- Eau distillée S S B8 AP D S0 CECESBTEP S PO G SO0 BSOS 700 ml«
ACide phosphorique é 85 % 60 080 00 00 009000080000 50 mlv
hd ACide Chlorhydrique RP Sse 0200000 2P 00BN B O OYS 100 mla

Porter a 1l'ébullition 10 heures, laisser refroidir et ajouter

Sulfate de lithium 500 6000600 cess s 00E0 0080 R q50 e
- Eau dis-billée “ ® 03 ¢ & 40 20 ¢ 2O SO PSP PSS OO0 P EE S OO 50 ml‘
- Brome .-...-....................quelques gouttes.

Agiter quelques minutes et porter & ébullition
environ un quart d'heure pour éliminer l'excés d¢ brome. Laissecr
refroidir. Compléter & 1 1. avec de lleau distillée et filtrer
Conserver en flacons bouchés a l'abri de la lumiére. Le réaetif
au moment de l'emploi doit &tre jaune et non vert, la coloraticnr
verte étant un signe de réduction.

R, 54~ Dijution du réactif de FOLIN CIOCALTEU:

- Réaotif Ru 53 68 €9 00O 09 05 0C S0 0 00 0G0 DIERGESBENES 1 VOl-
L Eau diStillée @8 9 004 T W A00REES0300 856 A0 SR QONS B 5 Vols

ey ey o o e e oW ey e
o fac a1

La figure n° 9 montre que la prise d'essai (tube
N° 1 :orange) est mélangée au sulfate de cuivre (R. 51 : tube
N° 2 : rouge) et au tampon alcalin (R. 52, tube N° 4 : violet
et orange). On entrecoupe de bulles d'air (tube N° 3 : rouge) e~
on agite. Apreés addition du réactif de FOLIN et CIOCALTEU
(R. 54, tube N° 5 : rouge) on passe par plusieurs bobines mé-
langeuses et on enregistre la coloration &4 660 myu. avec une
cuve de © mm.
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des protéines par la méthode de LOWRY.

Circuit d'analyse automatique pour 1le de

(Chapitre VI. B.c)




C- DOSAGE DES OSES REDUCTEURS LIBERES PAR HYDROLYSE:
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a- Principe :

Le chauffage en milieu acide d'une solution de
glycoprotéine entraine une rupture plus ou moins accentuée
des liaisons osidiques. Les oses libérés dans ce milieu acide,
se furfuralisent. Les dérivés du furfural obtenus sont diffé-—
rents selon qu'il s'agit d'un pentose, d'un methylpentose ou
d'un hexose. Ils se condensent & des vitesses variables avec
divers phénols comme l'orcinol. L'étalonnage doit de préférense
étre effectué avec un mélange de sucres dans des proportions
analogues & celle qui se trouve dans la glycoprotéine étudiéde
(MONTREUIL T. 65). Lorsque l'on étudie des mélanges de glyco-
protéines on étalonne la réaction colorée avec des solutions
d'hexoses ce qui donne des mesures semi-quantitatives, suffi-
santes pour le tracé d'un glycoprotéinogramme.

Nous utilisons la méthode de TILIMANS et PHILIPPI (7 ¢

modifiée par RIMINGTON (T 67 - T 68) selon une adap tation &
l'analyse automatique (DAUTREVAUX, T 69).

b~ Réactif:

R. 55~ Solution sulfurique d'orcinol :

—orCin01 9 & 000 00 00 9004856 000 66 4500 086 050808008800 1,6 gi:
- Solution normale d'acide sUlfUTiQUE «eesesosss 100 ml.
e ACide Sulfu.rique 80 p‘ 100 (V/V) LI A N N 'l.‘g‘S.p- /I l:"

c—~ Technigue :

Comme on le voit figure N° 10, la prise d'essai
’ b
(tube N° 1 ; noir) est diluée par 1'isopropanol, aspirée pour
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compléter le débit du tube N° 2 : orange. Le mélange est

injecté dans un flux de réactif R. 55 (ubes N° 3 et 5 : 'aciflex”
diamétre : 1,8 mm) entrecoupé de bulles d'air (tube N° 4 : orange,
On mélange par passage dans une bobine et on régularise 1'échauf-
fement par une circulation d'eau. Aprés incubation dans un bain-
marie & 807, on enregistre la coloration a 520 mu.

D~ DOSAGE DU_TRYPTOPHANNE COUBINE:
a—- Principe

Comme tous les dérivés de 1l'indole, le tryptophanne
donne une combinaison colorée avec le réactif A'ERLICH. Nous
utilisons la technique de SPIES et CHAMBERS (T. 70) adaptée
4 l'analyse automatique (DAUTREVAUX T. 71). On étalonne avec
des solutions de tryptophanne.

b

Réactifs

R, 56= Réactif 4A'ERLICH

- p.diméthylamino-0enzaldéhyde .se ceseeecacssceae 3g.
- acide sulfurique 60 p. 100 (V/V) eveeseevososas 1 1.

R. 57~ Nitrite de sodium & 0,04 g p. 100.

c- Teechnigue :

La prise d'essai (tube N° 1 : noir) entrecoupée
de bulles dlair (tube N° 2 ; noir) est mélangée avec le réactif
R. 56 (tube N° 3 : jaune). On agite dans une bobine réfrigéréeé

par une circulation d'eau et on laisse incuber la réaction a

20°, %nbintroduit le réactif R. 57 (tube N° 4 : noir) on passe
obines

par des mélangeuses et on effectue la lecture colorimétrique a

660 mu avec une cuve de & mm. (voir figure N° 11)




- m
\ Q. 1 ; e gDISTRIBUTEU E{
0 2 .

. 0 4
P " |
} i
D § \
_n,,..‘.,.»,,{ %‘; : hY Q

5 e

F

L
P POMPE
by
§ f51
o
L CA—— {B.M 80° |
i

COLORIMETRE

i

—neod ENREGISTREUR |

520 uU,

!

! {
‘5505
Lige /

Figure N° 10 : Circuit pour le dosage automatique des oses

réducteurs 1libérés par hydrolyse.

(Chapitre VI C. c¢)
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VII. - IMMUNOCHIMIE DES PROTEINES.

[ e ——

A~ IMMUNOELECTROPHORESE :

1. Principe

On effectue une électrophorése sur gel dlagar a
pH 8,2. Aprés séparation électrophorétique on dispose dans une
rigole parallele au sens de déplacement wun sérum d'un animal
(cheval ou lapin) immunisé contre les protéines & étudier. Les
protéines séparées par électrophorése et les anticorps apportés

par les immunserums diffusent 1l'un vers l'autre créant un
gradient de concentration. Lorsqu'en un lieu donné le titre

en antigéne est équivalent & celui des anticorps, il se.pro-
duit une précipitation du complexe antigéne-anticorps, qui
s'insolubilise dans le sein du gel d'agar. Les protéines non
précipitées sont facilement lavées par une solution isotonique
de chlorure de sodium. Les arcs de précipitation somnt colorés
par le noir amido 12 BN (GRABAR, T. 72), (SCHEIDEGGER, T. 73)
(HIRSCHEFELD, T. 74).

2. geohniggg :

Les lames d'agarose sont préparées comme pour lélec-~
trophorése de zone en gel d'agar '(Chapitre V. D) Avec un
emporte piéce spéecial (L.K.B M. 28) on découpe dans le gel
une rigole centrale de 3 mm de large sur 65 mm de long. De
part et d'autre de cette rigole, & 7 mm.de celle-ci et & 25 mm.
du cété de la lame reliée au pble négatif on creuse avec un
trocart un trou cylindrique de 2 mm de diamétre.
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Le pble positif étant placé a gauche on dispose
dans le trou supérieur une solution de protéine & étudier. Le tren:
inférieur est destiné a recevoir une solution de référence,
le plus généralemeni un sérum humain normal.

On pratique 1l'électrophorése comme au chapitre V. D,
et immédiatement aprés cette séparation on remplit la rigole
centrale avec un immunsérum. On laisse diffuser 48 heures en
chambre humide et tremper 24 heures dans une solution de chlo-
rure de sodium & 9 g./1. On dépose sur les lames un morceau de
papier pour chromatographie et on laisse sécher une nuit.

Nous utilisons comme immunsérums les sérums équins
N° 223 et 306 antiprotéines sériques humaines de 1'Institut
Pasteur (M. 39). Pour un travail de routine le mélange & partie
égale des sérums N° 223 et 306 donne de bons résultats. Pour
une autre partie de notre expérimentation nous avons utilisé
des immunséruns de lapin anti-extrait phytique préparés selon
la technique que nous décrivons au chepitre VII. E.

3~ Coloration =

- e e Sy e — -

R. 58~ Réactif colorant

~ Noir amido 12 BN teeescesscsesvnacosvsasccsssne 1¢g.
~ Alcool méthyliquUe evecssessessacscassccnnssase 400 ml.
~ Acide acétique (RiP) cvevesecccsscsncescsssss 100 ml-
~ Bau distillée sieeceeccecescscaccnnsaseaQeSe]e 1 1.

Placer les lames dans une boite a coloration en matiére plas-
tique (boites puur 20 lames : M. 26). Colorer quelques minutes
avec le réactif (R. 58). Rincer & plusieurs reprises avec le
réactif (R. 43). Laisser dans le dernier bain quelques heures,
Essorer entre deux feuilles de papier filtre et laisser sécher
a l'air.
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En général le fond des lames est encore fortement
coloré ce qui rend l'interprétation des lames assez difficile.
Pour obtenir des fonds de lames parfaitement incolores , trem-
per quelques minutes dans le tampon pH 8,2 (R. 38) en agitant
et en surveillant constamment la décoloration..lorsque l'as-
pect de la lame est satisfaisant, fixer environ cing minutes
dans 1l'acide acétique pur cristallisable et laisser sécher i
l'air.

Dans certains cas particuliers, nous avons opéré
avec un seul trou pour le dépbét de la solution de protéine au
milieu de la lame avec une rigole & 7 mm de part et d'autre.
Cette disposition est surtout intéressante pour comparer l'ac-
tion de deux immunsérums différents sur un méme mélange de
protéines.

— o S o

On dispose de part et d'autre d'une rigole conte-
nant un immunsérum plusieurs solutions de protéines. La dif-’
fusion se produit comme pour 1l'immunoélectrophorése, il se
forme autour de chaque dépdt une série d'arcs de précipitation.

a- 51 deux arcs correspondants & deux dép8ts voisins se
rejoignent pour former un seul arc de forme sinusoidale on'’
peut conclure que dans les deux solutions étudiédes il

¥ 4. un constituant antigénique commun.

b- Si un arc d'un mélange coupe les arcs de précipitation du
mélange voisin, on peut conclure que la protéine correspon-
dant & ce premier arc, ne figure pas dans la composition
du second mélange.
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Pour faciliter 1l'interprétation il faut limiter
le nombre de protéines entrant dans la composition de chaque
solution & étudier. Les conditions de diffusion sont fixées
en fonction de la concentration en protéine et de 1l'efficacité
des immunsérums. Nous avons étudié plusievrs types de schémas.

1~ sur une lame pour microscopie (25 x 75 mm) garnie
d'agarose on découpe une rigole centrale de 3 x 65 mm comme
pour l'immunoélectrophorése. De part et d'autre & 7 mm de cette
rigole on creuse avec un trocart une série de 5 trous de 2 mm.
de diamétre. Sur la rangée supérieure les trous sont espacés
de 12 mm, sur la rangée inférieure les écarts entre deux
trous sont de 16 mm.

2- sur uae lame de verre de 90 x 12 mm.on coule 18 ml.
de gel dlagarose (R. 39). Paralléles au c¢8té de 90 mm. on
découpe 3 rigoles de 3 mm.de largeur écartées entre elles de
23 mm. Les deux rigoles extrémes se trouvent & 24 mm.des bords.
On peut ainsi creuser 4 rangées de 5 trous de 2 ou 4 mm. de
diameétre é&loignées d'environ 16 mm.d'une ou deux rigoles. L'é-
cart entre deux trous voisins est choisi cntre 12 et 16 mm.en
fonction des résultats des essals préliminaires. Ce dispositif
présente l'avantage de pouvoir étudier suvr un seul dépdt
l'action de deux immunsérums différents.

On traite les lames exactement comme pour la révé-
lation des immunoélectrophoréses (chapitre VII. A).
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C- DIFFUSION CONTROLATERALE d'une solution antigénique & iden-
tifier : technique 4'OSSERMAN (T. 76)-

[mmS I o et s s e N ===

On pratique 1l'électrophorése sur gélose d'un mélange
de protéine sur une lame d'agarose munie de deux rigoles laté-
rales & 7 mm de part et d'autre du point de départ. Une des ri-
goles re¢oit un immunsérum convenable qui fournit une série
d'arcs classiques de l'immunoélectrophorése. Dans 1l'autre gout-
tiére on dispose une solution de protéinesprovoquant la dif-
fusion d'une série d'antigéne$selon un front paralléle & celui .
du front de diffusion des anticorps de 1l!'immunsérum. A équiva-
lence de titre il se produira une ligne de précipitation sur
toute la longueur de la lame. Si une protéine du mélange déposé
dans la gouttiére est identique & un constituant du mélange
soumis & l'électrophorése cette ligne de précipitation se
raccorde avec l'arc correspondant de 1l'immunoélectrophorése.

Cette technique permet l'identification de certaines
protéines avec celles contenues dans les solutions de référence.

E_DE_PROTEINES_CONNUES.

ety ]
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D- EPUISEMENT D' IMMUNSERUM_P

Si 1'on met en contact une protéine ou un mélange
de protéines avec un immunsérum, il se produit une précipitation
du complexe antigéne -~ anticorps. Aprés repos une heure & 37°
on centrifuge. L'immunsérum obtenu est privé des anticorps cor-
respondants aux protéines utilisées pour le saturer. La dif-
ficulté réside dans la détermination du poids de protéines
nécessaire pour saturer les anticorps d'un sérum. Tout excés
de 1'un ou de l'autre des antagonistes provoque une redis-
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solution du complexe antigéne -anticorps.

Le sérum du sang du osrdon ombilical ne contient
pas de gamma A,de gamma M,de lipoprotéine, d'haptoglobine, ni
de céruloplasmine. Aprés saturation d'un immunserum par les.pro-
téines du sérum du cordon on obtient un réactif ne contenant
plus que les anticorps correspondants & ces protéines.

B~ IMMUNISATION D'UN LAPIN CONTRE UN MELANGE DE PROTEINES:

e IS e e e oy

1- Principe :

a un lapin
On injecte par voie intra-péritonéale une solution

de la préparation de protéines - - . . On stimule la fabri-
cation d'anticorps par le lapin & l'aide d'un traitement par le
zymosan (HAVEZ T. 77) (NEUHAUS, T. 78).

2—- Réactifs :

— ey wve us . S Sat

R. 59- Solution de zymosan

Zymosan (lvj.'. 42) ® 0 0 & 000 00 000 00O P SOE OSSP TSOE 70 mg‘
Solution de chlorure de sodium 9 g/l .eeves 20 ml.

Porter 10 minutes au bain-marie bouillant, laisser sédimenter
Conserver a 4°.

R. 60- Antigéne de Freund:

huile de vaseline sseeeccescsesesnsessse soo 5 parties
1anoline cececessssscsaresesscsscesossaccsas 1 partie-
tampon de MICHAELIS physiologique pH 7. . 4 partics
B.C.G tué a 1'étuve 100° 24 H. 1 mg/ml.de liquide,
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Dissoudre un peu de monooléate de glycérol dans l'huile de
vaseline, poser l'huile sur la phase aqueuse. Mélanger a la
seringue ; 1'émulsion est de bonne qualité si une goutte
tombant dans une éprouvette d'eau donne une sphere.

A la fin de notre expérimentation nous avons aussi
utilisé une préparation commerciale (antigéne de FREUND complet
M. 6) qui nous a donné toute satisfaction.

5= Technique :

On choisit de préférence un lapin mfle assez jeune
(environ 1 kg 500) que 1l'on soumet a un régime riche en légumes
verts. On lui fait la série d'injections selon le programme
suivant :

- 1er, 2&me et 3&me jours : injection intraveineuse de
3 ml de R. 59..

- 81 1'on ne désire pas commencer immédiatement 1'immuni-
sation on entretient la rédactivité du lapin avec une injection
intra-péritonéale hebdomadaire de 3 ml.de solution R. 59.

-~ dans le cas contraire le 13&éme et le 14éme jour
injection intra-péritonéale du mélange :

solution Ro 59 66 v 00 0 S0 O 00NREE SO PO OGSO 0,2 ml.
antlgéne 9 00ss sP et 000 0ss 0 0O RCER OO 20 me
SOluté de Na Clé9g/l seceseves st e 1 ml.

-~ le 15éme et le 16éme jour : injection intrapéritonéale
du mélange :
solution Re 59 sieesecsssscssssescesssns 0,4 ml,
ANtIiEENE ceevsoevsesassssssssscssssssse 40 mg.
soluté de Na Cl 9 g/1 eeecesssceesssess 2 ml.
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~ Le 20éme Jjour : injection intrapéritonéale du mélange :

antigéne S8 590 0 086859 690000 90 P S0 S0 00 S8 e O 100 mg‘
soluté de Na Cl & 9 8/1 ceevesvoasssces 1 ml.
antigéne de FREUND (R. 60) seeeesssses 1 ml.

~ Le 50éme et le 75éme jour : injection intra-péritonéale
du mélange
BNtIiZENE cveovescssesscnsnsnesnsssssse 40 & 100 mg.
soluté de Na Cl & 9 8/l ceevevecsssans 1 ml.

~ A partir du 3%0éme Jjour, prélever quelques millilitres
de sang, centrifuger et tester en utilisant le sérum pour révé-
ler une ou plusieurs immunoélectrophoréses. Bn général les
immunserums sont utilisables a partir du 50&me jour. Quand
l'activité du sérum est satisfaisante, saigner le lapin, laisser
décanter le sang hépariné, prélever le plasma en évitant 1l'hé-
molyse et le lyophiliser.

|
% VIII. - FRACTIONNEMENT D'UN MELANGE DE PROTEINES PAR

RELARGAGE AU SULFATE D!AMMONIULL.

A. PRINCIPE :

2 o sy vy o g
mmmmommEmIee

La solubilité d'une protéine est, entre autre,
fonction de la force ionique. L'expression quantitative a été
établie par COHN (T. 79) et étudiée par IERRIEN (T. 8}

(I)  log -2—- = 27, 2, --u2X_ _ xeu

So
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S et So = golubilité de la protéine,
Z,l et 22 = la valence des ions.

» = la force ionique.

b = constante.

KS = constante de relargage.

Cette équation (I) rend compte de 1l'action dualiste
des sels neutres, lesquels & faible concentration déterminent 1la
solubilisation des protéines (premier terme du second membre)
et & forte concentration provoquent leur relargage (second
terme du second membre).

Dans le cas des fortes concentrations :

21 Z -9123{;3-— = constante = K
1+ bvn
On peut écrire
(2) log 8 =1logS +K - X u
0 S/‘
= & -
(3) logS—lj, KS/U'

Si les concentrations au lieu d'étre rapportée:d 1 000 g.
d'eau solvante le sont & 1 000 ml de solution, 1l'équation (3)
prend la forme usuelle suivante :

(4) log 8 = & - -k T/,

Par ailleurs la solubilité d'une protéine est fonc-
tion du pH et il faudra donc contrbler ce facteur. La solubilité
des sels neutres étant fonction de la température, il faut la
définir et surtout éviter toutes variations importantes de
celle~ci pendant le fractionnement. Nous avons pratiqué tous
nos relargages a la température du laboratoire.
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Afin de limiter les phénoménes de coprécipitation,
il est préférable de ne pas opérer le fractionnement sur une
solution trop concentrée. Pratiquement on dilue le sérum au
demi de fagon & obtenir une concentration inférieure & 35 g/l.
Pour ajuster la concentration en sulfate d'ammonium au pour-
centage de saturation désirée, on peut choisir entre deux

méthodes : -

1~ Ajuster la concentration en sulfate d'ammonium ; par
addition d'un volume calculé de solution saturée de ce sel.

R. 61~ Solution saturée de sulfate d'ammonium :

- Sulfate d.'ammonium RoP ® 0o 90 00 86 00890 880 2 500 g
- Eau distillée 00 e e 0008 0OOOCEEOGIECEI SR BOEEOEOROTOGE 3 1.

Laisser en contact une journée en agitant périodiquement.
Laisser reposer pendant une nuit. Le lendemain placer sous
agitation magnétique pendant plusieurs heures. Filtrer avant
usage. Conserver a température constante.

Calcul du volume de réactif nécessaire :

Mesurer le volume de la solution & traiter. Ajouter
le volume de réactif R. 61 déterminée par la formule suivante :

100 (So =8 4) _

Y = —28oa22 T2
1 - S2
S q ¢ concentration de départ exprimée en pourcentage
de la saturation
S 5> = concentration & obtenir.
Y = nombre de ml de solution saturée (R. 60) a ajouter

a 100 ml de solution de concentration S q pour obtenir (100 + Y)
de solution de concentration 82.
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Cette technique est trés pratique pour les concen-
trations inférieures & 50 p. 100 de la saturation. Au-~deld de
50 p. 100 on utilise la deuxiéme méthode.

2~ Ajuster la concentration en sulfate d'ammonium par

addition d'un poids calculé de sulfate d'ammonium

cristallisé.

~ Si G = nombre de grammes de sulfate d'ammonium dans un litre
de solution saturée (& 20° G = 536,34’

V = volume apparent spécifique de sulfate d'ammonium dans
une solution saturée (& 20° V = 0,5414).

X = nombre de grammes de sulfate d'ammonium R.P & ajouter
& 100 ml- de solution de concentration S, pour obtenir
une solution de concentration SZ‘

x = 2236 (8% =51
1. VG 82

1 000

si 1l'on opére & 20° la formule devient.

I~ (0,29 82)

3~ Méthode utilisée :

- serum ou plama humain 000 0008800000 1 VOlo

- soluté de chlorure de sodium 9 g/1. . 1 vol.
100
Amener & 33 p.saturation par addition d'un volume

nécessaire de sulfate d'ammonium (R. 60). Ajuster le pH & 6
avec de l'ammoniaque © N ou de l'acide sulfurique 6 N, Agiter
Laisser reposer quelgues heures. Le précipité sédimente et

laisse un surnageant limpide. Centrifuger a température cons-
tante.
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a~- Le précipité est immédiatement redissout dans un volume
suffisant de soluté de chlorure de sodium 4 9 g/l1. La solu-
tion obtenue est didysée contre eau courante pendant plusieurs
jours dans un boudia de cellophane (M. 41). On concentre comme
nous l'avons décrit par ailleurs (chapitre I. C 4). Les euglo-
bulines précipitent lors de la dialyse. Il est souvent plus
intéressant de les séparer par centrifugation & 4° et de
redissoudre cette sous-fraction dans un soluté de chlorure de
sodium & 9 g/1).

b- Le surnageant est amené 4 la concentration désirée en sul-
fate d'ammonium et au pH choisi pour la précipitation suivante.

Chaque fractio.. ainsi obtenue est définie par ses
conditions de précipitation et par celles de la fraction précé-
dente; par exemple : fraction précipitée par le sulfate d'ammoniuum
entre X M. pH A et Y i.pH B. Nous reproduisons tableau N° XII.
de la partie expérimentale les zones de relargage actuellement
admises pour les glycoprotéines du sérum.

% IX, - PREPARATION DE L'EXTRAIT PERCHLORIQUE DU SERUM SANGUA

Afin de pouvoir comparer la composition des extraits
perchloriques et phytiques nous avons préparé des extraits per-
chloriques 0,2 N selon les techniques de de VAUX SAINT-CYR et
GRABAR (T. 81) et de SCHULTZE, HEIDE et HAUPT (T. 82).

Technique : Dans un récipient convenable mélanger :

- Sérum humain 8 @8 0 060 6 00 46O PO OO BS O OSSOSO /| OO ml -
- soluté de chlorure de sodium & 9 g/1 .... 200 ml.
- Eau distillée @9 6 60 50002000 PSOOISIESETT OIS OEEDS 800 ml .

- acide perchlorique 0,75 N civessescccasss 400 ml.



Tous les réactifs sont amenés préalablement & une
température de 4°. On centrifuge le plus rapidement possible avsc
une centrifugeuse réfrigérée & 4° et on neutralise immédiatement
le liquide surnageant. On pratique successivement la dialyse,
la concentration et la lyophilisation comme pour l'extrait
phytique (chapitre I. C, 4).

i
X. - FRACTIONNEMENT DES PROTEINES PAR LE RIVANOL.%

A, Princigg :

Le lactate de diamino (6,9)-éthoxy. (2) acridine ou
Rivanol posséde la propriété de précipiter dans certaines con-
ditions la plupart des protéines. Seules quelques glyco-
protéines sont plus ou moins solubles dans ce réactif (partie
expérimentale : dixiéme chapitre II). Le pH, la force
ionique du milieu et la concentration en Rivanol interviennent
dans ce phénoméne.

B. Réactif :

R. 62- Solution tamponnée de Rivanol.

"'RivanOl .-'...;..OQ.O'...‘.C.‘.'."..C 24,9 g:.

— Solution de phosphate de sodium
B.l[/goo pH 8,0 0 0 955 0068 0¢8P0 40 SO0 se o 1 10

C. Technigue :

Dans un récipient convenable mélanger :

- Sérum ou pla'Sma IR I 1 VOlo
- soluté de chlorure de sodium a 9 g/l 1 vol.
- Solution de Rivanol (R. 62) eeeesees 1 vol,
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Vérifier le pH qui doit rester voisin de 8,0 et lais~
ser reposer une & deux heures en agitant périodiquement. Il
se forme un précipité abondant que l'on sépare du surnageant
par filtration sur un papier.pour chromatographie (M. 4
et M. 23),

Le Rivanol est éliminé de ces fractions par ad-
dition d'une solution de chlorure de sodium & 5 p. 100 dans
laquelle il est peu soluble. On élimine le reste de ce Rivanol
par dialyse prolongée contre eau distillée fréquemment renou-
velée. Les adialysables sont lyophilisés.

=

=3
=
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INTRODUCTION

N R R N I oIS T I eI I ST ST EN AR e e e

HISTORIQUE.

L'acide inositohexaphosphorique ou acide phytique
se combine & de nombreuses protéines pour donner un précipité
& un pH généralement compris entre 2 et 4, Celui-ci se solu-~
bilise par alcalinisation légére du milieu et se reforme par
acidification. En solution alcaline 1l'acide phytique et la
protéine semblent libres et peuvent &tre extraits par les
néthodes habituelles.

La combinaison protéine - acide phytigue existe &
1'état naturel surtout dans le régne végétal. LINDENBAUM (1)
et MNICH (2) 1l'isolent des graines de féve. Depuis, divers
auteurs ont décrit des combinaisons analogues : PISCHINGER (3)
pour les graines de chanvre, WIAZOWNICKA (4) pour les graines
de blé, FONTAINE (5) pour les graines de cotonnier et de pois.

COURTOIS (6) et BARRE (7, 8, 9) retrouvent ce phé-
noméne en étudiant 1l'amandoralbumine et 1'amando-=globuline. Ils
prouvent que la "caséine d'amande" n'est autre qu'une combi-
naison d'amando-albumine et d'acide phytique.
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Cette précipitation phytique fut généralisée %
de nombreuses protéines : protéines sériques par HELLOT et
MACHEBOEUF (10) et ovalbumine par MATTSON et KOUBLER~
ANDERSON (11).

COURTOIS (12) et BARRE (13, 14, 15) trouvent avec
de nombreux dérivés phosphorés acide,  une réaction assez
comparable, mais de tous les composés étudiés 1l'acide phytique
donneliles réactions les plus nettes. Ceci s'explique par l'ac-
cumulation de six restes orthophosPhériques sur une molécule
de méso~inositol, donnant ainsi une grande densité de fonctions
acides, réguliérement réparties autour d'une petite molécule
de cyclohexane.

Ces auteurs (BARRE 16, 17) proposent l'interpré-
tation suivante de la précipitation des protéines par llacide
phytique : dans une zone optimale de pH, les fonctions acides
de l'acide phytique salifient les fonctions basiques ionisées
des protéines. Il y aurait, d'une part une diminution du nombre
des charges électriques et d'autre part, une modification de
la disposition spatiale de la protéine ; ce qui entrainerait

la précipitation. Une variation de pH modifie le degré d'io-
nisation des fonctions et la combinaison se redissout.

Les fonctions basiques des protéines sont repré-
sentées par les fonctions amines terminales ainsi que par les
fonctions 7, - aminées de la lysine, les groupes guanidyle de

l'arginine et les noyaux imidazole de l'histidine. Une désa-
mination par l'acide nitreux fait disparaitre 75 p. 100 des
liaisons entre l'acide phytique de 1l'amando-albumine (BARRE 419)
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L'aldéhyde formique peut réagir avec de nombreux groupes io-
nisés des protéines : fonctions amine, thiol, amide, groupe-
ment guanidique et noyau indole (FRAENKEL - CONRAT 21, 22).
mais son action sur les fonctions amines est réversible quand
le pH est inférieur & 6. Aprés action du formaldéhyde & pH 10
suivi de dialyse prolongée, BARRE (22 - 23) acidifie le milieu
en présence d'acide phytique : dans ces conditions 1l'amando-al-
bumine ne fixe plus que 70 p. 100 de la quantité d'acide
phytique qu'elle capte normalement.

COURTOIS, BARRE (24) et WORMSER (25) tracent les
courbes de titration et de conductivité de l'acide phytigue, ce
qui les conduisent & proposer une structure intermédiaire entre
celles données par NEUBERG (26) et ANDERSON (27, 28, 29)

(voir chapitre I. F. et figure N° 2).Ils étudient 1'influence
du pH sur la combinaison acide phytique - protéine (amando-
albumine, sérum-albumine humaine et salmine) ainsi que celle
de la présence de traces de calcium, de magnésium et de zinc.

DELRIEU (30) utilise 1l'acide phytique pour 1'étude
des groupements basiques des protéines du sérum sanguin et
de l'urine. Il signale des variations importantes en patho-
logie humaine.

COURTOIS (31) MALANGEAU et CHABRE (32) étudient
par électrophorése sur papier la composition du liquide
surnageant aprés précipitation phytique du sérum sanguin
humain. Certaines glycoprotéines, les beta-séromucoides acides
et les glycoprotéines acido-solubles se retrouvent dans ce
surnageant phytique. Ces auteurs signalent des phénoménes de




compétition entre les fonctions acides des glycoprotéines

et celles de l'acide ﬁhytique. L'héparine Jjoue un r8le inhi-
biteur assez puissant puisqu'il faut douze fois plus d'acide
phytique pour obtenir une précipitation normale de 20 mg.
de sérum—-albumine en présence de 20 mg. d'héparine. Ce phéno-
méne ne se retrouve pas avec des glycoprotéines riches en
acide sialique comme l'orosomucoide de WEIMER et le pleuro-
mucoide de MICHON (COURTOIS 33, 34).

BARRE (35, 26) et LABAT (37) se sont surtout at-
tachés a 1l'étude de solutions diluées de protéines et & 1l'uti-
lisation de l'acide phytique comme réactif défécant de micro-
prélevementsde sérum sanguin en vue d'examens biochimiques
multiples sur des prises d'essais réduites. Ils sont amenés a
étudier 1l'influence de divers cations (sodium, calcium et
magnésium) sur le pourcentage de précipitation des protéines
sériques et de la sérum-albumine humaine par 1l'acide phytique.
Ils étudient par électrophorése sur papier la composition du
précipité phytique du sérum sanguin humain.

Cette thése se place dans le prolongement de cette
importante suite de travaux. Dans les premiers chapitres nous
étudions le mode de combinaison de l'acide phytique avec cer-
taines protéines et surtout l'influence de certains para-
métres sur cette réaction de précipitation. Nous étudions
ensuite les propriétés physico-chimiques du liquide surnageant
et nous cherchons & identifier les composants phytosolubles
du sérum sanguin.
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L'acide inositohexaphosphorique ou acide phytique
est trés répandu dans le régle végétal ou il se trouve & 1l'état
de sels et de combinaisons phospho-organiques. Les organes de
réserve en sont généralement riches et les farines constituent
d 'excellentes matiéres premiéres pour son extraction. On
effectue généralement un traitement préalable par l'alcool
bouillant, afin de détruire la phytase (BOURQUELOT, 38) et
par 1l'éther pour éliminer les phospholipides. I1 faut libérer
1l'acide phytique de ses combinaisons généralement peu solubles
dans l'eau. Par exemple dans la graine de féve, 1'acide phytique
est combiné au calcium, au magnésium et aux protéines. A pH
6,7 on peut extraire 92'% de cet acide alors qu'a pH 3 les com~-
binaisons sont pratiquement insolubles. A pH 1 la totalité
du phosphore phytique est extractible (COURTOIS , %9). C'est
pourquoi on traite le plus souvent par une solution d'acide
chlorhydrique & 2 % ou d'acide trichloracétique & 10 % qui
présente l'avantage d'insolubiliser les protéines.

Dens la technique de POSTERNAK (40 - 441) on extrait
par l'acide chlorhydrique dilué. Le perchlorure de fer préci-
pite le phytate ferrique qui est lavé & l'eau distillée et redis-
sout dans un minimum de soude, On filtre et par addition d'al-
cool au filtrat on provoque la précipitation du phytate de
sodium. On redissout dans un minimum d'eau distillée au bain-
marie, Par repos au vréfrigérateur a 4° C, il se forme des
cristaux clinorhombiques de phytate de sodium.
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Dans une autre technique (CANALS 42) on précipite
le phytate de cuivre a pH 3,5. Aprés lavage a l'eau distillée
la suspension est traitée par l'hydrogéne sulfuré qui élimine
l'ion cuivre a 1'état de sulfure et libére l'acide phytique.

WORMSER (43%) précipite 1le phoyrgte hexabarytique
par addition progressive de chlorure de baryum & une solution
de phytate de sodium. Aprés lavage abondant par l'eau distillée
& 60° C.le précipité est traité par une quantité exactement
calculée d'acide sulfurique, pour libérer 1l'acide phytique et
précipiter le baryum sous forme de sulfate.

Pour usage analytique il est préférable de préparer
les solutions d‘'acide phytique par passage d'une solution
de phytate de sodium sur une colonne d'échangeur de cations
sous forme acide (voir partie technique : chapitre I. B- 1)

B. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
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Le phytate de sodium (M. 17) est le sel de 1l'acide
phytique le plus utilisé. Le produit commercialement disponible
mépond & la formie: OOy Pelasy | 38 H,0 (Pl = vo68)L. 6 ¢ oJ)
A 1'étuve & 120° C ce sel perd 39,3p.de son poids pour donner

un composé de formule

C6H6O24P6'Na12 -3 H2O (P.M. = 978).

C'est une poudre cristalline blanche, soluble dans
l'eau. Un léger chauffage au bain-marie facilite la dissolution
L'insolubilité du phytate de sodium dans 1'alcool permet de le
purifier. Les solubtions aqueuses sont trés alcalines (pH 12
et plus).
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L'acide phytique est trés soluble dans l'eau, soluble
dans 1l'alcool et 1l'éther. Les solutions aqueuses sont trés
acides. La molécule est assez stable. L'hydrolyse chimique est
difficile surtout en milieu alcalin. L'eau de baryte a 180° C.ne
provoque qu'une hydrolyse minime aprés 30 heures. On peut iden-
tifier 1'inositol 1libéré aprés un chauffage & 230° pendant
24 heures avec de la soude & 20 p. 100 (WINTESTEIN, 44). En
milieu acide (acide sulfurique au demi ou au tiers) l'hydrolyse
est totale en 10 heures & 170° (WINTESTEIN, 45), (ANDERSON 46
et HART 47). Une solution d'acide phytique peut s'hydrolyser
spontanément. ANDERSON (48) constate la libération de 12 p. 100
du phosphore en dix huit mois. Un chauffage a 105° pendant
48 heures entrafne 1l'hydrolyse de 75 p. 1C0 des liaisons esters.
FLEURY (49) démontre qu'a 120° la vitesse d'hydrolyse est maxi-
male & pH 3. Elle diminue progressivement lorsque le pH aug-
mente pour devenir infime au~dessus de pH 9. A pH inférieur,

a 3, l'hydrolyse est plus lenté., mais toutefois en solution
trés acide (5 N et plus) elle s'accélére considérablement.
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1- Description de la phytase.
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L'hydrolyse de l'acide phytique est plus facilement
réalisée par l'action de la phytase qui est une phytophospha~
tase (FLEURY 50, PERLES 51). Le pH optimum de son activité se
situe entre 5 et 5,6, Cette action sur l'acide phytique la
différencie des phosphatases alcalines d'origine animale et
des phosphatases acides du régne végétal. En effet, on trouve
dans de nombreuses graines, a4 c8té de la phytase, une phospho-
monoestérase banale appartenant au type II de la chssification
de ROCHE et COURTOIS (52). Cet enzyme qui agit sur une gamme
étendue de monoesters orthophosphoriques d'alcools ou de
phénols, se montre par conbtre incapable d'attaquer les esters
penta et hexaphosphoriques de l'inositol. Les esters tri et
tétraphosphoriques sont déja plus sensibles & l'action de l'en-
zyme tandis que l'acide inositol monophosphorique constitue un

substrat aisément hydrolysable (COURTOIS 53).
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La phytase posséde un champ d'action plus étendu
elle effectue 1l'hydrolyse des esters monophosphoriques sensibles
& l'action des phospho-monoestérases banales et de plus scinde
les esters penta et hexaphosphoriques de 1l'inositol. L'attaque
de la moléculeacide phytique par la phytase se réalise de
fagon progressive, les six fonctions esters n'étant pas rompues
simultanément. Les radicaux phosphoriques se détachent les uns
aprés les autres comme le démontrent les expériences de S. et
Th. POSTERNAK (54). Aprés libération d'une premiére molécule
d'acide orthophosphorique, l'hydrolyse de 1l'ester inositopenta-
phosphorique résultant se poursuit par l'attaque de la fonction
ester située en position méta par rapport & 1l'hydroxyle libre
(DESJOBERT 55). La chromatographie sur papier a par la suite
permis de déceler les cing esters du méso-inositol qui appa-
raissent successivement au cours de 1l'hydrolyse de l'acide
phytique par la phytase du son de blé.

Au cours d'essais de purification des phytases

de diverses graines (blé, seigle, radis, moutarde blanche etc..:
au moyen des techniques de fractionnement par les sels ou par
les solvants organiques (FLEURY, 56), COURTOIS (57, 58, 59, 60)
et PERLES (61) ont pu réaliser la séparation de la fraction
correspondant & la phosphomoaoestérase banale de celle douée
d'activité" phytasique. Jusqu'ici il n'a pas été possible d'ob~
tenir une fraction enzymatique agissant sur l'acide phytique
mais dépourvue d'action sur les esters monophosphorigues. A
l'inverse, ces auteurs ont toujours isolé une fraction hydro-
lysant les mono-esters orthophosphoriques mais totalement
inactive sur l'acide phytique.

2- Application analytique de la phytase :

Nous avons reproduit les expériences d'hydrolyse
phytasique de ces auteurs dans le but de mettre au point une
méthode de dosage de l'acide phytique & la fois spécifique
et plus facile & réaliser que la minéralisation totale.
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Nous avons préparé des extraits a activité phy-
tasique élevée (1 mg. hydrolyse plus de 0,3 mEq d'acide phytique
soit 0,025 mM;} Pour cela on agite des graines de seigle, préa-
lablement concassées ou du son de blé dans une solution de
chlorure de sodium a 2,5 p. 100, Sur le filtrat limpide on
opére un relargage par l'acétone & 4°C. (MASSON 62).

L'application analytique de ce réactif enzymatiqus
présente quelques difficultés :

~ La préparation phytasique doit &tre étalonnée avec
chaque série de dosages.
~ L'hydrolyse totale est longue & obtenir.

-~ 1'Hydrolyse partielle fournit un mélange complexe
d'acide phytique, de méso-inositol ainsi que de tous les inter-~
médiaires en proportion variable d'une expérience & 1l'autre.
I1 nous a été impossible d'obtenir des conditions d'hydrolyse
partielle donnant des résultats satisfaisants.

- BEnfin nous avons vu que la phytase n'était pas spéci-
fique de 1l'acide inositohexaphosphorique, mais pouvait également
hydrolyser la plupart des autres esters orthophosphoriques ee
qui limite 1'intérét de cette technique dans le cas d'analyses
d'extraits phytiques contenant d'autres dérivés organiques du
phosphore.
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Les autres sels de l'acide phytique sont préparés
ad.partir de l'acide inositohexaphosphorique ou du phytate de
sodium. A& part les sels de cations alcalins, .la plupart des
phytates sont insoliubles & l'intérieur d'une certaine zone de
pH. Ils sont dissociés en milieu acide et les sels précipitent
plus ou moins rapidement lors de la neutralisation.
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Le phytate de zinc précipite dés pH 3
(WORMSER 63). On le prépare par mélange de solutions tamponnées
& pH 4 d'acétate de zinc et d'acide phytique. Le précipité
est lavé par 1l'alcool & 709 puis redissout dans 1'ammoniaque
12 N. On peu doser le zinc du précipité et du liquide surnageant
par le complexon ITII en milieu ammoniacal & pH 10, en présence
de noir d¥:r iochrome. Cette technique fournit une excellente
néthode de dosage volumétrique de l'acide phytique (MALANGEAU &)

Le phytate ferrique est insoluble dans 1l'acide
chlorhydrique & 2 p. 100 et l'acide tricHoracétique & 10 p. 10C-
Dans ces conditions le phosphate ferrique est soluble. Nous
avons vu que cette propriété est mise & profit pour l'extrac-
tion de l'acide phytique. On peut également effectuer un
dosage volumétrique de l'acide inositohexaphosphorique par
une solution titrée de perchlorure de fer en présence de thio-
cyanate d'ammonium (HEBNER 65). Par colorimétrie de 1l'ion fer-
rique en excés, on peut également doser l'acide phytique (TOFFOLU
YOUNG 67).

La "mixture magnésienne" précipite ll'acide phy-
tique en m&me temps que les phosphates. Clest d'ailleurs une des
rares propriétés communes aux ions phytique et orthophosphorique
(PEREZ 72). Le phytate - d'argent est précipité au-dessus de pH 2.
I1 est soluble dans 1l'ammoniaque. C'est un composé photosensible.
On a décrit deux sels de plomb : un & 4, l'autre & 9 atomes de
plomb par molécule d'acide phytique. Le premier précipite a
pH 2,5, le second a pH 5,6 (BROWN 73).

A l'examen de toutes ces propriétés chimiques,
on peut constater l'absence de réaction colorée permettant la
recherche et éventuellement le dosage de l'acide phytique, surtcn
en présence de protéines. Clest pourquoi, comme tous nos prédé-
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cesseurs nous avons ¢té dans l'obligation d'effectuer les
dosages aprés une minéralisation de nos prises d'essais ,
(COURTOQIS 74). On obtient quantitativement de 1l'acide ortho-
phosphorique que l'on dose avec le réactif nitro-vanado-
molybdique de MISSON (75) (COURTOIS 76). Clest la technique
de dosage de l'acide phytique la plus utilisée pour les me-
sures précises. Elle n'est applicable que pour des prélé-
vements ne contenant pas d'autres dérivés phosphorés.

E~ Courbes de titration :
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Le tracé potentiographique de la neutralisation
d'une solution M/12 d'acide phytique par de la soude normale
permet d'identifier 12 fonctions acides par molécule. Un
premier point d'équivalence voisin de pH 5 représente la neu-
tralisation de six acidités fortes (pK ## 2). Enfin, vers
pH 11 on enregistre la neutralisation de quatre acidités
trés faibles (pK ##£ 9,5).

En solution plus diluée (voisine de M/120)) ce
dernier point d'inflexion est peu marqué. Il n'apparait plus
pour des solutions M/600 (voir figure N° 1). Pour la prépa-
ration d'une solution titrée d'acide phytique il est donc
recommandé d'effectuer le dosage potentiographique sur une
solution mére assez concentrée (au moins voisine de normale) et
de faire ensuite les dilutions nécessaires pour obtenir le
titre désiré.

La courbe de titration du phytate de sodium par
1'acide chlorhydrique permet de mettre en évidence quatre
acidités trés faibles et deux acidités faibles. Il est trés
difficile de localiser avec précision le point d'équivalence
correspondant aux six acidités fortes. En utilisant 1l'acide
perchlorique en solution agueuse, on obtient un tracé tout
& fait comparable., On peut donc étalonner une solution de
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phytate de sodium au moyen d'un acide fort en prenant ccmme
point d'équivalence la premiére inflexion de la courbe qui
est la plus marquée. Elle correspond au quatre douziéme du
titre en ion phytique.

En solution non-aqueuse (acidé acétique + anhy-~
dride acétique) le dosage du phytate de sodium par 1'acide
perchlorique dilué dans l'acide acétique cristallisable met
en évidence un seul point d'équivalence correspondant a 18 acidiiv.
par molécule (BROWN 77).

WA

L'acide phytique posséde donc 18 fonctions
acides par molécule

- gix acidités fortes (pK #£ 2).

- deux acidités faibles (pK ## 6).

- quatre acidités trés faibles (pK #£ 9,5).

- 8ix acidités extrémement faibles décelables uniquement
en protométrie non aqueuse.

Nous avons vu qu'en solution voisine de normale
il est facile de détecter avec suffisamment de.précision le
point d'équivalence correspondant & la neutralisation par la
soude de 12 fonctions acides par molécule d'acide phytique.
Par ailleurs, le phytate de sodium le plus couramment utilisé
comporte 12 ions sodium par molécule. Nous prendrons donc le
douziéme de molécule gramme comme définition de 1'équivalent
d'acide phytique. Dans tout ce qui va suivre nous exprimerons
la concentration de nos réactifs en normalité ainsi définie
sans préjuger du nombre d'acidités réagissant effectivement
dans chaque cas particulier.
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EhﬁForgule de l'tacide phytigue

Les trés nombreuses recherches effectuées
depuis plus d'un demi siécle n'ont pas encore permit d'at-
tribuer & l'acide phytique une formule pouvant tenir compbe
de toutes lwus propriétés physico-chimiques de cette molécule.
Actuellement trois formules sont discutées par les auteurs.
La formule d'ANDERSON représente ltacide phytique comme un
ester hexamonoorthophosphorique de l'inositol (78-79).
NEUBERG (80-81) le considére comme un ester de 1l'acide trihydrox;
phosphorique de SANFOURCHE (82-83%). Le choix en faveur de .
1'une ou l'autre de ces deux formules découle de 1l'étude de
la salification de l'acide phytique par divers cations. Les
sels alcalins correspondent & la formule d'ANDERSON. Les sels
de métaux plurivalents et certains sels mixtes orientent plu-
t8t vers la formule de NEUBERG, tant par leur: composition
centésimale (FISCHLER 84)_, (OTOLSKI 85) (POSTERNAK 86) que
par leur courke de dosage potentiographique du phytate de
sodium par des solutions de ces cations (BROWN 87).

Pour BARRE (88), COURTOIS et WORMSER (89) 1l'inter-
prétation des courbes de titration et de conduci ivité est
plutdt en faveur de la formule 4'ANDERSON, mais dans ce cas
on devrait trouver six acidités faibles équivalentes et non
deux faibles et quatre trés faibles comnme nous ll'avons vu au
paragraphe précédent. C'est pour tenir compte de ces faits
expérimentaux que ces auteurs ont proposé la formule reproduite
sur la figure N°® 2. La présence de quatre liaisonshydrogéne
permettait de justifier la répartition des acidités. BROWN et
coll, (90) suggérent que l'acide phytique pourrait exister
sous deux formes ne différant que par trois molécules d'eau.
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| COMBINATSON DE L'ACIDE PHYTIQUE AVEC LES PROTEINES : |

Nous avons vu plus haut que 1l'acide phytique a pH
voisin de 2 se combine & de nombreuses protéines avec formation
d'un précipité de phytate de protéine. COURTOIS, BARRE et
WORMSER y voient une liaison électrostatique entre les fonc-
tions acides de l'acide phytique et les groupements basiques
des protéines. Pour exprimer leurs résultats ils utilisent
le mode d'expression suivant :

r = nombre de molécules d'acide phosphorique estérifié
sous forme d'acide phytique combiné & 1O5g. de
protéine.

Dans cette définition des unités l'introduction
d'une référence & un poids conventionnel de protéine permet
de comparer les protéines entre elles méme si 1'on ignore
leur poids moléculaire et permet d'étudier les mélanges de
protéines ( BARRE 96) (WORMSER 97).

Un peu plus tard BARRE, COURTOIS, DELRIEU et
PERLES (98) continuant cette importante série de travaux, con-
cluent qu'une fonction acide par reste orthophosphorique de
1'acide phytique se combine i un groupement basique de la
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protéine. L'acide phytique réagit donc uniquement par ces six
acidités fortes. Le nombre d 'atomes de phosphore du précipité
correspond donc au nombre de groupements basiques qui ont

réagi. Le nombre d'atomesd'azote du précipité donne la quanti-
té de protéine, combinée & l'acide phytique. Ces auteurs définic~
sent donc le "Nombre de groupements basiques totaux" d'une
protéine ou Nb : c'est le nombre de groupements cationiques

totaux d'une protéine d'un poids moléculaire conventionnel
de 100 000 et renfermant 16 p. 100 d'azote total (COURTOIS 99).

Soit ﬁ‘ le rapport pondéral du phosphore et

de l'azote dans le précipité de phytate de protéine .

Pour la rédaction de ce traveil nous avons pré-
féré utiliser un autre mode d'expression "l'indice de combi-

naison phytique®. C'est le nombre d'atome-grammes de phosphore

phytique combiné & 100 atome-grammes d'azote protéique dans
le précipité de phytate de protéine.

Indice de combinaison phytique ( Icp) = 1.50CE_

1K

45,2 £
N

Du point de vue numérique cet indice correspond
au Nb & un coefficient prés. Sa définition est totalement indé-
pendante du poids moléculaire de la protéine étudiée ainsi que
de sa teneur en azote. Elle présente en ‘outre _'avantage de
ne pas préjuger du mode de combinaison entre l'acide phytique
et les protéines,

Pour comparer nos résultats & ceux des travaux
antérieurs nous utilisons les équations suivantes :
"Icp = 0,087 Nb et Nb = 11,5 T cp
On arrondit ces deux indices au troisiéme chiffre signifi-
catif,
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| BIUDE DE L'INFLUENCE DE DIVERS PARAMBTRES SUR LA |

% PRECIPITATION PHYTIQUES DES PROTEINES. %

Dans ce chapitre nous avons cherché & préciser
dans quelle nesure les différents facteurs peuvent influencer
la précipitation des protéines par l'acide phytique. Nous
nous sommes attaché a mettre en évidence les causes d'inhi-
bition partielle ou totale du phénoméne de précipitation.
Chaque fois que le précipité pouvait é€tre séparé nous avons
effectué une mesure de l'indice de comvinaison phytique afin
de déceler les conditions pour lesquelles la réaction entre
l'acide phytique et les protéines était incompléte tout en
étant suffisante pour assurer la précipitation de la protéine.

I. - INTRODUCTION,

B e T Y e
memomrr LN o

Tant par nos résultats personnels que par la
lecture des travaux antérieurs, il est évident que ce pro-
bléme est trés complexe. L'évolution d'un paramétre entratine
des modifications de 1l'influence de certains autres facteurs
Ceci est particuliérement évident dans les conditions défa-
vorables pour lesquelles la précipitation phytique des
protéines est incompléte.
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I1 nous semble donc préférable de définir
d'abord les conditions de précipitation que nous considérons
comme optimales, pour 1l'étude analytique du précipité de
. phytate de protéine.

Dans tout ce chapitre nous prendrons comme base
les conditions expérimentales suivantes :

Protéine : 0,50 & 0,66 mg/ml.
- pH i 2a 2,3
acide phytigque : 0,006 N.
acide citrique : 0,04 M..

Toutes les concentrations sont rapportées au
milieu réactionnel final. La force ionique en chlorure de
sodium est la plus faible possible pour assurer la mise en
solution de la protéine étudiée.

Dans la majorité de nos expériences nous avons
été obligés de maintenir un pH constant & 1l'aide d'une solution
tampon citrique. Avant toute chose il nous faut donc établir
que l'acide citrique ne modifie pas fondamentalement le

phénoméne que nous étudions.

IT. - INFLUENCE DE L 'ACIDE CITRIQUE SUR gA PRECIPITATION DES
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PROTEINES PAR L'ACIDE PHYTIQUE.
Gr8ce au dispositif que nous décrivons par
ailleurs (voir partie technique : chapitre III. B et III C = 2)
nous faisons varier la teneur en acide citrique du milieu,
tous les autres parameétres restant constants.
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a- Serum albumine humaine (M. 22)

Nous obtenons une préecipitation phytique conve-
nable & partir d'une concentration de 0,025 M.en acide citrique
Pour des concentrations plus faibles le pouvoir tampon du
réactif est insuffisant pour assurer le maintien du pH entre
2 et 2,5. Entre 0,025 et 0,7 M.en acide citrique, 1'Icp. est
maximum (soit 14). Au-deld de 0,1 M.les mesures de 1l'indice
de combinaison phytique sont beaucoup plus imprécises.

b~ Gamma-globulines placentaires (M. 9)

De O 4 0,12 M en acide citrique l'Iep. évolue
de 9,4 & 10,6 (soit 10 + 0,6). Pour une concentration plus
élevée en acide citrique (0,72 & 0,14 M) cet indice tend &
diminuer faiblement (moyenne de 9,5 + 0,5). Pour 1l'ensemble
de cette expérience tous les Icp. se regroupent entre 9,8 +
0,8 alors que les concentrations en acide citrique varient
de O & 0,14 M. Dans le cas particulier des gamma-globulines
placentaires on peut admettre que llacide citrique n'inter-
vient pratiquement pas dans la précipitation phytique si ce
n'est qu'en maintenant le pH inférieur & 2,5.

c- Insuline (M. 10).

Nous avons obtenu des indices de combinaison
phytique de 10,8 + 0,8 pour des concentrations en acide ci-
trique veriant de O & 0,15 M. Dans ce cas encore, l'acide
citrique ne modifie pas le phénoméne.

d- Protéines du sérum humain :

Dans les mémes conditions que précédemment les
Icp du précipité de phytate de protéine est de 10 + 0,6 pour
des variations de concentration en acide citrique de 0O &
0,1 M,
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- CONCLUSIONS.
Nous pouvons donc conclure que l'acide citrique
utilisé pour son pouvoir tampon ne modifie généralement pas
la précipitation phytique des protéines pour des concentra-
tions inférieures & 0,15 M. L'expérience nous a montré qu'avec
nos conditions expérimentales le pH du milieu réactionnel peut
€tre maintenu inférieur & 2,5 avec une concentration en acide
citrique, de l'ordre de 0,04 M. Nous sommes donc certain de
n'introduire aucune erreur en tamponnant nos milieux de réaction
par l'acide citrique. Lorsque nous aurons étudié l1l'influence
des autres parametres de la réaction nous verrons dans quelle
mesure la présence d'acide citrique peut atténuer les effets
de certains de ces facteurs.

III. - INFLUENCE_DU pH SUR LA PRECIPITATION DES PROTEINES PAR
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L!'ACIDE PHYTIQUE.
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1~ Introduction :

Dés les premidres recherches, il est apparu que le
pH du milieu réactionnel jouait un réle important dans la
combinaison des protéines avec l'acide phytique. BARRE (100,
101, 102) le prouve pour l'amando-albumine et 1'insuline.
WORMSER (103) montre que la sérumalbumine humaine est préci-
pitée par l'acide phytique entre pH 4,7 et 2,05. La tenamur
en phosphore du précipité est maximale entre pH 3 et 2,05
(r= 166 + 3 soit un Icp. de 14,5 + 0,3). De pH 3% & 4,7 la -
teneur en phosphore du précipité diminue progressivement : &
pH 4,7 r = 93,5 (soit Icp = 8,1).
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BARRE (104~105) et LABAT (106) mesurent le pourcen-—
tage de protéines du sérum humain précipité par l'acide phytique
en fonction du.pH. Ils s'attachent surtout & 1l'étude des
faibles concentratioas. La précipitation est effective entre
pH 1,5 et 4,5. De pH 1,5 & 2 la précipitation est incompléte
(de 1'ordre de 75 %). De- pH 2 & 3 les protéines sériques sont
totalement précipitées. Elles ne le sont que partiellement entre
pH 3 et 4,5. Avec des solutions plus diluées (0,25 mg/ml. de
protéine dans le milieu final) la zone de précipitation optimale
est plus restreinte.
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Nous avons mis au point un dispositif expérimental
nous permettant d'étudier d'une fagon précise l'influence du
pH sur la précipitation phytique (voir partie technique,
chapitres III. B et III. C 1). Avec cette technique nous ob-
tenons les résultats que nous allons exposer. Pour faciliter
la compréhension nous les schématisons dans le tableau N° 1.

a. Serumalbumine humaine (M. 22)

La précipitation phytique commence & un pH compris

entre 1 et 1,15. L'indice de combinaison phytique est de 8.

I1 augmente progressivement avec le pH pour atteindre 14gpH
1,35. De pH 1,35 & 2,75 1'Icp. reste constant a 14,6. Il diminue
ensuite progressivement (Icp. = 12,5 de pH 2,75 & 3,9). Au-delad
de pH 4,3 1l'indice de combinaison phytique diminue trés rapide-
ment. A pH 4,3 la précipitation est lente et incompléte avec un
Icp. inférieur a 6. Nous avons pu isoler certains précipités

a4 trés faibles teneurs en acide phytique (Icp. = 3,4).

b~ Gamma-globulines placentaires (M. 9)

La précipitation phytique débute entre pH 1,7 et
1,9. L'indice de combinaison phytique est d'emblée maximum et
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reste constant (Icp. = 10,3) jusqu'a pH 2,6. I1 diminue légé-
rement entre 2,6 et 3,6 (Icp. = 8,5). Au-cdeld de pH 3,6 la
précipitation est lenbe et inccemplébe avec un Icp de 7,2. Au-~
dela de pH 4,15 il n'y a plus de précipitation.

¢- Proteines du serum humain :

La précipitation phytique commence entre pH 1,2 et
1,6 selon les cas. En général on obtient un indice de combi~
naison phytique maximum entre pH 2 et 2,6 (Icp. = 13). Il nous
faut signaler que, dans trois expériences, nous avons pu mettre
en évidence une zone trés étroite de pH (entre 1,8 et 2) pour
laquelle l'indice de combinaison phytique est anormalement
élevé (Icp. de 15 & 18).

Entre pH 2,6 et 3,9 1'Icp. diminue réguliérement. Les
derniers précipités isolables entre pH 3,5 et 3,9 donnent des
indices de combinaison phybtique compris entre 6,5 et 8. Dans
quelques rares cas nous avons pu mebttre en évidence des préci-
pitations faibles et incomplétes jusqu'd pH 4,5 alors que pour
la majorité des sérums la précipitation est nulle au-dela
de pH 4,

CONCLUSIONS.

Les pH limites de précipitation phytique varient d'un=z
protéine & l'autre. La sérum-albumine précipite entre pH 1,15
et 4,% alors que les gamma-globulines restent dans le surna-
geant en dessous de pH 1,7 et au-dessus de pH 4,15. On peut
le plus souvent mettre en évidence une zone de pH pour laquelle
il y a un indice de combinaison phytique maximum. La .largeur
de cette zone différe selon la protéine étudiée (pH 1,35 a
2,75 pour la sérumalbumine humaine ; pH 1,7 & 2,6 pour 1©S
gamma-globulines) .
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Pour des mélanges de protéines comme le sérum sanguin
les limites différent en fonction de la composition du milieu
Nous cherchrons plus loin & mieux préciser la composition du
liquide surnageant dans les zones de pH de précipitation in-
coupléte,

Il faut séparer deux phénoménes :

—- Premier phénoméne : la précipitation phytique se produit

dans une zone assez large de pH

©H 1,1 & 4,3 pour la sérum-albumine
de pH 1,7 & 3,6 pour les gamma-glo-
bulines). Ces limites de précipita-
bilité sont variables d'une protéine
a l'autre.

- Deuxiéme phénoméne : La combinaison de l'acide phytique

avec la protéine précipitée n'est
optimale que dans une zone de pH trés
étroite (2,05 + 0,7 pour la serumal-
bumine humaine, 2,2 + 0,4 pour les
gamma~globulines placentaires).,

Les différences de comportement enregistrées d'une
protéine a l'autre sont toutefois assez faibles. De plus nous
avons constaté que la largeur des zones de précipitation varie en
en fonction de la concentration en protéine., Ceci a d'ailleurs
déja été signalé par LABAT (107). Il semble donc difficile
d'envisager l'utilisation de ces différences de précipitabilité
pour le fractionnement des protéines.
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pH du milieu i

sérumalbumingGamma-globulines

pH du milieu

P (Icp.) (Icn.)
‘s 5 pas de pas de P X
Inférieur & 1 prec1p1tatlon précipitation Inférieur a 1
1,2 8 1,2
1,4 14 , Pas de 1,4
1,6 14,6 1,6
1,8 14,6 précipitation 1,8
’ 2,0 3
) 6é 14,6 10,3 2,6
y .
2,8 diminution gigé?:gigge 2,8 a
3.5 a progressive jusqu'a 8,5 3,6
? Jjusqu'a 12,5
précipitation 3,8
lente et incom~ a
4,0 diminution pléte (7,2) 4,0
rapide.
4,2 inférieur & 6
v pas de au~-dela de
‘précipitation | o o ‘
4.4 lente et in- | précipitation, 4,2
compléte P v
Pas de préci-
%, pitation.

Tableau N° 1 : Influence du pH sur la précipitation %hythue et

(acide phytique

sur l'indice de combinaison phytique
la serumalbumlne humaine et des gamma-globulines

placentaires

: 0,006 N -
protéine

acide citrique : 0,04 M -~

: 0,5 mg/ml).

Icp . de
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IV. - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN ACIDE PHYTIQUE;
SUR LA PRECIPITATION DES PROTEINES PAR L'ACILE |
INOSTITOHEXAPHOSPHORIQUE.

1. Introduction :

LABAT (108) montre que, pour de faibles dilutions
de sérum, les concentrations en acide phytique de 0,006 & 0,030 I
permettent la précipitation des protéines. WORMSER (109) étudie
1'influence de la concentration en acide phytique sur la com-
binaison de l'acide inositohexaphosphorique (I.H.P.) avec la
sérumalbumine humaine les résultats lui permettent de mieux
préciser le mode de combinaison I.H.P-sérumalbumine et de dif-
férencier une zone de concentration pour laquelle la réaction
suit la loi d'action de masse. La plupartdes auteurs ont utilisé
pour leurs travaux une concentration en acide phytique telle
que le rapport pondéral phosphore phytique / azote protéique
du milieu soit voisin de 3. Comme le montre LABAT, un rapport
de I donne encore des résultats convenables.

2. Résultats_personnels :

Pour cette étude nous faisons varier la concentra-
tion en adde phytique dans le milieu réactionnel. Le phosphore
phytique est dosé dans le réactif avant le mélange & la solution
de protéines. On peut en déduire la concentration effective en
acide phytique dans le milieu réactionnel (partie technique :
chapitre III C 3) : on dose par ailleurs le phosphore phytique
dans le liquide surnageant aprés centrifugation ( partie
technique : chapitre II. F.). Comme pour la mesure de 1l'indice
de combinaison phytique on &t amené & doser le phosphorer du
précipité de phytate de protéine (partie technique : chapitre
I. b). I1 nous est possible d'étudier le phénoméne en contrd-
lant tous les éléments de la réaction.
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a- sérumalbumine humaine (M. 22):

A pH 2,10 une solution de sérumalbumine humaine
précipite en présence d'acide phybique 0,0015 N, Les indices
de combinaison phytique n'atteignent leur valeur optimale que
pour des concentrations en acide phytique de l'ordre de 0,006 N.
Le tableau N° II. montre que pour de faibles concentrations en
acide phytique (0,0015 N) la précipitation de la sérum-albumine
humaine est compléte en présence d'acide phybtique 0,05 M. (in-
dice de combinaison phytique de 9,5). En présence d'acide phy-
tique 0,0045 N cet indice atteint sa valeur optimale si l'on
est en présence de tampon citrique 0,05 M. L'Icp. n'est que
de 12,4 en son absence. L'acide citrique favorise donc indis-
cutablement la précipitation phytique de la sérum-albumine pour
les faibles concentrations en acide phytique.

Par contre en solution citrique 0,15 M 1'indice
de combinaison phytique tend & diminuer : par exemple il n'est
plus que de 12,6 mBme en présence d'acide phytique 0,006 N.

b- Gamma-globulines placentaires (M. 9):

A pH 2,10 les gamma-globulines placentaires donnent
un précipité faible en préseirce d'acide phytique 0,001 N,
Le tableau N° III. montre que la présence d'acide citrique
améliore les indices de combinaison phytique pour les faibles
concentrations en acide phytique. Ce phénoméne est toutefois
beaucoup moins marqué que dans le cas de la sérumalbumine. De
plus, en présence d'acide citrique 0,15 M. 1l'indice de combi-
naison phytique est toujours voisin de 9,6. Les fortes concen-
trations en acide citrique n'entrafnent pas dans les cas des
gamma-globulines une diminution de la tenmur en phosphore
phytique du précipité.

Donc, pour les gamma-globulines les concentrations
minimales en acide phytique pour obtenir une bonne précipitation
et un Icp. optimum sont plus faibles que dans le cas de 1la
sérumalbumine.
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 Acide phytique 0,001 N : 0,0015 N 0,003 N 0,0045 N 0,00Q J\
Acide citrique précipit. précipit. + + 4
Q nulle nulle 12,9 12,4 15?5
précipit. précipit. + + +
0,01 M faible faible 1,5 12,3 13,8
Précipit. |
0,05 M partielle 9,9% 11,3% 13,3% 13,3"
(995) )
concentration en e ‘s
acide phytique du | jPgericure Jrfericure  0,001N 0,0025 N | 0,004 R
liquide surnageant ! ’
Rapport :
Eg. acide phytigque 0,13 0,2 0,4 0,6 0,8
Eq. azote protéique
Rapport pondéral :
E.:_ggﬂi'gg?. 0 ’ 1 5 0 ’ 22 0 ’ 44 Os 66 0 ’ 88
N. protéique.

Tableau II.

Indice de combinaison phytigue (les chiffres marqués
d'un +) de la sérumalbumine humaine (M.22) en fonction

de la concentration du milieu en acide phytique et en

acide citrique (pH 2,10 - Protéine 0,66 mg./ml.

Pour chacune des conditions expérimentales, nous faisons figurer
4 la partie inférieure du tableau, les concentrations en acide
phytique du liquide surnageant aprés la précipitation et les
rapports phosphore/azote dans le milieu de la réaction.
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Tableau 11T, -

azote dans le milieu de réaction.

Pour chacune des conditions expérimentales nous faisons figurer

Acide phytique. 0,0015 N 0,003 N 0,0045 N 0,006 N
Acide citrique O 7,7% 8,4t 9,27 9,67
+
0,01 M 8,4t 9,2 9,5% 5,37
0,05 M 8,8" 9,6% 9,8" 9,6%
Concentration en acide
Shytique du surnageant 0,000% N 0,0015 N 0,003 N 0,0045
Rapport :
Eq, Acide phybigue 0,2 0,4 0,6 0,8
Eq. Azote protéique
Rapport pondéral :
Phosphore_phytigue 0,22 0,44 0,66 0,88
Azote protéique
S
oy
N

Indice de combinaison phytique (les chiffres marqués d'un
des gamma~globulines placentaires (M. 9) en fonction de
la concentration du milieu en acide phyti

que et en acide
citrique (pH 2,10 ~ protéines 0,66 mg/ml.) ‘

a la

partie inférieure du tableau, les concentrations en acide phytique du
liquide surnageant aprés la précipitation et les rapports phosphore /
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Z. ’ .
¢~ Proteines du serum-humain :

Avec plusieurs dilutions de sérum humain nous
avons obtenu un début de précipitation en présence d'acide
phytique de 0,001 a 0,0015 N, Les résultats varient d'un sérum
& l'autre. Pour les concentrations inférieures a 0,004 N en
acide phytique om trouve le plus souvent des indices de combi~-
naison phytique faibles (inférieures a 10).

CONCLUSIONS :

mDmREeommsRroms

Pour une concentration en protéine de 0,5 & 0,7 mg/ml
1'acide phytique 00,0045 N assure une précipitation totale et un
indice de combinaison phytique optimum pour des protéines aussi
différentes que la sérumalbumine et les gamma-globulines., Les
gamma~globulines précipitent pour des concentrations treés
faibles er acide phytique (0,001 & 0,015 N) alors que dans les
néues conéitions la sérum-albumine ne précipite pas ou ne préci-
pite que partiellement.

Par contre, toujours dans les mémes conditions mais
en présence d'acide citrique, la précipitation de la sérumal-
bumine est plus compléte. Dans les zones de concentration en
acide phytique donnant des précipitations partielles et des
indices de combinaison phytique faibles, la présence d‘'acide
citrique tend & favoriser la précipitation et & normaliser les
Icp. Ce phénoméne est plus marqué en présence d'acide citrigque
0,05 M que dans le cas d'un tampon 0,01 M. Toutefois au-deld
de 0,17 M en acide citrique et surtout a partir de 0,15 M.les
indices de combinaisons phytique tendent & s'abaisser. Dans
tous les cas les meilleurs résultats sont dtenus en présence

de tampon citrique voisin de 0,05 M,
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Lt étude de la concentration en acide phytique du
liquide surnageant montre qu'en l'absence de tampon citrique,
il faut, pour obtenir une précipitation optimale, un excés
d'acide phytique tel qu'il reste aprés précipitation totale
de la protéine une solution 0,002 & 0,003 N d'acide phytigue.
L'acide citrique favorise la réaction & tel point que pour
un surnageant correspondant & moins de 0,0002 N d'acide phytique
la précipitation de la sérumalbumine est certes partielle mais
1'indice de combinaison phytique est voisin de 75 p. 100 de
l'optimum (voir tableaux N° II et III).

Pour les concentrations en protéines que nous avons
choisies (0,5 & 0,7 mg/ml.) la précipitation est optimale pour
un rapport équivalent acide phytique / équivalent d'azote pro-
téique supérieur ou égal & 0,66,

Enfin méme si les gamma-globulines précipitent pour
une concentration plus faible en acide phytique, il ne semble
pas que le phénoméne soit suffisamment ' marqué pour envisager
une application préparative.

V.- INFLUENCE DE LA FORCE IONIQUE ET DES CATIONS MONO- g
VALENTS SUR LA PRECTIPITATION DES PROTEINES PAR |
L! ACIDE PHYTIQUE. |

A. INTRODUCTION.

EIRmmmrArnmiogrn oI ot

LABAT (110) étudie 1l'influence de la force
ionique en chlorure de sodium sur la précipitation phytique
des protéines sériques et de la sérumalbumine. Elle montre
que pour une certaine concentration en chlorure de sodium la
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précipitation de protéine par l'acide phytigue est inhibée ;
nous résumons ces résultats tableau N* IV, Il faut remarquer
que la précipitation reprend pour des concentrations de shlo-~
rure de sodium de 1l'ordre de I M, Le phénoméne est plus évi-
dent si les concentrations en protéine dans le milieu sont
plus faibles. Il nous a semblé intéressant de poursuivre cette
étude et de la généraliser aux autres cations monovalents.

B. RESULTATS PERSONNELS.

TRIT oo oo oo e ey I ST T Sitey £

!
Avec les circuits d'analyse continue que nous décri-

vons par ailleurs (partie technique : chapitres III., B et III.
C 4) il nous a été possible de faire varier trés progressivement

la concentration en chlorure de cation monevalent du milieu
réactionnel et & chaque stade, soit de mesurer 1l'indice de
combinaison phytique du précipité, soit de constater l'inhi-
bition de la précipitation.

I. Inhibition de la précipitation phybtique par les cations

monovalents.

Le tableau N°® V donne les concentrations pour
lesquelles divers cations monovalents inhibent la précipitation
phytique. On remarquera que pour la gérummlbumine (M. 22) les
cations monovalents inhibent la précipitation phytique pour
une force ionique identique quelque soit le cation envisagé.

En milieu tamponné par l'acide citrique la précipitation est
inhibée pour des concentrations sensiblement plus faibles.

Pour les gamma-globulines placentaires (M. 9) 1'inhi-
bition de la réaction est obtenue pour des forces ioniques
beaucoup plus faibles et encore une fois tous les cations agis-
sent d'une fagon assez comparable.



sérumalbumine
(concentration 2,5 1,25 0,25
mg/ml du milieu)
0,251 0,188 0,109
Inhibition entre et et et
0,751 0,648 0,598
0,949 0,881 1,173
Reprise entre et et et
1,295 1,702 1,756
?rotéines sériques
concentrations
approximatives 5,5 1,75 0,35
ng/ml).
0,258 0,186 0,130
Inhibition entre et et et
0,724 0,651 0,598
0,724 0,854 0,828
Reprise entre et et et
0,956 1,130 1,170

Forces ioniques en chlorure de sodium

inhibants la précipitation phytique.

Forces ioniques pour lesquelles 1la
précipitation reprend (LABAT III.)

133~
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% sérumalbumine humaine gamma—globulineé placent.
acide citrique 0 0,042 M 0] 0,042 M
Na* 0,28 0,20 0,10 0,11
K* 0,28 0,21 0,09 0,11
i’ 0,28 0,20 0,10 0,10
NH, * 0,25 & 0,5 0,20 0,08 & 0,16 0,10
(s
ULLE /

. +

NH," inhibitrices de la précipitation phytique de

la sérumalbumine humaine (M 22) et des gamma~-glo-

bulines placentaires (M 9) en présence d'acide ci~
trique 0,042 M et en milieu non tamponné (pH 2,10

acide phytique 0,006 N, protéine : 0,5 mg/.1)
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L'acide citrique 0,042 M n'apporte pas de modifications signi=~
ficatives. L'ammoniague donne dans l'ensemble des résultats
beaucoup moins bien définis que les autres cations. Sur une
assez large zone de force ionique il se forme un louche plus
ou moins intense difficile & séparer du liquide surnageant.

Ces résultats nous permettent de dégager dés main-~
tenant plusieurs conclusions

~ les cations monovalents inhibent la précipitation phy-
tique d'une protéine pour une force ionique identique quelque
soit le cation.

- cette concentration inhibitrice peut avec certaines
protéines &tre modifiée par la présence d'acide citrique mais
le phénoméne n'est pas général.

- l'inhibition de la précipitation phytique par les catione
monovalents est trés variable d'une protéine & l'autre. On peut
donc espérer fractionner, au moins partiellement, un mélange de
protéines en opérant une précipitation phytique en présence
d'une concentration en ion sodium convenablement choisie.

- en solution isotonique c'est-a-dire de 1'ordre de
0,15 Eq./1. lesg gamma-globulines resteront en solution alors
que la sérumalbumine sera précipitée. Nous verrons dans les
chapitres suivants que dans certains cas ol la force ionique
est trop élevée on retrouve des gamma-globulines dans les li-
quides surnageants aprés précipitation phytique.

- Pour 1'étude des mélanges de protéines obtenues par relar-
gage par le sulfate d'ammonium il nous faudra dialyser trés soi-
gneusement les préparations afin d'éliminer la majeure partie
de ce gel.
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sur_l'indice de combinaison phytigque.

Nous résumons tableaux N° VI, VII, VIII et IX les
résultats de plusieurs séries de mesures éxécutées avec plusieurs
conditions expérimentales différentes entre elles.

D'une maniére assez générale on constate que les cation
monovalents ont tendance & faire diminuer l'indice de combinaison
phytique des protéines. Ceci est d'ailleurs assez variable selon

les cations et selon les protéiness

a~ sérumalbumine humaine (M. 22) :

En l'absence d'acide citrique, mais & pH maintenu
manuellement a 2,10, l'indice de combinaison phytique de la
sérumalbumine humaine diminue progressivement lorsque la
force ionique en sodiﬁm augmente. Le tableau N° VII. montre
que cette diminution est d'abord assez faible (Icp = 13,1 pour
0,042 Eq./1.  de sodium. Elle devient sensible au-deld de 0,06
Eg./1. de sodium (Icp= 12,3 pour 0,083 Eg. de sodium/1l.) et
surtout 0,166 Eq. de sodium/l. (Icp. = 10).

Dans les mémes conditions mais en présence de tampon
citrique 0,042 l.les diminutions de l'indice de combinaison
phytique en fonction de la force ionique en sodium sont 1légé-
rement plus marquées. Les variations sont déja sensibles pour
0,042 Eg. de sodium/1. (Icp. = 11,7 en milieu citrique au lieu
de 13,1 en milieu non btamponné). Si la concentration en protéire
du milieu est légérement plus faible (0,5 au lieu de 0,66 mg.Ami..
l'influence de l'ion sodium est moins importante et les diminu-
tions de 1l'indice de combinaison phytique plus lentes & se
manifester (Icp. = 13,5 pour 0,083 Eq. de sodium/l. et Icp. =
11,7 pour 0,166 Eq. de sodium/1.)
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acide conditions :iggg;ne Gamma-globulines
Qitrique | expériment humaine . placentaires
Voisin O 0 B 14 9,6
0 0,042M B 14 9,6
0,042 0 B 13,1 8,5
0,042 M A 13,5 743
0,042 M B 11,7 8,8
0 B 12,3 précipit., partielle
0,083 0,042 N A 11,1 Pl“éCiP%té partielle
9
0,042 M B 13,5 précipit. partielle
' 3
0 B 10 pas précipitation
0,166
0,042 M A 11,7 pas précipitation (’E”U‘;\
LILLE

Tableau N° VI, Indice de combinaison phytigque de la sérumalbumine

""""""""""""" humaine (M 22) et des gamma-globulines placentaires
(M 9) en présence de concentrations variables en
ions sodium et en acide citrique.

3 . I d 3 - 3 . . +
Conditions expérimentales A : avec un dispositif de gradient en Na

(parvie technique : chapitre III, B)
acide phytique : 0,006 N

protéine : 0,5 mg/ml

acide citrique : 0,042 M

Conditions expérimentales B : manuellement.

acide citrique : 0,006 N
protéine : 0,66 mg/ml
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it : <4 s conditions sérumalbumine | Gamma-globulines
Eq./1. Acide citrigque expérimentales humaine placentaires
0 0 B j4 9,6
0,042 M A 14 9,6
0 B 12,9 739
0,042
0,042 M A 13 10
0 B 12 8
0,066 7>
0,042 M A 13 9
0 B 8 pas de preécipit.
0,166
0,042 M A 11,5 pas de précipit.
i

Tableau N° VII :.

T s S L o Sty Mty . S, et Sy S S

Lol g
‘{ ((', "J'

', 4((0

INDICE DE COMBINAISON phytique de la sérumalbumine

humaine et des gamma-globulines placentaires en
présence de concentrations variables en ion LITHIUM

et en acide citrique.

- Conditions expérimentales

vty S o ity i ey

A : avec un dispositif de gradient en i’
(partie technique chapitre III B.)

- acide phytique
- protéine
- acide citrique

- acide phytique :
-~ protéine :

0,006 N

0,5 mg/ml
0,042 M

0,006 N
0,066 mg/ml
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K . N conditions sérumalbu- Gamma—globuline;
Eq./1. Acide citrique expérimentales mine humaine | placentaires
0 B 14 9,6
0,042 M A 14 9,6
0,042 | 0 N B 12,2 7,7
0,042 M A 11,8 9,5
0,083 ' 0 B 11,9 précipit.
partielle
0,042 M A 10,5 8:
1 : pas de p5501;mw
0,166 0 B | 10,6 pitabion.
0,042 M A 10 pas de préci-
' : pitation.

Tableau VIII : 1Indice de combinaison phytique de la serumal- " -
- bumine (M. 22) et des gamma-globulines placentairec
(M 9) en présence de concentrations variables en
POTASSIUM et en acide citrique.

- Conditions expérimentales A : . avec un dispositif de gradient en Kt
(partie technique : chapitre III. B)

- acide phytique = 0,006 N

- protéine = 0,5 mg/ml

- gcide citrique = 0,042 M
- Conditions expérimentales B : manuellement.

- acide phytique 0,006 N

i

- protéine 0,66 mg/ml
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NH ,* Sérumalbumine Gamma-globulines
Eq.?l. humaine. Placentaires.
0. 14 2,6
0,042 12,5 8,9
0,083 12 6,6
0,166 11,2 pas de précipitation -
(s
LLE
Tableau IX. Indice de comhinaison phytique de la sérumalbumine

humaine (M 22) et des gamma-globulines placentaires
(M 9) en présence de concentration variable en

AMMONTIUM.,

Acide phytique : 0,006 N
Acide citrique : 0,042 M
Protéine : 0,5 mg/ml.
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Avec les ions lithium (tableau VII) ; potassium
(tableau VIII) et ammonium (tableau IX) les variations de
1l'indice de combinaison phytique sont trés comparables mais
les diminutions sont un peu plus importantes.

b~ gamma-globulines placentaires (M. 9)

Les indices de combinaison phytique diminuent trés
rapldement lorsque la force ionique en cation monovalent
augmente (voir tableaux N° VI, - VII. - VIII. et IX.). Comme
nous l'avons vu au chapitre précédent les cations monovalents
inhibent la précipitation phytique pour une concentration de
0,1 Bq./1. A partir de 0,08 Eq./l. Les précipitations ne sont
que partielles et irréguliéres. En régle générale l'acide
citrique favorise la précipitation et atténue la diminution
de l'indice de combinaison phytique provoquée par la présence
de cations alcalins.

CONCLUSIONS :

o e ey e S e oy e g goe St

Lors d'une précipitation analytique de protéines il
faut chercher & limiter au strict minimum la force ionique en
cations monovalents (le sodiu m le plus souvent).

Lorsqu’on opére avec un réactif précipitant préparé
par acidification du phytate de sodium (R. 1) la force ionique
en sodium du milieu réactionnel est au minimum de 0,006 Eq./1l.
La prise d'essai représente un apport de sodium de l'ordre de
0,002 a 0,003 Eq./1. Donc, avec la technique que nous proposons
(partie technique : chapiére I) la force ionique du milieu est
inférieure & 0,01 Eq./1. de sodium et & cette concentration il
ne semble pas y avoir de risques d'erreurs par défaut. Il est
toutefois préférable d'opérer avec une solution d'acide phytique
(Re 2). Le sodium a été éliminé de ce réactif par passage sur
un échangeur de cation (DOWEX 50).
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| VI. - INFLUENCE DU TEMPS DE CONTACT. |

Dans une zone de concentration convenable la préci-
pitation est rapide. Aprés une demi-heure le précipité est sédi-
menté et le liquide surnageant limpide. On peut le plus souvent
centrifuger aprés une heure de repos. Des mesures effectudes-
aprés une heure, sept heures et 22 heures de temps de contact
ont donné des résultatla identiques, M§méﬂﬁgg solutions de pro-
téines trés diluées 1l est souvent inutile d'attendre plus
de deux heures avant de centrifuger.

Dans certaines conditions défavorables la précipi~
tation est lente, parfois incompléte en 24 heures;l'indice de
combinaison phytique semble indépendant de la vitesse de préci-
pitation.

i
H

VII. ~ INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. |

Le plus souvent la précipitation est effectuée &
4°C. Entre 4°C et 20°C les fixations ne semblent pas dépendre
de la température. Lors des précipitations préparatives nous
préférons ospérer & la température du laboratoire avec des réac-
tifs réfrigérés & 4°C de fagon & limiter les phénoménes de
dénaturation. Notons qu'une suspension de phytate de protéine
dans une solution diluée d'acide phytique peut &tre maintenue
a4 37°C plusieurs jours sans aucune modification de son aspect
macroscopique. Cette m8me suspension chauffée progressivement
coagule sans qu'il ait & aucun moment solubilisation de la
combinaison.
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| VIII. - RECAPITUTATION DU ROTE DF T.'ACTDE CTTRIQUK |
; UTILISE COMME TAMPON LORS DE LA PRECIPITATION |
| PHYTIQUE DANS UN BUT ANALYTIGUE. ‘

Nous avons vu au cours de ce chapitre que de fortes
concentrations en acide citrique amenaient certaines perturba
tions dans le mesure de 1l'indice de combinaison phytique. Si
tous les autres parametres sont choisis de fagon & obtenir un
indice de combinaison phytique optimum, l'influence de l'acide
citrique est négligeable si sa concentration est inférieure &
0,1 M. Au-deld, de cette concentration, les mesures de l'indice
de combinaison phytique de la sérumalbumine humaine donnent
des résultats assez irréguliers. Cette perturbation est peu
évidente avec les gamma-globulines placentaires. Elle est nulle
pour l'insuline. Donc, lors d'une précipitation phytique analy-
tique l'acide citrique & une concentration modérée ne géne aucu-
nement la mesure de 1l'indice de combinaison phytique.

Dans des conditions défavorables la présence d'acide
citrique peut modifier l1la mesure de 1l'indice de combinaison
phytique. Par exemple, si l'acide phytique n'est pas & une con-
centration suffisante pour saturer la protéine et assurer la
précipitation totale, la présence d'acide citrique favorise la”’
combinaison. Avec la sérumalbumine la teneur en acide phytique
du liquide surnageant est beaucoup plus faible en présence de
Tampon citrique qu'en milieu non tamponné. Dans ce cas, la pré-
sence d'acide citrique favorise la formation de phytate de pro=-
téine.

Par contre, l'inhibition de la précipitation phy-
tique de la sérumalbumine par les cations monovalents est favo-
risée par lalprésence dtacide citrique, alors qu'elle n'est
pas influencée dans le cas des gamma-globulines placentaires
pourtant plus sensibles & la présence de ces cations.
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La diminution de 1l'indice d¢ cvombinaison phytique de la
sérumalbumine humaine provoquée par les cations monovalents,
est plus importante en présence d'acide citrique, enrtout. sl
la concentration en protéine est plus élevée. Pour les gamma~
globulines cette influence est moins marquée, mais dans la
zone de précipitation partielle les indices de combinaison
phytique sont un peu plus élevés en présence 4d' acide citrique.

CONCLUSIONS :

La sérumelbumine humaine est dans 1'ensemble beaucoup
plus sensible & la présence d'acide citrique que ne le sont les
gamma-globulines placentaires. Avec un tampon citrique les
effets d'un défaut en acide phytique sont généralement atténués.
Au contraire, l'inhibition provoquée par une force ionique
élevée en cations monovalents est en général accentuéde sauf
dans certaines conditions de précipitation partielle des gamma-
globulines.

Toutefois, l'action de l'acide citrique ne se mani-
feste que dans des conditions défavorables de précipitation.,
Lorsque tous les autres éléments sont convenablement choisis
1'acide citrique n'intervient pas dans la réaction.

B3 e g e S 3 T — T . T e 732 o T s T

Dans ce chapitre, nous avons établi un emsemble
de conditions optimales pour réaliser une précipitation de
protéine par l'acide phytique. La concentration en protéines
(0,5 & 0,66 mg./ml. est limitée par la sensibilité de nos
méthodes de dosage du phosphore du phytate de protéine., Ceci
étant fixé, nous avons pu déterminer qu'il fallait un milieu
phytique minimum de 0,006 N. Au-deld de 0,01 N l'excés d 'acide
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phytique du liquide surnageant risque de contaminer le préci-
pité et d'entrafner une cause d'erreur. Enfin, une solution
d'acide citrique 0,04 M. est suffisante pour maintenir le milieu
& un pH entre 2 et 2.3. Pour la mesure de 1l'indice de combi-
naison phytique, il importe de contr8ler parfaitement le pH

car nous avons établi que d&s pH 2,6 il peut apparaftre une
errour par défaut.

Pour une précipitation préparative, il est inutile
de tamponner le milieu réactionnel, car opérant avec de grands
volumes, il est plus facile d'ajuster le pH & l'aide d'un pH=-
métre.

La quantité d'acide phytique utilisée doit &tre
telle que le rapport phosphore phytique / azote protéique du
milieu se trouve supérieur a 0,60 (les concentrations étant
exprimées en Eq./1.)

Enfin, il faut limiter la force ionique en cations
monovalents qui peuvent &tre & l'origine d'inhibitions de
certaines précipitations.
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~-QUATRIEME CHAPITRE -
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% PRECIPITATION PHYTIQUE DE FRACTIONS DE PROTEINES
! :
% PLASMATIQUES OBTENUES EN ELECTROPHORESE PREPARATIVE, |

i

INTRODUCTION

e i St iy Sy . e v e, e S S

Avant de progresser plus avant dans 1'étude de la
précipitation des protéines par 1l'acide phytique, nous devons
préciser la nature de celles qui sont solubles ou insolubles
dans ce réactif.

Pour cela nous soumettons un sérum & un fraction-
nement par électrophorése préparative en veine liquide (M. 12)
La répartition des fractions est tracée & la fois par le dosage
des protéines par la méthode de LOWRY (partie technique :
chapitre VI. B) et par le dosage des glucides tobtaux combinés
par la méthode & l'orcinol (partie technique : chapitre VI C)
effectués sur chaque tube. Aprés défécation phytique, les mémes
mesures effectuées sur les surnageants correspondants nous
permettent de chiffrer pour chaque fraction le pourcentage de
protéines phyto-solubles.

DESCRIPTION DE L'EXPERIENCE :

Un volume de mélange de sérums humains est dilué
par deux volumes de tampon tris-hydroxymethyl-amino-méthane
(0,08 M) acide citriqqe (0,008 M) de pH 8,6.
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Cette dilution est injectée dans la cuve de l'appareil
pour électrophorése préparative 4 la vitesse de 2 ml/heure. La
veine liquide est garnie avec ce méme btampon et est maintenu &
une température de 5° C. Le film de liquide se déplace perpen-
diculairement au sens du courant & une vitesse de 0,5 ml/mn.
Le potentiel est maintenu & 2 400 volts sous 160 milliampéres
pendant toute l'opération (36 heures). (partie technique :
chapitre VI. A). Sur les quaramte huit tubes obtenus, on
effectue les dosages de protéines et de glucides totaux, dont
les résultats sont reproduits sur les courbes N° 1 des fi~
gures N°® 3 et 4,

Un prélévement de 50 ml de chacun des tubes est aci-
difié & pH 2,10 par addition goutte & goutte d'une solution
normale d'acide chlorhydrique. On ajoute ensuite goutte & goutte .
une solution normale d'acide phytique Jjusqu'a précipitation
totale. On centrifuge, on vérifie que le surnageant ne précipite
plus par l'acide phytique et on lyophilise. La poudre blanche -
ainsi obtenue est mise en solution dans cing millilitres d'eau
distillée et on dose les protéines et les glucides totaux, ce
qui permet de fSracer les courbes N° 2 des figures 3 et 4).

Pour chaque tube la différence de mncentration en
protéines avant et aprés précipitation phytique donne 1la
quantité de protéines précipitées et nous permet de mnstruire
la troisiéme courbe de ces figures.

e e e gt Sy D . s, . S

L'examen de ces résultats nous permet d'effectuer
dés maintenant quelques constabtations fondamentales.

1- Seule une trés faible proportion des protéines du sérum
se retrouve dans le .liquide surnageant aprés précipitation par
l'acide phytique a pH 2,10,



Courbe N° 1 ;5 ( )

jk i Concentration en protéinec
dans lfeffluent & la sor-
tie de la cuve.

50- Courbe W2 2 ¢ (=== =)

Concentration en protéines
solubles dans l'acide
phytique a pH 2,10,

Courbe N° 3 : (XxkXRRXX)

Concentration en protéines
phytoprécipitables.

2

100 ml ©

P

ML«

104

§ o -y o~ -
’%/ Py - \#"‘”-""“"'*”*"'"‘“"j

10 20 30 40

Ne des tubes.

Figure N° 3 : Blectrophorése préparative en veine liquide d'un
sérunm sanguin.
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Courbe N° 1 (x x x XX)

——

Concentration en glucides totaux
corbinéds dans 1l'effluent & 1la
sortie de la cuve.

Courbe N7 _2

O
g,

Concentration en glucides totaux
correspondant aux dérivés phyto-
solubles a pH 2,10.

Courbe N° 3 (

o o~ e oy o ey o

)

Concentration en glucides totaux
correspondant aux dérivés ph to-
précipitables a pH 2,10.

mg/100 nl.

10 20 30 Lo @
X, % CS ¥

Figure e 4 .

—— e

: Electrophorése préparative en veine liguide
T d'un sérum sanguin.
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2~ Alors gque les protéines du sérum se regroupent assez
bien en quelques fractions de mobilité électrophorétique plus
ou moins bien définie, la fractions phytosoluble de ces pro-
téines se répartit assez réguliérement tout le long du diagramme

%~ Les protéines solubles dans l'acide phytique sont rela-
tivement riches en glucides combinés, ce qui permet dés maintenant
d'émettre l'hypothése que nous sommes en présence de glyco-
protéines.

4~ Les glycoprotéines du sérum ne sont pas dans leur tota-
1ité solubles dans l'acide phytique. Une partie importante se
retrouve dans le précipité tout particuliérement dans la zone
N etxgq. I1 nous faut donc chercher &4 identifier les glyco-
protéines solubles et insolubles dans 1'acide phytique.

5- Cette expérience préliminaire est effectuée sans tenir
compte de la concentration en protéine (pour les tubes N° 4,
5 et 6 correspondants & la sérumalbumine la présence d'une
forte proportion de protéines précipitables a certainement en-
trainé une adsorption de protéines phytosoluﬂles‘sur le préci-
pitéa
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- CINQUIEME CHAPITRE -
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§ ETUDE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DU
§ SURNAGEANT ET DE L'EXTRAIT PHYTIQUE,

Nous décrivons dans la partie technique les
méthodes préparatives que nous ~.utilisons. Dans cette partie
expérimentale nous ne donnerons que les principes généraux et
les compte~-rendus des expériences qui ont permis la mise au
point de ces méthodes.

La précipitation phytique est toujours effectude a
pH 2,10 + 0,20 en présence d'un excés d'acide phytique. Le sérun
est dilué au dixiéme de fagon & limiter l'adsorption sur le pré-
cipité. Aprés centrifugation, ou filtration, on obtient un 1li-
quide limpide ne précipitant pas payaddition d'acide phytique.
C'est cette solution que nous appelons le SURNAGEANT PHYTIQUE
du SERUM. ‘

Le surnageant phytique dialysé & 4° C contre eau
distillée, concentré & température inférieure & 40° C et lyophi-
lisé donne 1'EXTRATT PHYTIQUE DU SERUM. Cette terminologie est
analogue & celle utilisée par d'autres auteurs pour 1'étude des

protéines solubles dans lés acides perchlorique, trichloracétiqus=
et sulfosalicylique.

o, s ey, ainte.

C'est un liquide incolore et fortement aphrogéne.
I1 ne précipite pas par addition d'un volume égal d'acide trichor--
acétique & 20 p. 100 ou d'acide perchlorique 1,2 N. Il reste
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limpide lorsque l'on fait varier le pH et ce quelque soit le
sens et l'intensité de cette variation. Porté & ébullition a
pH 2,10 il ne produit aucune coagulation.

- e .

Ctest une poudre blanche d'aspect spongieux, trés
soluble dans l'eau distillée. La solution aqueuse & 1 p. 100
donne un trouble en présence d'acide perchlorique 0,6 N, et d'a-

cide trichloracétique & 2,5 p. 100. Notons au passage l'importance

de la concentration en protéinegspour la définition de leur solu-
bilité dans ces acides. La solution & 1 p. 100 de 1l'extrait phy-
tique est précipitée par l1l'acide phosphotungstique. L'extrait est
insoluble dans 1l'alcool & 90°. Une solution aqueuse & 1 p. 100
de cet extrait précipite lentement par addition de 10 fois son
volume d'alcool absolu.

L'étude spectrophotométrique de la solution aqueuse
caractérise une bande d'absorption dont le maximull se situe &

2 780 . Cet extrait phytique correspond & des glycoprotéines dou:

l'hydrolyse chlorhydrique libére les glucides combinés. Aprés
hydrolyse de une heure par HC1 N, on dose 9 p. 100 d'hexoses
(exprimés par rapport & une gamme galactose / mannose : I/I).
Peux heures d'hydrolyse par HCl 2 N libére 6 p. 100 d'hexosmeine
(exprimées par rapport & un témoin de glucosamine). L'acide
sufurigque 0,01 N, libére en trente minutes & 80° Clodp. 100
d'acide N. acétyl neuraminique.

CONCLUSIONS :

Les caractéres physico-chimiques de l'extrait phy-
tique tendent & confirmer l'hypothése que nous avons émise au
chapitre précédent : il s'agit probablement de glycoprotéines,
Le pouvoir biurétogéneet l'absorption & 2 780 X cmractérisent
la copule peptidique et les restes d'amino-acides aromatiques.
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L'importance de la copule glucidique évaluée par le dosage des
glucides combinés est & comparer & celle de diverses glyco-

protéines (Tableau X.) .

Seule une trés faible proportion de 1l'extrait phy-
tique est insoluble dans l'acide perchlorique et dans l'acide
trichloracétique. Pour la suite du travail, nous devons donc
chercher & identifier certains des composants de ces prépara-
tions aux glycoprotéines solubles dans l'acide perchlorique.
Certains autres constituants sont & rapprocher des glycoprotéines
(X, surtout) perchlorosolubles mais précipitées par 1l'acide
trichloracétique.

Avant d'aborder cette identification nous passerons
en revue les critéres actuellement utilisables pour la caracté-
risation et la chssification des glycoprotéines.

- SIXIEME CHAPITRE -
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% CLASSIFICATION DES GLYCOPROTEINES DU SERUM.

Dés la fin du sidcle dernier KRAWKOW (112) MORNER
(113) et PAVY (114) signalent ll'existence d'oses réducteurs libé-
rés par hydrolyse chimique des protéines du sérum précipité par
1'alcool, la chaleur ou d'autres agents de défécation. Ces hété-
roprotéides regoivent le nom de glycoprotéines. On sait actuel-
lement qu'ils constituent la quasi-totalité des composants du
sérum sanguin, si l'on excepte la sérumalbumine qii constitue
pratiquement la seule holoprotéine du sérum, et les lipopro-
téines qui contiennent cependant une petite copule glucidique.
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Ces glycoprotéines du sérum sont constituées d'oses
(galactose et mannose) dhexosamines (N-acétylglucosamine et N-
acétyf@lactosamine), d'acide N-acétyl neuraminique et de fucose. ..
Ces résidus glucidiques forment des chaines hétéropolysacchari-
diques unies par une liaison stable de covalence aux chaines poly-
peptidiques.

L'hétérogénéité des glycoprotéines du sérum n'apparatl
nettement qu'en 1940 & la suite des travaux de BLIX,TISELIUS, et
SVENSSON (115) , RIMINGTON (116) et HEWITT (117). Le fraction-
nement par les solvants organiques, le relargage par les sels
neutres, 1'électrophorése de zone sur papiler ou en milieux gélifié:s
et, plus récemment, les méthodes de chromatographie ont confirmé
et complété cette notion d'hétérogénéité des glycoprotéines du
sérum sans introduire d'éléments déterminants pour leur clas-
sification.

Depuis 1940, tous les travaux consacrés a 1l'étude
des glycoprotéines du sérum ne peuvent que compléter leur nomen-
clature individuelle en se référant & une connaissance plus pré-
cise de leur rdle physiologique ou plus souvent encore aux pro-
grés réalisés dans leur fractionnement et leur identification.
C'est & cette nomenclature individuelle que nous devons nous réfs
rer pour la terminologie des glycoprotéines caractérisées dans
l'extrait phytique du sérum humain. Aussi tenterons nous de
définir les critéres fondamentaux susceptibles d'€tre retenus
actuellement pour leur définition et leur identification.

Dans un mélange de molécules aussi complexes que
celui des glycoprotéines du sérum, leur nomenclature doit se
référer simultanément & leur définition d'hétéroprotéines et & tou
un ensemble de criteéres fondés sur leurs propriétés physico-
chimiques spécifiques utilisées en vue de leur isolement ou de
leur identification.



155~

I. DEFINITION DES GLYCOPROTEINES DU_SERUM :
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Toutes les glycoprotéines du sérum renferment une ou
plusieurs chaines d'hétéropolysaccharides attachés & une partie
polypeptidique par une liaison stable de covalence. La grande
variabilité de composition des parts respectives des copules
glucidiques et peptidiques fait que 1l'on trouvera tous les in-
termédiaires entre certaines molécules comme la préalbumine
qui posséde toutes les propriétés générales d'une protéine et
la gycoprotéine acide &, qui renferme prés de 40 p. 100 de
glucides combinés et différe déja des holoprotéines par ses ca-

ractéres de thermostabilité (MONTREUIL, 118).

La composition chimique d'une glycoprotéine du
sérum ne présente toutefois qu'un élément relativement secon~
daire pour son identification. L'étude de sa composition gluci=-
dique (tablezu X) représente plus un critére de pureté de la pré-
paration obtenue qu'une méthode susceptible de conduire & son
identification. Il en est de méme pour son dosage d'azote. L!étudc
de sa compotition en acides aminés permettra d'identifier la pré-
albumine riche en tryptophanne (2;5 & 2,7 p. 100). Au sein des
ﬁq glycoprotéines le teneur en tryptophanne de 1l'hémopexinc est
relativenent caractéristique. Inversement 1l'une des:qu glyco~
protéines qui ne renferme quse 0,35 p. 100 de tryptophanne fut
dénommée par HAUPT et coll. (119) glycoprotéine o< q "pauvre
en tryptophanne". Pour d 'autres glycoprotéines la richesse en
proline (10,18 p. 100 de la glycoprotéine >, "HS" apparait
assez caractéristique.

Les métalloglycoprotéines & fer {(transferrine) ou
& cuivre (céruléoplasmine) représentent des entités bien connues
actuellement.
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Glycoprotéine SEO,W Hexoses Hegosamine Nﬁgtgzy}- Fucose
neuraminique
Préalbumine 4,1 0,4 0,1 - -
Glycop.acideocl 3,1 14,7 13,9 12,1 0,7
An‘c:'L’cJ:‘;ypsinec:»(,l 3,8 4,7 3,9 3,6 0,2
Glycop. ¢%
"aisément pré- 3,8 4,8 4,4 3,7 0,4
cipitable®,
Glycop. 4
'hauvre en tryp- 3,3 5,5 4,5 3,4 0,3
tophannet.
Glycop.‘xﬂ nxm 5,0 8,0 6,0 8,0 0,7
ﬁ‘:gtg%bumme 4.6 4.0 2,8 3,0 0,2
e mmens su | e |55 | o2a | o
Glycop. «Xonggn 3,7 2,0 2,0 0 0,2
Glycop.acide %, 3,7 12,0 13 17 0,6
Céruléoplasmine 7,1 3,0 2,4 2,4 0,18
Glycop. onpan 3,6 5,2 3,9 4,1 0,2
Haptoglobines 4,1 7,8 5,3 5,3 0,2
Macrqglobuline
(5 19,5 3,6 2,9 1,8 0,1
Hemopexine 4,8 9,0 74 ,O 0,4
Transferrine 4,7 2,4 2,0 1,4 0,07
Glycop.'ﬁqnfn 6,3. - - - -
Globulines ¥ "A" ¢ 7,0 3,2 2,9 1,8 0,22
Glycop. \is 2,9 6,7 5,8 S 0,2
Globulines X yym | 19 5,4 4,4 1,3 0,7
Globulines ¥ wgn | 6,6 1,1 1,3 y 3 2
Gyed

i

- Tableau N° X : Constante de sédimentation et composition glusgaféue

o o 200t 2o man s S

des glycoprotéines du sérum sanguin.

(résultats exprimés en g. p. 100 de la préparation).
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Néanmoins 1l'apport des méthodes d'études chimiques
des glycoprotéines reste comme on le voit trés limité pour
leur identification.

II.~ CRITERES PHYSICO-CHIMIQUES D D!'IDENTIFICATION.

=R Sy T SOy £ I TRINER IS SRR I AT S = [ == 2t

Cl'est en se référant & tout un ensemble de technique
d'analyse fondées sur différentes propriétés physico-chimiques
caractéristiques que l'on peut généralement aboutir a la nomen-
clature individuelle des glycoprotéines. Cette nomenclature se

N

référe le plus souvent & la terminologie adoptée par l'auteur
qui en réalisa la premiére préparation. Il existe toutefois

pour certaines d'entre elles plusieurs synonymes introduits au
cours de travaux réalisés simultanément sur la m€me glycoprotéine
par différents groupes de cherchewrs. Nous rappelons ces termes
synonymes dans le tableau XI., Dans l'ordre d'une spécificité
individuelle nous pouvons successivement envisager les méthodes

fondées sur :

-~ les caractéres de précipitation qui séparent des groupes

de glycoprotéines et sont généralement mises & profit pour leur
préparation.

- La mobilité éléctrophorétique généralement recherchée en

milieu tamponné & pH 8,2 et 8,6, mais susceptible également de
définir certaines glycoprotéines par leur comportement électro-
phorétique en milieu acide (pH 3,9 a 4,5).

- Le poids moléculaire qui représente déja un caractére

beaucoup plus spéeifique de certaines de ces molécules, utilisé
parfois pour leur nomenclature, mis & profit pour leur fraction-
nement en chromatographie de filtration sur gel de Sephadex

G, 200 et combiné & la séparation électrophorétique dans 1!'élec~
trophorése en gel d'amidon.
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Nomenclature retenue

Synonymes

Bibliographie

Préalbumine

Préalbumine riche en
tryptophanne -~ Thyroxin
binding prealbumine

SCHULTZE 120-121

Glycop. acide Xq

Orosonucoide
Séromucoide acide cxﬂ

WEIMER 122, SMITH 123
SCHMID 124

Antitrypsine o,

Glycop. C(/! 115,5 au

BUNDY 125, SCHULTZE
126-127

Glycop. oo nger

Cap "group component”

HIRSCHFELD 128-129-130
SCHULTZE 13%1-132

Haptoglobine

Séromucoide ko

JAYLE 133-134, HERMAN-
BOUSSTER. 135

Glycop. acide CKZ

® 5 meuramino~glycop.
séromucoide acide <’y

SCHULTZE 136

G'l'yCOp » CXEUHS"

glycop. ‘~'-"5‘2nBan
glycop. Hpngnn

SCHMID 137-138-1%9-140
BURGI 141 - SCHULTZE 142

Ve
Seromucoidef§1
H

Globuline 34ngu

BISERTE 143%-144

Hemopexine SCHULTZE 145, 2iéBAR
Transferrine Sidérophiline LAYRELL 147
Globulines % "A"

GldbulinesfﬁenAn
Globulines y qugn

Immunoglobulinés & "A"

HEREMANS 148

Glycop. 3,

Globulines 7 "M"

3 o mucoide

SCHULTZE 149

GlObUllneS \:3 2uyn
Globulines }5,1 my

‘3 ~ macroglobulines
‘ Immunoglobines nn

HEREMANS 150

Globulines /7 "GY

Globulines X (/) noo g

globulines u "SS"
Immunoglobulines V nGgh

HEREMANS 151

e

\\u

""%E/

Tableau XI.

S S s g iy o, ot Qo Ty

Nomenclature et synonymes pour certaines des glyco-
protéines.
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- La gpécificité antigénique fondée essentiellement sur
les éléments caractéristiques de leur structure polypeptidigue
et combinée dans l'immunoélectrophorése & la recherche de leur
diffusion en milieu gélifié et & leur mobilité électrophorétique.

A. Recherche des_caractéres_de précipitation.

T R G Sl iy Sl g S S S S . s W S S -

Le relargage par le sulfate d'ammonium initialemen’
utilisé pour définir au sein des protéines du sérum le groupe
de "globulines®précipité a demi-saturation en sulfate d'ammoniun
& pH neutre, est souvent retenu pour le fractionnement des glyco-

protéines du sérum. Son utilisation permet actuellement. de
définir des groupes de glycoprotéines selon leur zone de relar-
gage (tableau XII).

Le fractionnement éthanolique largement utilisé pour

la préparation industrielle de certaines fractions de protéines
pour usages thérapeutiques (gamma-globulines, sérumalbumine etceg}
s'avére d'utilisation plus délicate sur des quantités limitées

de préparation.

Les agents de défécation des., protéines avaient
initialement permis de reconnaitre l'existence dans le sérumw
humain d'une fraction de glycoprotéines échappant & cette préci-
pitation (BYWATERS -152-)., Dés 1948, WINZLER et coll. (153-154)
séparent de l'ensemble des glycoprotéines du sérum, une fraction
soluble dans l'acide perchlorique 0,6 N, mais précipitée par
1l'acide phosphotungstique. Initialement dénommée fraction des
"séromucoides", son hétérogéhéité fut précisée par BISERTE et
coll. (155) sur les domnées de 1l'analyse immunoélectrophorétique
et de la chromatographie sur DEAE cellulose. Les caractéres
de solubilité de certaines glycoprotéines du sérum sont utilisées
par SCHULTZE et coll. (156) pour la définition du groupe des
glycoprotéines solubles dans l'acide perchlorique 0,2 N.et
reste encore utiliséesactuellement dans certaines étapes de leur
isolement (Tableau XII.)

\

4



z giva%ol Rivanol [Ce€0, H CCl3
T one de relargage !2p. 100! 0,84 p. o
GLYCOPROTEINE, 2 ®H4)2 50, pH 7.0 109 pH 0,02 N Engg
8,0 400"
ZTIJ|ESIDSRNE XS OSORSSASSST SN SIS SICI TS SITISI TSI IRsN SRS | mINIRIn R tets | smrm s S Ta e -3 33 i3 ER -1 1-1-%3-3-}
Solution a 1p. 100
Préalbumine | 254a3,0MpH 5,0 + ~+ - +
Glycop. acidex 4 5,2 & 4,0 M pH 7,0 - - - -
Am:i‘cryps:‘Lne,~<,1 2,0 a 3,2 M pH 7,0 + - - +
¥ H 2 0 2

Glycop. X 1p§2§§§?_§;’f,, 1,5 32,0 M pH 7,0 + + + +
Glycop«¥ ,"pauvre e :

ycop «Y rgp‘éophangez,o 2,6 M pH 7,0 + + - +
Glycopn< 1"X" 2,4 é. 5,2 ].V.[ pH 5’0 + + - had
Postalbumine 4,6 8. 12,0 & 2,4 M pH 7,0 + + + +
Inh;b. t?ypsine inter1,7 41,9 M pH 7,0 + - + +

w1 Y 2
Glycop. pnggn 2,0 4 2,4 M pH 5,0 + + - +
Glycop. acidex , 2,0 42,8 M 5,0 + + - -
Céruléoplasmine 1,8 &4 2,3 M pH 7,0 + + + +
Glycop.};i2;,HS[, 1’1 a 1,4 M pH ‘7,0 + - -
Haptoglobines 1,8 &4 2,4 M pHE ,0 + + - +
Macroglobulines\i2 1,6a1,8 MPh 7,0 + + +
Hémopexine 2,4 a 3,2 M pH 5,0 - - - -
Transferrine 2,54 3,0 M pH 7,0 - - + +
Glycoprotéine i qusw | 1,4 & 2,2 M pH 7,0 - B ¥ +
Globuline "A" 1,24 2,0 M pH 7,0 - + + +
Glycoprotéine > o 1,4 41,8 M pH 5,0 - - - -
Globuline 3 1,5 41,8 M pH 7,0 - + +
Globulines x nggn 1,5 A 1,8 M PH 7,0 - i_

- , BUs

Tableau XII. CARACTERES DE PRECIPITATION DES GLYCOPROTEINES DU
TTTTTTTTT SERUM.

(+) : précipité par le réactif.
(=) : soluble dans le réactif.
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Le Rivanol utilisé pour la premiere fois en 1954
par HOREJSI et SMETANA (157) pour le fractionnement des protéinec
du sérum, compléte actuellement la gamme des agents de relar-
gage utilisés par KORINEK et Coll. (158) et surtout par SCHULTZY
et coll. (159) pour l'isolement des glycoprotéines du sérum.

La solubilité sélective de certaines glycoprotéines vi§§—vis du
Rivanol le rend en effet utilisable pour compléter certaines
étapes de leurs purification. Nous avons retenu deux modes
d'utilisation du Rivanol qui montrent la variation des carac-
téres de solubilité de certaines glycoprotéines selon la concen~
tration en Rivanol (2 p. 100 ou 0,84 p. 100) et le pH utilisé
(Tableau XII.) Ces méthodes essentiellement préparatives prennent
néanmoins un grand intérét pour la cmractérisation et 1l'iden-
tification de certaines glycoprotéines présentes en quantité
faible dans le sérum humain et qui échappent parfois & d'autres
méthodes d'identification.

B. Propriétés_physico-chimiques des_glycoprotéines :

o n e o

L'électrophorese des protéines du sérum & pH 8,6

caractérise 3 groupes majeurs de glycoprotéines : les  glyco-
prOté%%iiﬁniss o/ 5 glycoprotéines et les 3 glycoprotéines. Deux
groupes sont représen®s par les . globulines et une fraction

de glycoprotéines de mobilité électrophorétique analogue & celle
de la sérumalbumine. Chacun de ces groupes ne représente en réa-
lité qu'une distribution gaussienne d'une population moléculaire
fort hétérogeéne. L'appartenance d'une glycoprotéine & 1'un de

ces groupes électrophorétiques représente toutefois 1!'élément

de base de sa nomenclabure.

L'électrophorése du sérum en veine liquide & pH 4,5
(MEHL et Coll. -160-. ) sur papier a pH 3,9 (BISERTE -161~162)
caractérise un composant de faible point isoélectrique qui migre
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vers l'anode, se colore intensément par le réactif de SCHIFF
aprés oxydation périodique et s'identifie a la glycoprotéine

acide o4y (HAVEZ -163).

L'ultrecentrifugation appliquée & l'ensemble des

protéines du sérum s'avere douée d'un pouvoir résolutif trés
limité. Trois groupes de composants sont caractérisés : une
fraction de constante de sédimentation 19 S. correspondant & des
macroglobulines, un groupe de glycoprotéines de constante de
sédimentation voisine de 7 8. et un groupe majeur de poids mo-
léculaire plus faible qui se¢ confond dans le sérum total avec la
sérumalbumine. Un fractionnement analogue est actuellement .
obtenu par chromatographie de filtration sur gel de Sephadex G20C.

Ce sont sans conbeste 1l'électrophorése sur gel
d'amidon et 1l'immunoélectrophorése sur gel d'agar qui repré-
sentent actuellement les méthodes de référence pour la nomen-—
clature des glycoprotéines du sérum.

L'analyse immuno-électrophorétique réalise la

précipitation spécifique d'un entigéne préalablement séparé par
électrophorése dans un gel d'agar avec son anticorps homologue
correspondant. L'avantage de cette méthode réside avant tout
dans sa spécificité et sa grande sensibilité. Elle est toutefois
limitée par la qualité des immunsérums obtenus par injection du
mélange antigénique & 1l'animal.

Cette technique a permis de démontrer l'existence
de 21 arcs de précipitation, classés selon leur mobilité élec-
trophorétique et qui correspondent tous & des glycoprotéines
spécifiques (Figure N° 5). Ce sont respectivement de 1'anode
vers la cathode.

- La préalbumine riche en tryptophanne.
~ La glycoprotéine acide {4 qui migre au niveau de la sérum-
albumine.
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-~ Dans les c£4 globulines : l'antitrypsine ;(%, la glycopro-
téine ¢4 "aisément précipitable”, la glycoprotéine usy

"pauvre en tryptophanne", la glycoprotéine <7>‘~’,l ngn €%b 1l'inhi~
biteur de trypsine inter<x% - c&é.

-~ Dans les c%e globulines : la glycoprotéine Honaa s la glyco-~
protéine acide Ky, 1la glycoprotéine A suggns 1l'haptoglobine
et la macroglobuline X5 (KUNKEL 164).

- Dans les Eﬁglobulines : le séromucoide égq, la transferrine
et les glycoprotéines (g\,; qupn €t @1,,0,,.

- Dans les {;2 et ;(gldbulines : les globulines {g"A"’ la glyco-
protéine ﬁ.2, les globulines ?("M” et les globulines X ygue

Dans le mélange complexe g et 6%2 glycoprotéines
le pouvoir résolutif de l'immunoélectrophorése reste toutefois
trop limité pour permettre une identification de tous ces com-
posants dans l'analyse directe du sérum total. D'autre part,
l'absence de substances de référence g€ne souvent l'identificat: .
de certaines glycoprotéines présentes en trés faible quantité.

I1 faut signaler enfin qu'une des g{iglycoprotéines
la glycoprotéine de constante de sédimentation 4,6 S. de faible
pouvoir antigénique n'est jamais caractérisée dans ce diagramme
(HEIDE -165-).

- L'électrophorése sur gel d'amidon ajoute & la séparation

fondée sur les mobilités électrophorétiques, une filtration mo-
léculaire des protéines.

Dans le diagramme total du sérum humain les glyco-
protéines se répartissent en 9 zones essentielles :

- la zone des pré-albumines ou se localisent la préalbumine

riche en tryptophanne et la glycoprotéine acide X g
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~Préalbunine

TTGlycop. acide o,

TTAntitrypsine o<y,

oGl yCOP oSaisément précipitable. '
Glycop.d, "pauvre en tryptophanne”
Glycop. O qugn

~—-Inhibiteur de trypsine inter &4 O(;
P Glycop. acide o4&,
Cérmiéoplasmine
/ -Mac 1’*091 obuline ®<2
/“”U‘iycap. °<2 “HS"

M Haptoglobuline

—-3éromucoide 6 1
J—
— Glycoprotéine (3 qnQu

-{-}}_yc CPe (5 4nRpw

e Trangferrine

M/‘Glycop. (3 2
e ——Globuliines X npn

Globulines R wpu

——Globulines z nen

Figure N° 5 : Dlagramme 1mmunoe.s.e\,tropnoreuique des glyco-
protéines du sérum humain.

La position de chaque arc par rapport & la rigole de diffusion de
l"vmmunseﬂum dépend naturellement de la concentration en glycopro-—

A= godet de dépot ubilisé pour un gel de gélose (M. 7)

= godet de dépot ubtilisé pour un gel d'agarose (M. 1)
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-~ la zone de l'albumine ou se place l'antitrypsine cor

~ la zone post-albumine constituée de l1l'anode vers la
cathode par quatre bandes accolées qui correspondent succes-~

sivement & la glycoprotéine g Maisément précipitable", a la
glycoprotéine Xouggn, & la glycoprotéine X ongon €t enfin
au mélange de la glycoprotéine C<1“X" et de la postalbumine
"4.6 S.",

- la zone des 341 rapiaés renferme l'haptoglobine de
type I et la céruléoplasmine. '

~ la zone des - globulines correspond a la transferrine,

au sérunucoide 5513'é la glycoprotéine acide K5 et a 1l'inhi-
biteur de trypsine inter Slg o= LK e
-~ la zone ¥ =34 — du diagramme comporte essentiellement les

différentes formes d'haptoglobines de type II, mais renferme
aussi une partie des globulines 5I"A"‘

~ la zone ¥ lente identifiée par son composant majeur : la

macroglobuline . correspond également a la localisation de
la glycoprotéine 4o ainsi qu'a certaines globulines 7 g e

~ les globulines ;g"M" ne migrent pas dans ce support et
restent donc au point de départ.

~ Enfin, la zone cathodique correspond & certaines globu-

Nous schématisons figure N° 6 le diagramme d‘'une
électrophorése sur gel d'amidon des glycoprotéines connues du
sérum humain.

Aucune de ces techniques utilisées individuellement
n'est capable de fournir une identification des glycoprotéines
spécifiques. C'est en combinant la recherche des caractéres spé
cifiques de précipitation aux méthodes d'identifications électro~
phorétiques et immunologiques que l'on peut actuellement envi-
sager la définition d'un groupe de glycoprotéines.




Zone 'préalbumine’

Zone

Zone

—— e o

o vy -

A : préalbumine
B : Glyco . acide 0'-(1
"albumine"

C : Antitrypsine cx(q

: Glycop '°<l "aisément précipitable™
: Glycop. € SHESH

Glngp X ougon

: Pogtalbumine 4,6 S.

: Glyéop . O(’l nyn
rapide".

s+ Céruléoplasmine
Haptoglobine type 1

K transferrine

L : seromucoide 1

Haptoglobine type II
Inhibiteur de trypsine intere{-od,
v K lente"

P : Macroglobuline O<2
Q : globulinesK"A"
R

Glycop. (3 )

S : Globulines 3§ "M" (trait de départ)
cathodique

T.: Globulines x nGn

Pigure N°6- : Diagramme théorique de l'électrophorése en gel 4'ami-

st s s sy s s o wina

(§) La glycoprotéine

don des glycoprotéines du sérum sanguin.
"pauvre en tryptophanne'" n'a pas encore

été localisée sur ce type d'électrophorese.
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- SEPTIEME CHAPITRE -
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ETUDE ELECTROPHORETIQUE DE LA COMPOSITION DE IAEXTRAIT §
PHYTIQUE D'UN SERUM SANGUIN. 5

T. COMPOSITION D'UN_EXTRAIT PHYTIQUE OBTENU A pH 2,10 :

T IREER oD ey SIS ] o Pt

Nous effectuons cette étude sur un extrait phy-
tique obtenu par les méthodss que nous décrivons a la partie
technique : chapitre I. C. La précipitation est effectuée dans
un milieu contenant 3 g./l, de chlorure de sodium. Chaque élec-
trophorése est pratiquée sur 2 4 4 mg. d'extrait phytique.

L'électrophoreése & pH 3,9 en tampon pyridine-acide
acétique (partie technique : chapitre V. B) met en évidence un
composant majeur de mobilité anodique, intensément coloré par
le réactif de SCHIFF aprés roxydation périodique. Cette fraction
M.I caractérise la glycoprotéine acide X4 (HAVEZ 166), ILa
fraction M. 2 de mobilité faiblement anodique est gquantitativement
peu importante. Toutefois, la fraction A de mobilité faiblement
cathodique donne une colorabion intense avec le noir amido "mais
faible avec le réactif de SCHIFF aprés action de l'acide pério-
dique. Cette fraction est représentée par des glycoprotéines
neutres de copule glucidique restreinte et particuliérement
pauvre en acide N-acétylneuraminique (CHABRE -167-). Les frac-—
tions B et C, de mobilité franchement cathodique et caractéris-
tique des holoprotéines comme la sérumalbumine, ne peuvent
8tre mises en évidence sur 1l'électrophorése & pH 3,9 de l'extrait
phytique (figure N° 7).
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L'électrophorése sur papier a pH 8,6 et sur gel

dtagar & pH 8,2 (partie technique : chapitres V A et V. D)
met en évidence une fraction de mobilité supérieure & celle
de la sérumalbumine (figure N° 8). La préalbumine riche en
tryptophanne est la seule glycoprotéine connue dans cette
zone. Dans 1l'ordre des mobilités anodiques décroissantes on
trouve une zone <, trés intensément colorée par le réactif
de SCHIFF aprés traitement par l'acide périodique. Cette
fraction doit correspondre & la glycoprotéine acide = déja
signalée par l'électrophorése & pH 3,9, ce qui n'élimine pas la
présence éventuelle de sérumalbumine et de certaines autres

x4 glycoprctéines. Ces problémes seront abordés plus loin par
d'autres méthcdes. La zone X5 est : © quantitativement peu
importante mals nettement visible alors que la zone fgq et 3,
est intensémert colorée mais surtout par le noir amido. \

L'électrophorése sur gel 4'amidon met en évidence
1'hétérogénéité de l'extrait phytigue. Son interprétation ne
peut &tre entreprise valablement & ce stade de notre exposé, et
nous la reprendrons plus en détail lors de 1'étude des divers
fractionnements«de 1l'extrait phytique. Nous noterons cimplement
pour le moment que les zones pré-albumine, albumine, post-albu.
mine, "a<ﬁ," et "CXE lente® donnent des colorations par le noir

amido.

TIT. INFLUENCE DE DIVERS PARAMBIRES SUR LA COMPOSITION DE L'EXTRAS

rITeEos ¥ es e

Nous avons vu au troisiéme chapitre que divers
paramétres pouvaient modifier la précipitabilité d'une protéine
par l'acide phytique. C'est ainsi que pour certaines conditions
de pH, de force ionique et de concentration insuffisante en
acide phytique la précipitation peut &tre inhibée. Une protéine
normalement précipitable peut se retrouver dans le surnageant
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Figure N° 7 : Electrophorése sur papier & pH 3,9 d'un extrait

phytique total d'un sérum humain,

- A ¢ coloration par le noir amido.

- B : coloration par le réactif de SCHIFF apres
oxydation périodique.

Figure N° 8 : Electrophorese sur gel d'agar en milieu tamponné
pH 8,2,
colération par le noir amido.
coloration par le réactif de SCHIFF aprés oxy-
dation périodique,
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phytigue. Nous allons donc préparer des extraits phytiques
d'un sérum dans des conditions trés variables et préciser la
natire des variations de composition. Ceci doit nous amener

a4 mieux définir les causes d'erreurs & éviter lors de la défé-~
cation phytique.

sur_ la composition de l1'extrait phytigue.

Nous effectuons une précipitation phytique d'un
sérunm sanguin de fagon & obtenir le milieu réactionnel suivant :

dilution du sérum au dixiéme.
acide phytique 0,01 N,
chlorure de sodium 3 g/1.

pH = 4,5 (au lieu de 2,10).

A Dens ces conditions le précipité obtenu est peu
abondant. Il est éliminé par centrifugation & 4° C. Une partie
aliquote du surnageant est dialysée, concentrée, et, lyophilisée
pour donner l'extrait phytique & pH 4,5. Le reste du surnageant
& pH 4,5 est acidifié a pH 4,0. Le précipité phytique formé
est élininé par centrifugation et une partie de ce nouveau
surnageant, traité comme précédemment, fournit 1l'extrait phy-
tique & pH 4,0. Le reste de ce surnageant permet de préparer
successivement des extraits phytiques a pH 3, & pH 2,5 et & pH 2,
Nous obtenons ainsi, & partir d'un méme sérum dilué, cing ex~
traits phytiques dont les différences de composition sont fonc-
tion des différences de pH.

La figure N* 9 reproduit les protéinogrammes sur
gel d'agar en milieu tamponné a pH 8,2, La sérumalbumine est le
constituant majeur des extraits & pH 4,5 et 4,0. Elle a été
partiellement éliminée de l'extrait & pH 3,0. L'analyse immuno-
électrophorétique et 1'électrophorése en gel d'amidon confirme
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piontilisé

Figure N° 9 Influence du pH de la précipitation sur 1la
composition de l'extrait phytique.

Electrophorése sur gel d'agar en milieu tamponné & pH 8,2
Coloration par le noir amido. De haut en bas sont étudiées les
préparations suivantes : - extrait phytique & pH 4,5

extrait phytique a p
extrait phytique a p
extrait phytique a p
extrait phytique a p
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la: orésence de sérumalbumince dans ces trois préparations et
permet d'identifier 1la ﬁ31 globulines & la trarferrine. De
plus oun caractérise .les globulines E{uGﬁ et ?ﬁhA" surtout

a pH 4,5 et 4,0 ainsi, qu'uh certain nombre de composants
mineurs difficiles a identifier sur des préparations aussi com-
plexes. L'haptoglobine et la céruléoplasmine ne sont pas nmises
en évidence dans ces extraits.

Les extraits phytiQues a pH 2,5 et 2,1 présentent
une trés nette différence de composition : la sérumalbumine et
la transferrine ne figurent plus dans ces préparations. L'aspect
des protéinogrammes se rapproche de celui des extraits optimum
que nous avons décrits au chapitre précédent. La glycoprotéine
acide CK1 est le constituant principal. Entre pH 2,5 et pH 2,1
on constate un enrichissement relatif des composants de mobilité

qu et un appauvrissement concommittant en globulines de
mobilité §3 . Lorsque le pH de la précipitation est inférieur
a 2,0 on ne trouve dans l'extrait phytique que les seules glyco-
protéines dont le point isoélectrique est voisin ou inférieur
a pH 4,0.

Ces résultats sont a comparer avec ceux du para-
graphe III du troisiéme chapitre. Nous avions alors mis en
évidence une zone de pH (entre pH %,6 et pH 4,6) pour laquelle
la précipitation de la sérumalbumine et des globulines ¥
n'étaient que partielles. Nous devions donc les retrouver
au noins partiellement dans le surnageant.

Cette étude qualitative du surnageant phytique
& divers pH laisse entrevoir une classification possible des
protéines du sérum.

1- Les glycoprotéines phytosolubles quelque soit le pH
et qui constituent pratiquenment 1l'extrait phytique & pH 2,10.

2- Les glycoprotéines dont la solubilité dans l'acide .
phytique n'est que relative et qui ne se trouvent dans le
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surnageant que pour des pH relativement défavorables a l'ioni-
sation de l'acide phytique. (pH voisin de 2,5).

3~ Les glycoprotéines dont la réaction avec l'acide phy-
tique est comparable & celle de la sérumalbumine. La tramfer-
rine serait le type de ces glycoprotéines.

4~ Les glycoprotéines qui ne figurent jamais dans les
extraits phytiques quelque soit les conditions de pH. L'hap-
toglobine et probablement la céruléoplasmine seraient & mettre
dans cette catégorie de molécules.

Au cours des chapitres suivants nous nous attache-
rons tout particuliérement & l'identification des glycoprotéines
du premier groupe. C'est pourquoi nous retiendrons le pH 2,10
+ 0,10 comme pH optimum pour la préparation des extraits phy-
tiques.

B~ Influence de la concentration du milieu en chlorure
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a_pH_2,70.

Nous avons vu au paragraphe V du troisiéme cha-
pitre que la précipitation phytique de certaines protéines
peut &tre inhibée par la présence de chlorure de sodium dans le
milieu réactionnel. Pour mettre en évidence le rdle de la force
ionique sur la composition de l'extrait phytique nous préparons
a4 partir d'un méme nélange de sérum sanguin trois -exXbtraits.
A part la présence de concentrations variables en chlorure
de sodium dans le milieu réactionnel, les conditions de préci-
pitations sont identiques pour toutes ces préparations :

- dilubion du sérunm au dixiéme.
-~ acide phytique 0,01 N.
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- pH = 2,10 + 0,20,

La concentration en chlorure de sodium est de :
- 9 g/l. pour ll'extrait A.
- 3 g/1l. pour 1l'extrait B.

- Pour l'extrait C. on dilue le sérum par de l'eau distillé-
et on pratique la défécation phytique avec un réactif précipi-
tant privé de sodium (R. 2).

Les surnageants sont traités selon la technique
habituelle (partie technique : I. C 4), Dans le cas de 1l'ex-
traction A le surnageant précipite par addition d'un volune
égal d'acide trichloracétique & 20 g/l. Les surnageants C et
B ne précipitent pas dans les mémes conditions. De plus, lors de
la dialyse du surnageant A contre de l'eau distillée, il se forme
trés rapidement un précipité, plus particuliérement au voisinage
de la membrane de cellophane. Le chlorure de sodium dialyse plus
rapidement que l'acide phytique et la force ionique diminue.

En présence de l'excés d'acide phytique non encore dialysé,

les protéines anormalement phytosolubles précipitent. Ce préci-
pité de phytate de protéine néoformé est isolé par centrifugaticn
& 4° C, nis en suspension dans une solution isotonique de chlorux:
d'ammonium et alcalinisé modérément par addition goutte & goutte
d'une solution normale d'ammoniaque jusqu'a dissolution presque
compléte. On dialyse & 4° C contre une solution isotonique de
chlorure d'ammonium de pH 7,0 fréquemment changée, puis contre

de l'eau distillée pour éliminer le chlorure d'ammonium. La sus-
pension ainsi obtenue est lyophilisée., L'électrophorése de zone
et l'immunoélectrouphordse démentre qnelle aot counstituée pres-
que exclusivement de globulines Zﬂ“}" et )g”A"‘ On trouve

aussi de petites quantités de protéines normalement phytosolubles
probablement entrafinées par adsorption sur le précipité (figure
N° 10). Toutefois le composant de mobilité o, €st & noter

car sa concentration est loin d'&tre négligeable. Une 0(4 glo-
buline est bien révélée par un immunsérum spécifique de 1l'extrais
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phytique. Enfin, une certaine proportion de la préparation
difficilement soluble doit correspondre & des globulines XBG"
et E{HAH partiellement dénaturées pendant les manipulations.

- Btude électrophorétique de la composition des extraits
‘A.(’B et C.

La figure N° 10 reproduit les protéinogrammes de
ces extraits. La préparation A obtenue & partir d'un milieu
isotonique se caractérise par une richesse en protéines de mo-
bilité ﬁgg et ¥ ..Les zones K, et K, et préalbunine sont
nettement caractérisées. L'analyse immunoélectrophorétique et
1'électrophorése sur gel d'amidon identifie les globulines

E‘uG" et z/"A" comme constituants principaux de cet extrait.
Nous avons déja vu qu'une partie de ces protéines avait préci-
pité lors de la dialyse de cette préparation.

Par opposition la préparation C est obtenue en
milieu desionisé ne présente pratiquement que trois composants :
préalbunine, globulines Xy et c(1 lente (figure N° 10).

Entre ces deux extr8mes, se situent la préparation
B, L'extrait phytique B obtenu en milieu demi-isotonique est
relativenent moins riche en globulines a{"G" et X;A" que
l'extrait A.

Ces protéinogrammes nontrent bien 1l'influence de
la force ionique sur la composition de 1l'extrait phytique. Pour
la préparation d'un extrait aussi représentatif que possible des
constituants phytosolubles du sérum il semble préférable d'opérexr
en présence de 3 g/l. de chlorure de .sodium. Pour obtenir un

extrait destiné & la caractérisation et & l'isolement de cer-
taines glycoprotéines, le choix d'une force ionique convenable




176~

gréulﬁ‘

Précipité A

Figure N° 10 : Influence de la force ionique du milieu
de défécation phytique sur la composition
de l'extrait.

Electrophoréses sur gel d'agar en milieu tamponné & pH 8,2.
Coloration par le noir amido.

A- extrait phytique préparé en milieu isotonique.
B- extrait phytique préparé en milieu demi-isotmigque.
C~ extrait phytique préparé en milieu privé d'ion sodium.

Précipité A : précipité formé lors de la dialyse de ll'extrait
phytique A,
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permet d'obtenir une préparation plus riche en certaines frac-
tions et de composition moins complexe, donc mieux adapté au
but recherché.

C-~ Influence d'un léger défaut en acide phytique sur la

————— iy — —— i S o S o - —p——— -

composgition de 1l'extrait phytigue :

.- Nous avons vu au paragraphe IV du troisiéme chapitre
que, si la concentration relative en acide thytique est insuf-
fisante, la précipitation d'une protéine n'est que partielle.

Les globulines ¥ précipitent pour une concentration relative

en acide phytique plus faible que celle nécessaire & la préci=-
pitation totale de la sérumalbumine. Il nous faut donc établir
sur un extrait phytique obtenu en présence d'un léger Jdéfaut

en réactif précipitant, l'incidence de ce défaut sur la composi-
tion de 1l'extrait,

Pour préparer cet extrait on mélange successivenent

- 1 volume de sérum sanguin,
- 3 volumes de solution de chlorure de sodium a 9 g/l.
- 5 volumes d'eau distillée.

On ajuste & pH 2,10 avec une solution normale d'acidc
chlorhydrique. On ajoute ensuite par petites portions une solu-
tion normale d'acide phytique. Aprés chaque addition de réactif
précipitant on agite et on filtre quelques millilitres de la
suspension. On arréte l'addition de réactif précipitant lorsque
le filtrat limpide ne donne plus qu'un trouble léger par ad-—
dition d'un excés d'acide phytique. Le surnageant limpide ainsi
obtenu est dialysé, concentré & une température inférieure &
40° et lyophilisé selon les techniques habituelles. '
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Le protéinogramme de cet extrait phytique met
en évidence une quantité importante de X-globulines ainsi
qu'une forte proportion de [31 et {Szzglobulines. Ceci est
confirmé par 1'étude immunoélectrophorétique qui ne révéle par
ailleurs aucune différence fondamentale de composition com~
parée & celle d'une préparation obtenue avec un excés d'acide
phytique. En particulier on ne peut nettre en évidence ni
transferrine, ni haptoglobine qui ne restent dans le surnageant
que pour des concentrations trés faibles en acide phytigue. Dans
ces conditions trés défavorables la plupart des protéines sont
partiellement solubles.

Les globulines a("G" sont donc les plus difficiles
4 précipiter par l'acide phytique lorsque l'on opére sur un
mélange de protéine tel que le sérum sanguin. Ceci est d'autant
plus remarquable que pour obtenir une précipitation & partir d'uue
solution pure, les Elglobulines nécessitent une concentration
relative plus faible que pour une solution analogue de sérumal-
bunine.

Il faut donc dissocier deux phénoménes

1- certaines protéines comme la sérumalbumine sont plus
avides d'acide phytique due d'autres, comme les zggﬂobulines
et en mélange, auront tendance & précipiter les premiéres.

2- Un poids donné de sérumalbumine se combine & un nombre
de molécules d'acide phytique plus grand que ne le fait un
poids égal de X globulines. Pour précipiter'totalement, la
sérumalbumine nécessite donc une concentration en acide phy-
tique plus élevée. Cette différences de consommation dlacide
phytique pour obtenir une précipitation totale, se retrouve
d'ailleurs dans la comparaison des indices de combinaisons phy-
tique de ces protéines.
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Par expérience nous savons que, pour les dilutions
de protéines que nous utilisons, une concentration de 0,01 N en a
acide phytique est généralement suffisante. Il est toutefois
prudent, avant de traiter un surnageant, de contr8ler qu'un
prélévement de quelques millilitres- ne précipite pas par
addition d'un excés d'acide phytique.

CONCLUSIONS :
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Nous savons maintenant que l'extrait phytique se

compose pour une part trés importante'de glycoprotéines acide

A q et de préalbumine & cfté d'autres glycoprotéines carac-~
térisées en plus faibles quantités.

Les conditions optimales pour obtenir un extrait
phytique du sérum humain peuvent &tre définies comme suit :

- protéines : 6 4 8 g/l.

- pH : 2,70 + 0,20,

- acide phytique : 0,01 N.
chlorure de sodium : 3 g/1.

1

Si 1l'on opére en présence d'une force ionique en
chlorure de sodium plus importante (9 g/l.) on enrichit 1l'extrait
en constituants de mobilité électrophorétique @B, et ¥y . 8i
au contraire on opére en milieu desionisé la préparation obtenue
est plus concentrée en X glycoprotéines et en préalbumine.

Dans des conditions défavorables & la formation de
phytate de protéine (pH 2,5 & 3,0) ou de concentration en acide
phytique légeérement insuffisante, les globulines 2§"G" se retrouvern
dans 1l'extrait phytique, alors gue les préparations obtenues dans
les conditions optimales n'en contiennent que des traces. Ces glo-
bulines X/"G" sont donc & considérer comme des composés partiel-
lement phytosolubles.
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ETUDE IMMUNOCHIMIQUE DE L'EXTRAIT PHYTIQUE.

Pour cette étude nous citilisons deux types d'im-
munsérums :
1- sérums de chevaux immunisés contre l'ensemble des
protéines du sérum sanguin (Inmmnsérun N* 223 et 306 de 1l'Ins-
titut Pasteur de Paris ) (M. %9).

2- sérums de lapins immunisés contre les protéines de
divers extraits phytiques selon le protocole gque nous avons
décrit dans la partie technique (VII. E).

Les arcs de précipitation spécifiques des glyco-
protéines de l'extrait phytique sont obtenus de deux maniéres

1- On révéle une immunoélectrophorése d'un exbtrait phy-
tique avec les divers imnmunsérunms.

2- On peut également chercher sur une immunoélectrophorése
d'un sérum sanguin quels sont les arcs révélés par les inmun-
sérums spécifiques des glycoprotéines de l'extrait phytique.

Les grandes différences de concentration relative
gue l'on trouve dans les extraits phytiques et dans le sérum
sanguin d'une part et d'autre part les grandes différences de
réactivité des immunsérums globaux et spécifiqueéﬂau’ils est
impossible de révéler tous les composants sur une seule lame. Il
nous faut donc pratiquer plusieurs immunoélectrophoreses avec
des quantités variables de préparations pour obtenir une analyse
compléte,
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Nous reproduisons figure N® 11 un schéma récapi-
tulatif des eros que l'eon peut trouver sur les immunoélectro-
phoréses d'un extrait phyiigue ou que peuvent révéler les im-
munsérums spécifiques. Pour faciliter l'exposé, les arcs sont
numérotés de 1 a 12.

Pour un certain nombre de ces arcs nous pouvons
au moins & titre d'hypothése les attribuer & des glycoprotéines
connues., Pour d'autres, il nous faut quelques expériences com-~
plémentaires.

- Ltarc N° 1 est caractéristique de la préalbumine. Les

dosages de tryptophanne doivent nous permettre son identifica-
tion définitive.

- L'arc N° 2, toujours assez aplatl correspond au composant

majeur desS extraits, il s'agit de la glycoprotéine acide C(1
qui est un mauvais antigéne.

Au contraire, l'arc N° 3 est bien dessiné, concave

et intensément coloré. Il peut &tre attribué a l'antitrypsine

X 4 de SCHULTZE (168). Dans cette zone CKﬁ on trouve fréquem-
ment un ou plusieurs arcs de faible courbure et assez éloignés de
la rigole. Les constituants correspondants ne sont présents qu'a
de trés faibles concentrations. Nous devons chercher par des
expériences complémentaires, & les identifier & certaines des
post-albumines actuellement connues : glyCOprotéinesGQaisément
précipitable", glycompotéine Qiq "pauvre en tryptophanne",
glycorpotéine °<1"XW et inter o, -, "inhibiteur de trypsine".

~ Les arcs N* 7 et 8 de mobilité légérement supérieure a

celle de l'haptoglobine, sont d'intensité trés variables d'une.
préparation & l'autre.

-~ Dans la zone @31’ on trouve un arc (N° 9) trés bien des-
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Figure N° 11 : Diagramme immunoélectrophorétique des
4 glycoprotéines phytosolubles.

Nous proposons au onziéme chapitre une interprétation de
ce diagramme.

A = godet de dépot utilisé pour un gel de gélose (M 7)
B = Fosse de dépct utilisé pour un gel d'agarose (M. 1)
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siné, assgez large mais de contour précis. Sa mobilité electro-
phorétigque est léglvement supirieure & celle de la transferrine
I1 nous faut d'aberd prouver 31731l ne s'agit pas de transferrine
et ensuite, par des technigues gpéeifiques, 1l'identifier & l'une
des 631 glycoprotéines.,

- L'arc N° 10 bien dessiné peut &tre attribué & la glyco-
pI‘O’té'ine @ 20

- Larg N° 11 trés étiré et souvent déformé correspond a la

globuline ¥

Enfin, nous avons fait figurer 1l'arc 2("G"(arc Ne 12
que l'on trouve dans certaines préparations pour les raisons que

nous avons développées au chapitre précédent. Sa révélation par
les immunsérums spécifiques des extraits phytiques se justifie
par la communauté de certains déterminants antigéniques des
globulines ){"G" et 2{"A" .

Par la technique d'immunodiffusion d!OUCHTERLONY
(partie technique : chapitre VII. B) on prouve indiscutablement
que la transferrine, I 'haptoglobine et la sérumalbumine ne fi-
gurent pas dans les extraits phytiques, obtenus dans les condi-
tions optimales. En effet, les arcs obtenus avec ces protéines
coupent franchement ceux correspondants & l'extrait phytique.
Quel que soit la concentration et les immunsérums utilisés nous
n'avons pu mettre en évidence aucun racordement pouvant laisser - .
supposer que ces trois composés se ‘trouvent méme & 1l'état de
trace dans les extraits phytiques. Elles peuvent donc &tre éliminées
de l'interprétation de l'immunoélectrophorése et les arcs N° 2
7, 8 et 9 doivent &tre attribués & d'autres molécules.

Cette méme technique nous prouve que la glycoprotéine
acide o<1 et la globuline }{"Ansont des composants majeurs de
l'extrait phytique. L'absence de produits de référence nous
emp8che d'effeptuer les autres identifications par la méthode
d 'OUCHTERLONY,
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Ltutilisation des quelques rares immunsérums
vraimént spéecifiisc: nous confirme ces premiers i 4sultats.
Un immunsérum comnezcial riche en anticorps spécifiques de 1la
- glycoprotéine CXéuggn ne donne pas de réaction positive avec
les extraits phytigues,

CONCLUSIONS :
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Cette technique s'avére donc trés limitée dans
ses possibilités d'identification de glycoprotéines mineures
du sérum humain. A ce stade de notre travail nous pouvons
affirmer l'existence dans l'extrait phytique du sérum de 11
glycoprotéines différentes parmi lesquelles sont identifiédes
avec certitude : :

- La glycoprotéine acide CKQ et la globuline E{ﬁA"'

Nous éliminens définitivement 1l'existence de la
sérumalbumine, de la transferrine, de 1'haptoglobuline et de
la céruléoplamine gui représentent toutes des composants
majeurs des protii. s du sérum, aisément caractérisées par les
méthodes habituali’i i,

I1 noie ceste a confirmer la nature chimique de
la préalbumine et & :dentifier quatre ou cing g globulines,
deux o, globulines, une @4 globuline et une (’ng globuline.
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IDENTIFICATION DES GLYCOPROTEINES DE L'EXTRAIT
PHYTIQUE PAR REACTIONS SPECIFIQUES.

La seule fagon d'identifier avec certitude une
glycoprotéine est de pratiquer, lorsqu'elle existe une réaction
spécifique, qui généralement correspond au rble biologique
de cette molécule, C'est ainsi que l'on caractérise la trans-
ferrine par fixation du fer, la céruléoplasmine par son cuivre
et ses propriétés péroxydasiques, l'haptoglobine par formation
de son complexe avec l'hémoglobine et par 1l'étude de l'activité

peroxydasique de clui-ci. Malheureusement nous ne disposons
actuellement que d'un nombre trés limité de réaction de ce
type. MEme quand le rdle physiologique d'une glycoprotéine

est connu, les techniques d'identifications qui doivent en
découler ne sont pas encore codifiées ou alors son’ encore
difficilement praticables par les laboratoires non spécialisés.
Clest le cas par exemple des divers inhibiteurs de protéases
et des transporteurs de thyroxines.

Parmi les protéines que nous cherchons & identifier
seul le séromucoide £%1 posséde une réaction caractéristique.
En effet, BISERTE et coll. (169) ont montré que le séromucoide

ﬁ31 peut se combiner avec le cytochrome ¢ et la myoglobine
alors que dans les mémes conditions l'haptoglobine ne réagit
pas. Une électrophorése sur papier & pH 6,9 d4ne solution
de séromucoide {3, additionnée de cytochrome ¢ de cheval
forme monomére du cytochrome, traitée par 1'o-dianisidine ré-
véle ce chromoprotéide. On peut ainsi mettre en évidence une
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zone colorée en rose brunftre autour du point de départ, qui
correspond au cytochrome en excés et une autre zone plus
précise de mobilité anodique qui met en évidence la combinaison
du séromucoide (3 4 avec le cytochrome.

La caractérisation d'une forme combinée de cyto-—
chrome ¢ avec l'un des composants de l'extrait phytique du
sérum est démontrée en électrophorése sur papier & pH 6,9
(figure N° 12). Cet  extrait phytique utilisé seul ne renferme
aucune trace de chromoprotéide révélé par l'o-dianisidine. Ce
résultat confirme donc l'absence d'un complexe hemoglobine-
haptoglobine et celle d'une forme de séromucoide £31 combiné
4 l'héme prééxistante. Enfin la spécificité de la liaison du
géromucoide €31 avec le cytochrome ¢ nous permet d'envisager
l'existence de cette glycoprotéine dans l'extrait phytique.

- DIXIEME CHAPITRE -
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APPLICATION DE DIVERSES TECHNIQUES DE FRACTIONNEMENT %
A LA CARACTERISATION DES GLYGOPROTEINES PHYTOSOLUBLES |
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En 1l'absence de la plupart des produits de réfé-
rence qui nous permettrait une identification immunochimique
et faute de réaction spécifique nous sommes donc obligés de
fractionner les extraits phytiques. La comparaison des résul-
tats de 1l'étude électrophorétique et immunochimique de chaque
fraction avec les propriétés physico-chimiques des glycoprotéines
actuellement connues, doit nous permettre de progresser dans
1l'identification des'composés phytosolubles.
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Figure N° 12 - Mise en évidence de la fixation du cytochrome c¢
par le séromucolde P4

- A : Bxtralt phytique + cytochrome o
- B : Cytochrome ¢ témoin

(Electrophordses en milieu tamponné & pH 6,9 -
coloration par 1l'o-dianisidine).
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I. CARACTERISATION DES GLYCOPROTEINES PERCHLOROSOLUBLES DE
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Depuis les travaux de WINZLER (170-171) la
solubilité dans 1l'acide perchlorique a permis d'isoler ou
d'identifier certaines glycoprotéines. SCHULTZE et coll. (172)
démontrent que cette solubilité est fonction de la concentration
en acide perchlorique. L'extrait perchlorique 0,6 N est surtout
constitué par la glycoprotéine acide o§1 alors que 1l'extrait
perchlorique 0,2 N est beaucoup plus complexe. Ces auteurs y
trouvent la glycoprotéine aeide gﬂq, 1'antitrypsine X4, la
glycoprotéine O(qﬂxn? la glycoprotéine acide 0(2, la glyco-
protéine &{onggny la glycoprotéine Konggns 1'haptoglobine
1'hémopexine et la glycoprotéine 652. Ces composants sont
isolés par relargage par le sulfate d'ammonium, par électro~
phoreése préparative sur chlorure de polyvinyle et fractionnement
par le Rivanol. L'extrait perchlorique 0,2 N contient en plus
de faibles quantités de sérumalbumine, de transferrine et de
globulines }{"A" et Bﬁqy“ C'est ce que nous avons trouvé sur
un extrait perchlorique 0,2 N (partie technique : chapitre IX.)

La saturation d'un immunsérum anti-protéines sériques
par l'extrait perchlorique 0,2 N fait disparaitre l'arc cor-
respondant & la glycoprotéine acide 5‘;’ a4 l'antitrypsine O
ainsi qu'aux globulines X,,A,, et X"G"‘ Par ailleurs,
1'intensité de I%Ec §eriggﬁement diminuée.

Avec un immunsérum spécifique des extraits phytiques,
saturé dans .les mémes conditions par un extrait perchlorique
0,2 N nous ne pouvons obtenir aucune révélation sur une immuno-
électrophorése de sérum humain. Bien que ce type d'expérimen-
tation donnant des résultats négatifs ne puisse fournir une
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preuve absolue, on peut au moins admettre 1l'hypothése que tous
les composants antigéniques de 1l'extrait phytique se retrouvent
au moins partiellement dans 1l'extrait perchlorique 0,2 N,

Une solution & 5 p. 100 de cet extrait perchlorigue
traité par l'acide phytique & pH 2,10 selon la technique habi-
tuelle donne un précipité faible, qui est éliminé. Le protéi-
nogramme de la fraction phytosoluble comparé & celui de l'extrai®
perchlorique, révéle une concentration plus élevée en préalbu-
mine et en ()(1 glycoprotéine et plus faible en g¢ 5, et %{ .

Le transferrine et l'haptoglobine ne figurent plus sur 1'immuno-
électrophorése de cet extrait.

Inversement, une solution & 5 p. 100 d'un extrait
paytique traité par l'acide perchlorique 0,2 N donne un léger
précipité, constitué surtout par des{B globulines (probablement
glycoprotéine @ o et sérumucoide (3 qavec une trace d'o-(,] e’cg('2
giycoprotéines visible sur 1l'immunoélectrophorése (figure N° 13
lames A et B). Vue la trop faible quantité de matiére isolée,
i1l est impossible de préciser si nous sommes en présence de cone-
tituants mineurs encore inconnus ou bien s'il s'agit d'une préci-
pitation partielle de glycoprotéines déja identifiées. Dans la
“raction perchlorosoluble de cet extrait phytique on retrouve
censiblement tous les composants de l'extrait phytique d'originc
(figure 13, lames C et D),

CONCLUSIONS :

mooomommrr IS e

La comparaison de l'extraction par l'acide phy-
tique 0,01 N, de pH 2,10 et par 1l'acide perchlorique 0,2 N,
nous permet les déductions suivantes

- Les glycoprotéines phytosolubles se retrouvent sensi-
blement dans l'extrait perchlorique 0,2 N. Toutefois lorsque
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Figure N° 13 - PFractionnement d'un extrait phytique par l'acide
perchlorique 0,2 N,

A et B : Fraction précipitée par l'acide
perchlorique 0,2 N,

C et D : Fraction soluble dans l'acide perchlo-
rique 0,2 N,
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l'on traite un extrait phytique par l'acide perchlorigue, on
précipite une trés faible quantité a’ &< o et é} globulines.

- Inversement, le traitement par l'acide phytique & pH
2,10 permet d'éliminer d'un extrait perchlorique 0,2 N les
traces d'haptoblobines, de transferrine et de sérumalbumine
qui peuvent s'y trouver.

II. FRACTIONNEMENT D'UN_EXTRAIT PHYTIQUE PAR LE RIVANOL.
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Certains colorants dérivés de llacridine comme
le Rivanol précipitent de nombreuses protéines. Comme le
montre STASTNY (173), la solubilité d‘'une protéine dans le
Rivanol est fonction de la concentration en colorant, du pH
du milieu et de la force ionique. SCHULTZE et coll. (174) ap-
pliquent cette technique au fractionnement des extraits per-
chloriques. Nous avons regroupé dars le tableau XII. les
solubilités des divers glycoprotéinss en solution & 1 p. 100
dans le Rivanol 2p. 100 & pH 7,0, e% 0,84 p. 100 pH 8. La
glycoprotéine acide L OF 1'hémopexire, la transferrine, la
glycoprotéine @32 et les globulines Xy, et ¥ ugny Se
retrouvent dans le surnageant. Les glycoprotéines sont géné-
ralement plus solubles dans le Rivanol & 0,84 p. 100 & pH 8,0
(tableau XIV), conditions que nous utilisons pour notre
expérimentation (partie technique : chapitre X.) Un extrait
phytique traité par le Rivanol donne uwn précipité riche en
préalbumine et en a{e glycoprotéine, avec une trace de c(f1
et @3 2 globulines comme le montre le protéinogramme (figure
n® 14), Le surnageant de composé d' &K, et (32 glycoprotéines
avec des traces 4d' & o et 6’1 globulines. Ces protéinogrammes
sont vraiment complémentaires 1l'un de l'autre.
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"L'étude immunochimique permet d'identifier dans
le précipité la préalbumine, deux 6(1 glycoprotéines, une CKé
glycoprotéine ainsi qu'une trace de globulines '§{;A". Dans
le surnageant on caractérise la glycoprotéine acide qu une
autre O<1 glycoprotéine, une c(é glycoprotéine, le séromucoide

@.1 et la glycoprotéine 1\2. L'électrophorése & pH 3,9 confirme

la présence de glycoprotéine acide @£, & c8té d'une importante
fraction M 2 et d'une zone A nettement visible. La recherche
du sérouucoide 651 par fixation de cytochrome ¢ de cheval et
électrophorése a pH 6,9 est fortement positive sur le surnageant.

Un immunsérum spécifique de la globuline g{ npn
montre que cette glycoprotéine n'est que partiellement soluble
dans le Rivanol et gu'une partie non négligeable se retrouve dans
le précipité (Figure N° 14, lame D).

Malgré 1'absence d'une rigueur absolue dans les
caracteéeres de précipitation ou de solubilité dans le Rivanol, les
résultats obtenus nous permettent de considérer que cing glyco-
protéines caractérisées dans l'extrait phytique sont solubles dans
le Rivanol & 0,84 p. 700 & pH 7,0. Ce sont respectivement la
8lycoprotéine acide c(1 (arc N° 2 du diagramme), une o, glyco~
protéine (arc 7 ou 8), le séromucoide 631 (arc 9) et une glyco-
protéine (3, (arc 10). La globuline zann (arc 11) est carac-
térisée dans la fraction soluble et dans le précipité.

ITI. FRACTIONNEMDNT D'U
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Un extrait phybtique du sérum sanguin est soumis
& 1l'électrophorése préparative en veine liquide, e ffectuée en
tampon tris-hydroxyméthylamino-méthane (0,008 M)-acide citrique
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obtenu.
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Eraction

soluble

Figure N° 14 -

Fractionnement d'un extrait phytigque par le
RIVANOL,

Fraction précipitée par le Rivanol 0,84 p. 100 pH 8,0.
Praction soluble dans le Rivanol 0,84 p. 100 pH 8,0.
Mise en évidence des globulines ¥, gn dans les

fractions solubles et insolubles, & ltaide d'un
immunsérum spéeifique.
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(0,008 M) de pH 8,6, avec un appareil Elphor-Vap (M. 12) avec

un potentiel de 2 400 volts sous 160 milliampéres. Une solution
a 2,5 p. 100 d'un extrait phytique du sérum sanguin dans le tampcn
pH 8,6 est injectée dans une cuve & la vitesse de 2ml/h. La tem-
pérature est maintenue constante & 5° C, La vitesse de dépla-
cement du film de liquide dans la chambre est de 0,5 m&/mn. Les
fractions receuillies dans 48 tubes sont dosées & l'aide d'un
appareil d'asnalyse automatique (M 33). On trace ainsi la courbe
des concentrations en protéines, en oses réducteurs libérés par
hydrolyse et en tryptophanne combiné (parties technique

chapitre VI B, C et D).

Les résultats obtenus sont rassemblés dans la
. figure N*®* 5. Une fraction de mobilité trés rapide & pH 8,6 se
caractérise par sa richesse en tryptophanne (Fraction 1). Elle
précéde immédiatement un pic homogeéne et symétrique riche en
protéines et en oses combinés, qui représente le composant ma-
jeur de la préparation (fraction II). Un autre groupe de
composant de mobilité ©L, et (3 globulines est identifié par
le dosage des protéines. L'étude des courbes établies par le
dosage des oses et du tryptophanne démontre son hétérogénéité
et permet de distinguer 4 fractions différentes : une fraction
rapide de mobilité CKé globulinique correspondant & des glyco-
protéines pauvre en tryptophanne (fraction III), une fraction
globulinique riche en tryptophanne (fraction IV), une
fraction légérement plus cathodique plus riche en glucides
combinés (fraction V) et enfin un dernier groupe de composants
(32 globuliniques moins riches en glucides combinés (fraction VI’

Les fractions sont séparées, dialysées, puis lyo-
philisées. Une étude électrophorétique et immuno-électrophorétique
en gel d'agar est pratiquée en utilisant des immunsérums prépa-
rés chez le lapin & partir d'extraits phytiques de sérum
humain.
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Figure N° 15 = Electrophorése préparative en veine liquide de
l'extrait phytique : les fractions sont recueillies
dans 48 tubes.

Les dosages de protéines (en mg p. 100 ml : s=—=—m o==mw=,), des 0sSés

réducteurs 1ibérés par hydrolyse (en mg p. 100 ml : O~==w0=—==0) e}

du tryptophanne (en millimoles : Oessesapaeeeap) téalisées sur chacun

des tubes permettent d'identifier 6fractions numérotées de I & VI .

Ces fractions sont étudiées en électrophoreése sur gel d‘'agar tampon--

né a pH 8,2.
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La fraction I, riche en tryptophanne, s'identifie & la préal-
bumine. Le composant majeur de la préparation (fraction 1I) cor-
respond & la glycoprotéine acide ©{,. L'identification de

cette glycoprotéine est réalisée par saturation des immunsérums
avec des préparations de glycoprotéine acide CK% purifiée, ainsi
que par électrophorése & .pH 3,9 sur laguelle on observe une frac-
tion homogéne de mobilité anodique, intensément colorée par le
réactif de SCHIFF apreés oxydation périodique. On y trouve en
plus une petite quantité de préalbumine ainsi qu'une G(,l glyco-~
protéine visible sur 1'!'immuncélectrophorése.

La fraction III renferme 5 composants antigénigques
deux X1 glycoprotéines, deux '6<2 glycoprotéines et une 63-
globuline. L'étude immunochimique de ces préparations permet
d'assimiler l'une des eX, glycoprotéines & l'antitrypsine C¥<1
Aucun de ces arcs de précipitation ne correspond & la céruléo-
plasmine ni a l'haptoglobine, ni & la macroglobuline z>(2.

La fraction IV présente un pouvoir de liaison wvis-
d-vis de 1'héme et du cytochrome c. Elle se localise dans le
diagramme par sa richesse en tryptophanne (HEIMBURGER 175).

Elle correspond donc au séromucoide 4+ Ony décéle aussi
un peu de globuline ar"A"' La fraction V donne deux arcs de
précipitation, que 1l'on peut rapporter aux globulines }f}An
et a légprg¥éine (32. La derniére fraction correspond encore
aux globulines 2{nAu avec un peu de globulines E{FG"‘ Ce qui
est confirmé par la révélation d'une immuncélectrophorése avec
un immunsérum de lapin immunisé contre les globulines 2{"A"'

Cette expérience nous confirme un certain nombre
d'identifications en particulier nous pouvons dés maintenant
considérer comme certaines celle de la préalbumine, de la
glycoprotéine of 4, de 1'antitrypsine o4 ,du séromucoide {3 11

de la glycoprotéine (3;2, et des globulines Z{HA" et Zf"G".
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La fraction F2 est plus complexe. On y retrouve
les globulines E(WA" & cBté d'autres constituants identifiés a
la préalbumine, la glycoprotéine acide <044, ltantitrypsine cxiql
une troisiéme o€, non identifiée, deux oK, globulines et au
séromucoide (3 qe

La fraction III, quantitativement mineure, cor-
respond a des petites molécules. La glycoprotéine (32 y est
parfaitement identifiée. Cette fraction renferme en outre une
certaine quantité de préalbumine.

Ce fractionnement s'avére donc trés limité dans son
pouvoir séparatif. Il confirme néanmoins l'absence dans l'extrait
phytique de glycoprotéines de poids moléculaire supérieur &
celui des globulines 2{"A" (8,5, = 7) et la présence d'une (32;
glycoprotéine de faible taille. Ceci confirme donc son identi-
fication avec la glycoprotéine észzde constante de sédimenta-
tion 2,9 S (voir tableau X.).

La majeure partie des composants de 1l'extrait
phytique ont donc un comportement enchromatographie sur Sephadex
G 200 qui les assimile & des molécules de sédimentation comprise
entre 3 S-et 6 S.

V. FRACTIONNEMENT DES CONSTITUANTS D& L!'EXTRAIT PHYTTQUE PAR
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RELARGAGE AU SULFATE D'AMMONTIUM.
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Le relargage par le sulfate d'ammonium fournit
une excellente technique de fractionnement pour les mélanges
de protéines. Facile & pratiquer il ne dénature pas la plupart
des protéines. Les fractions obtenues sont facilement isolées
par centrifugation et purifiées par dialyse.
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Cette technique présente toutefois quelques incon-
vénients. Il est difficile de définir de fagon précise la zone
de relargage d'une protéine particuliére. La concentration en
protéine dans la solution peut entrafner des variations notables
de .la précipitabilité. Méme en opérant en solution diluéde, il
est impossible d'éviter la coprécipitation de certaines protéines
normalement solubles dans les conditions de 1l'expérience. Cela
ne géne en rien 1l'étude des composants majeurs d'une fraction.
Par contre pour 1'étude des conmtituants mineurs il est difficile
de les différencier des protéines partiellement coprécipitées.

La composition d'une fraction obtenue par addition
de sulfate d'ammonium & une solution de protéine n'est pas fonc-
tion uniquement de la variation de concentration en sulfate
d'ammonium, mais dans une certaine mesure dépend des traitements
préalables par ce réactif. Par exemple, la fraction des protéines
précipitées entre X et 2 X molaires en sulfate d'ammonium & un p=
donné, n'aura pas le méme composition si par un traitement préa-
lable on améne le milieu & la concentration X molaire en une -
ou en plusieurs étapes, éliminant le précipité formé & chaque(f%i)
stade. ol

Les caractéres de relargage ne peuvent &tre consi--
dérés comme des constantes physiques rigoureuses que lorsqu'elles
sont appliquées dans des conditions bien définies & des protéines
purifiées. L'interprétation des résultats d'une expérience
effectuée sur un mélange complexe de protéine doit donc &tre
nuancée, c'est pourquoi nous préférons effectuer 1l'extraction
phytique de fractio-ns de protéines sériques obtenues par
relargage. L'étude de ces extraits permet d'identifier les com~
posants phytosolubles de ces fractions correspondant aux défi-
nitions gue l'on trouve dans la bibliographie. A priori il
n'en aurait pas nécessairement été de méme si une solution d'ex-
trait phytique du sérum avait été traitée par le sulfate d'am-
monium. En effet lors de la défécation phytique
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Ues protéines et quelques glycoprotéines sont éliminédes et
en particulier les constituants pondéralement trés importants
(sérum—-albumine, transferrine par exemple).

Avant d'effectuer la précipitation phytique d'une
fraction, nous dialysons la préparation & 4° contre de 1l'eau
distillée fréquemment changée pendant plusieurs jours. Nous
avons vu que . - ‘troisiéme chapitre  paragraphe V) le sulfate
d'ammonium & partir de 0,08 M.inhibe 1a/*p'récipitation phytique
et que de toute fagon la force ionique en cations monovalents
doit &tre contr8lée (septiéme chapitre, paragraphe II. B).

s pen o e, o, e, S P, et o e i, e

Pour illustrer nos résultats nous allons décrire
un schéma de fractionnement utilisé par SCHULTZE et coll. (176)
pour 1l'étude des glycoprotéines solubles dans l'acide perchlo-
rique 0,2 N, Par électrophorése préparative sur chlorure de
polyvinyle en milieu tamponné & pE 8,6, ces auteurs isolent
la glycoprotéine ﬁ%a de la fraction précipitée & pH 7 entre
1,4 et 1,8 M. en sulfate d'ammonium, De méme la glycoprotéine
acide o, est caractérisée dans la fraction relarguée entre
1,8 M pH 7,0 et 2,65 M. pH 5. Enfin du surnageant ils isolent
la glycoprotéine acide qu et l'hémopexine.

Nous préparons les extraits phytiques de hacune
des trois fractions obtenues par ce schéma de relargage pratiqué
sur un sérum sanguin dilué au demi par une solution de chlorure
de sodium & 9 g/l.

a~ Identification des glycoprotéines phytosolubles dans la
fraction précipitée par le sulfate d'ammonium 1,8 M., pH 7,0.

On retrouve effectivement la glycoprotéine ﬁgg
dans 1l'extrait phytique de la fraction précipitée entre O & 1,8 i,

de sulfate d'ammonium & c8té d'une petite quantité de globulinesz
B/"A" (Figure N° 16, lames A et B).
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On note également la présence d'une quantité no-
table d'une (X , globuline non révélée par 1'ipmunsérum.

Cet extrait est fractionné par filtration sur gel
de dextrane (partie technique : chapitre IV. A). Une solution
de 300 mg.de la préparation dans un tampon tris-hydroxyméthyla-
mino-méthane (0,1 M), chlorure de sodium (1 M) de pH 8,0 est
chromatographiée sur une colonne de Séphadex G 200 (50 cm x 2 cm)
Le chromatogramme tracé par mesure de la densité optique a
2 780 K donne deux clochers d'importance sensiblement égale.
L'étude de ces fractions montre (figure 16} que 1'0{2globuline
dmt nous avons signalé la présence, se partage entre les deux
clochers du chromatogramme. Son poids moléculaire est doncge
l'ordre de 50 000, ce qui permettrait de l'identifier & la
glycoprotéine X5 upygn (S2OW = 3,6). Il ne peut s'agir ici
de la glycoprotéine acide K5, dont le poids moléculaire est

certes voisin, mais qui ne précipite que par le sulfate d'am-
monium 2,0 & 2,8 M & pH 5,0 (voir tableau XII.)

L'étude électrophorétique de la fraction I de

cette chromatographie met en évidence en plus de la globuline

Z/"A", déja bien connue, un composant dans la zone 041 de
1'électrophorése, et qui doit correspondre & une glycoprotéine
de poids mo¥culaire relativement élevé. Il ne peut s'agir
de la glycoprotéine Cﬂq'"pauvre en tryptophanne" (HAUPT 177) ni
de la glycoprotéine X 4nyn (SCHULTZE 178) qui ne précipitent
que pour des concentrations plus élevées en sulfate d'ammonium.
La postalbumine "4,6 S" pourrait se trouver dans cette fraction,
mais elle ne peut &tre mise en évidence par les réactions
immunochimiques (HEIDE 179)., Or, le composant c41 que nous
cherchons a identifier est incontestablement un bon antigene
(figure N° 16, lame H). Par élimination successive, et, en
admettant que cette {4 globuline soit déja connue, il nous
reste deux possihilités : l'inhibiteur detrypsine inter- o 4=K
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Figure N° 16 ~ Extraits phytiques des fractions obtenues par relar-
gage par le sulfate d'ammonium.

; fraction précipitée par le sulfate d'ammonium 1,8 M pH 7,0,
¢ fraction précipitée par le sulfate d'ammonium entre 1,8 M
pH 7,0 et 2,65 M pH 5.
¢ Fraction soluble dans le sulfate dtammonium 2,65 M pH 5,0.
s I et J : Fractionnement par chromatographie sur SEPHADEX
G 200 de la premi&re préparation (A et B).
: Isolement de la glycoprotéine acide % { par chromato-
graphie sur C,M cellulose de la fraction soluble dans
le sulfate d'ammonium 2,65 M pH 5,0 (E et F),
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(SEOW = 6,4 et relargage par le sulfate d'ammonium 1,7
41,9 M. pH 7,0 (HEIDE 180) ou la glycoprotéine o, "aisément
précipitable” (820W = 5,8 et relargage par le sulfate 4'am-
monium 1,5 & 2,0 M. pH. 7,0 (SCHULTZE 181). La mobilité anodique
nous semble un peu trop importante pour une iunter :(1— CK.2
globuline. Nous retiendrons donc de préférence la gycoprotéine

;%1 "aisément précipiteble", d'autant plus que 1l'on trouve
une faible quantité de composant K 4q dans la fraction II du

.

chromatogramme, ce qui tendrait & lui attribuer un poids molé-
culaire voisin de 50 000.

Dans la fraction II du chromatogramme on retrouve
la glycoprotéine %%2 (S20W = 2,9) ainsi que le reste des .. gyco-
protéine X oupggn €% glycoprotéine X 4 "aisément précipitable*
que nous avons déja signalé.

b~ Identification des glycoprotéines phytosolubles dans la fracui:

o

des protéines sériques précipitées par le sulfate d'ammonium
entre 1,8 M. pH 7,0 et 2,65 M, pH 5,0,

Ltextrait phytique de cette fraction contient
la préalbumine, la glycoprotéine acide 0{1 ainsi qu'une trés
faible proportion d' o< , et @32 globulines. L'étude immuno-
électrophorétique permet d'identifier la glycoprotéine (3 o
On peut envisager que 1! o glycoprotéine (arc 8 du diagramme
immunoélectrophorétique) soluble dans l'acide perchlorique 0,2 I,
précipitée par le sulfate d'ammonium 2,65 M.& pH 5,0, s'identifie
solt a la glycoprotéine ‘3<2"GC" soit & la glycoprotéine acide

{5 (voir tebleau N°® XII).

c- Identification des glycoprotéines phytosolubles dans le
surnageant aprés relargage par le sulfate d'ammonium 2,65 M,
pH 5,0.

Dans l'extrait phytique de ce surnageant, on re-
trouve la préalbumine, la glycoprotéine acide c<1 et une <y(2,
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glycoprotéina. I'électrophorése sur papier & pH 3,9 confirme
la présence de glycoprotéine acide of, et une chromatographie
sur colonne de carboxyméthylcellulose permet de l'isoler &
1'état presque pur puisqu'elle ne contient plus qu'une trace
de préalbumine et d'une autre o , g%&coprotéine (figure 16).

De plus, l'immunochimie de cet extrait phytique
met en évidence la présence de deux 0(1 globulines. Or dans
celte zone de relargage par le sulfate d'ammonium on ne connait

que la glycoprotéine ol ynyn et l'anti trypsine X 4.

CONCLUSIONS

! Cette expérience nous confirme les identifications
que nous avonseffectuées au cours des chapitres précédents. Elle
nous permet en outre de faire progresser l'interprétation des di=-
grammes dans la zone X4 et X,

) La caractérisation de la glycoprotéine AL SuEgH
semble a4 peu prés définitive. Les glycoprotéines ciq "aisément
précipitable" et Oﬁann figurent certainement parmi les compo-
sants mineurs de la zone post-albumine des extraits.

B, FRACTIONNEMENT BN SIX ETAPES :

S T A T G100 G o T Pty P et Ty S i SO G e S P R i . e i S et S St S

Au cours d'une autre expérience, un relargage
par le sulfate d'ammonium nous donne six fractions. L'étude
immunochimique est illustrée dans la figure 17 et nous repro-
duisons l'interprétation dans le tableau XIIT. Nous indiquons
d'un signe (+) les composants identifiés par saturation d'un
immunsérum et nous soulignons les composants déja identi-
fiés au cours des chapitres précédents.
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Donc, avec chacunes de ces préparations nous
gaturons Jes anbticorps d'un sérum de cheval immunisé contre
toutos les protéines du sérum humain (partie technique : cha-
pitre VII. D). L'immunoélectrophorése du sérum sanguin révélée
avec le réactif ainsi obtenu ne comporte plus les arcs cor-
respondant aux protéines qui se trouvaient & une concentration
convenable dans la préparation. Dans des conditions favorables
de concentration relative en antigéne et en agticorps il est
possible de localiser sur une immunoélectrophorése les arcs
correspondants aux dérivés étudiés et surtout d'établir leur
position relative par rapport aux autres arcs du schéma.

Malheureusement vu les grandes différences de
concentrations des divers composants d'un extrait, et les trés
grandes différences d'antigénicité, il est impossible avec ce
type d'expérience de faire un bilan exhaustif de la composition
d'une préparation. Inversement les résultats positifs bien que
forcément fragmentaires présentent le plus grand intérét et
peuvent dans une certaine mesure, &tre considérés comme ume
identification définitive.

Les globulines ‘>("A" (les globulines ¥ nn
révélées par suite de l'antigénéité croisée avec les globulines
X wAn), la glycoprotéine 3 ,, le séromucoide (3 qs l'anti-

trypsine ‘3<1, la glycoprotéine acide <:><,1 et la préalbumine sont
nettement caractérisée. La nature de la glycoprotéine £><2"HS"
et de la glycoprotéine <X, "aisément précipitable" parait con-
firmée. Un choix persiste quant & l'identification soit avec
1'inhibiteur de trypsine inter X ,-X 5, soit avec la glyco-
protéine acide ™~ 5, S0it encore avec la glycoprotéine {5(2“GC".
I1 en est de méme pour l'identification d'une c%iq glycoprotéine
qQui peut correspondre par sa zone de relargage & la glycoprotéine

cx\q "pauvre en tryptophanne". Pour deux des composants (inhi-
biteur de trypsine inter CX‘4~CX » €t la glycoprotéine ©X sugan
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les modifications dn diagramme immunodlectrophorédtigne vitany
par saturation de 1'immunsérum sont minimes et difficilement

interprétables. Nous les avons marqués dans le tableau XIIT,

du signe (+).

A ce stade de nolre travail nous pouvons neanmolng
proposer nne identification fondée sur plusieurs éléments aguis
4 partir de techniques expérimentales différentes et que nous
avons rassemblés dans le tableau XIV., La confrontation de ces
résultats avec les propriétésdaffférentes glycoprotéines rap-
portées dans le tableau XII nous permet de proposer une nomen-—
clature du diagramme immunoélectrophorétique de la figure 11,

Cette synthése nous montre l'incertitude qui per-
siste sur 1l'identité d'une :342 glycoprotéine (arc 8 du diagram-
me) et de deux c>(1 glycoprotéines (arcs 5 et 6). Pour tenter
de préciser ces données encore incomplétes un fractionnement
complémentaire a été pratiqué et son étude réalisée par élec-
trophorése sur gel d'amidon. Nous nous attacherons plus parti-
culiérement dans cette étude & 1l'analyse des composants relar-
gués par le sulfate d'ammonium entre 1,8 et 2,5 M. ainsi qu'a
vérifier les caractéres de solubilité dans le Rivanol des CK'g—
glyccprotéines de cette préparation.

C. FRACTTONNEMENT COMPLEMENTAIRE POUR LA CARACTERISATION DES

s ey s e B ST o

c< GLYCOPROTEINES.

Comme nous venons de le voir, les constituants
majeurs de l'extrait phytique sont maintenant identifiés. Par
contre certains composants mineurs, et particuliérement les X
et a glycoprotéines necessitént encore la recherche d‘autrec
critéres pour leur identification. L'étude immunoélectropho-
rétique est délicate car ces constituants n'existent qu'a
1'état de traces et ne sont qu'irréguliérement révélés par
les immunsérums. Les mobilités électrophorétiques étant trés
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' Glycoprotéines
phytosolubles Lames cor- o
précipitées par respondantes Glycoprotéines
sulfate 4'an~ sur figure N°17 identifiées.
monium. . .
o RS & ({) ot "
0 a1 ,5 M. A ~ 0] F—l::
et B + 0 = o
pHE 6,5 ~ . 83T B
DR B 855
- \—;1 QC):% o (e TRy ——— £ g4
1,2 &4 1,6 M S S B % g9 o
32 8 d Cet D S o B s i
pH 6,5 No) f% v r,':,ju o
g ’8‘5 S
-------------- § 43 g ‘(._. X_,
5 x
1,6 & 2 M. E et F E‘ éggr_:‘
. S
pH 6,5 sl g B
g
H B8 .
oM e ©
2 a 2,5 M. G et H ORI §'§3A -g
pH 6,5 =A% %Q&+ 3
v O T ~— O
~ B s R e
(DT ....... 8 )((\’ F_.‘ g ‘g J—
LTI < g Q=
H 6,5 a 3,5 : '
PR 62 8 2 2 g8 dx B
& f
2,5 a4 M. K et L 3 E
pH 3,5 & 6,5

Tableau XIII. - Identification des glycoprotéines phytosolubles dan
les fractions relarguées par le sulfate d'ammoniun.
(+); caractérisée par saturation d'un immunsérum. (figure N° V)

(i)j caractérisation hypothétique par saturation d'un immunsérum
(souligné) ; caractérisdée par d'aulres méthodes su coure doe cha-—

pitres précédents.
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Figure N° 18 - Extrait phytique de fractions obtenues par relar-
gage par le sulfate d'ammonium,

A = Fraction. soluble dans le sulfate dtammonium
1,4 M & pH 5,0,

B et C ; Fraction précipitée par le sulfate d'am~
monium 1,45 M entre pH 6,5 et 5,0.
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voiaines, les zones du prodinogramme sont le plus souvent
confondues., Dans les conditions optimales on peut mettre en
évidence plusieurs constituants comme le montre la figure N° 18
lame A, Un des immunsérums révéle indiscutablement trois glo-
bulines 041 solubles dans le sulfate d'ammonium 1,45 M. & pH 5
et dans 1'acide phytique & pH 2,1.

Pour obtenir cette fraction nous avons éliminé suc-
cessivement le précipité obtenu en présence de 1,45 M. de sul-
fate d'ammonium a pH 6,5, puis celui formé par acidification du
milieu & pH 5,0, Dans les extraits phytiques de ces fractions
on identifie une trace de globulines X ..., les globulines :{“A"W
la glycoprotéine oy "aisénent précipitable" et la glycoprotéine

K onggn (figure 18, lames B et C). Ces composants sont aisément
caractérisés dans le diagramme de 1l'électrophorése en geld'amidon
qui révéle en outre un composant mineur, plus rapide que la
glycoprotéine Ay "aisément précipitable™ et occupant donc sen-
siblement la position de la glycoprotéine acide oK q° I1 ne peut
stagir de cette derniére car la glycoprotéine étudiéde précipite
par le sulfate d'ammonium entre 1,3 et 1,8 M. L'existence de
cette glycoprotéine n'a été signalée dans aucun type de
fractionnement et nous ne pouvons actuellement proposer une no-
menclature pour ce composant qui semble bien correspondre & une
entité nouvelle caractérisable parmi les glycoprotéines phyto=-
solubles facilement précipitées par le sulfate d'ammonium.

La fraction suivante (relargage par le sulfate d'am-
monium de 1,45 & 1,8 M. & pH 5,0) correspond essentiellement
& la glycoprotéine G*2 encore souillée de globuline \X/HAH'

Clest la suite de ce fractionnement qui va nous per-
mettre d'étudier les constituants mineurs de mobilité q et
Ao & 1'électrophorése. En effet, 1l'immunoélectrophorése
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Figure N° 19 -~ Etude électrophorétique et immunoélectrophorétique.
des fractions séparées en chromatographie sur
Sephadex G 200 & partir de la fraction précipitée
par le sulfate d'ammonium entre 1,8 M & pH 5,0
et 2,4 M & pH 6,5,
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caractérise au moins cing de ces glycoprotéines dans l'extrait
phytique du produit de relargage par le sulfate d'ammonium de
1,8 M. pH 5,0 a4 2,4 M. pH 6,5 et quatre ou cing arcs de prési-
pitation sont obtenus dans 1'étude de l'extrait phytique des
glycoprotéines précipitées par le sulfate d'ammonium entre 2,4
et 3,2 M. & pH 5,0.

I.~ Btude des_glycoprotéines_phytosolubles précipitées par

le_sulfate d'ammonium de 1,8 M. pH 5.0 & 2,4 M. pH 6,5.

L'électrophorése en gel d'amidon de cette préparation
met en évidence sept constituants différents. Rappelons que 1l'im~
munoélectrophorése ne caractérise que cing arcs de précipitation
Cet extrait, chromatographié sur une colonne de Séphadex G 200
(partie technique : chapitre IV. A) nous donne deux fractions.

La premiére de ces fractions, quantitativement la
plus importante est riche en composants de la zonef3><2 et f% du
protéinogramme. La zone<x,1 est faible mais nettement visible (figu
19). L'étude immunochimique révéle la présence d'une cxz glyco=-
protéine, du séromucoide ﬁ>1 et de trois composants c{1 et 0(1
"lents". En supposant toujours que nous sommes en présence de
glycoprotéines connues et en tenant compte des poids moléculaires,
on peut admettre que cette fraction contient :

~ Inhibiteur de trypsine inter X,-X (Sooy = ©55).
- La glycoprotéine A qnyn (S2OW = 5,0) _
- ainsi qu'une faible quantité d'antitrypsine X 4.

La postalbumine 4,6 S pourrait également se trouver
dans cette fraction, mais nous avons déjd vu que nous ne dispo-
sons d'aucun moyen immunochimique pour l'identifier (HEIDE 182)
La nature de 1! X, glycoprotéine ne peut encore &tre précisée
la glycoprotéine K ongon €t la glycoprotéine acide 042 ayant des
poids moléculaires voisins et un comportement analogue en
Sephadex G 200,
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(+) : précipité par le réactif.

(=) : soluble
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Le protéinogramme de la deuxiéme fraction de cette
chromatographie sur Sephadex G 200 se présente de fagon toute’
différente. On y voit (figure 19) la préalbumine, une X, glyco-
protéine "assez rapide", une faible quantiteé d'(, glycoprotéine
et enfin une trace¢h§§2 glycoprotéine. On y caractérise en im-
munoélectrophorése deux X4 glycoprotéines dont l'une s'iden-
tifie avec 1l'antitrypsine X,, la seconde, différente de 1' o4~

glycoprotéine signalée dans la premiére fraction, pourrait &tre
la glycoprotéine of,"pauvre en tryptophanne (820W = 3,%), Le
composant mineur de la zone 042, identique a celui que nous
avons trouvé dans la premiére fraction, peut correspondre & la
glycoprotéine acide X, ou & la glycoprotéine cxé"GC" (S2QW =
3,7) dont le poids moléculaire est insuffisant pour que l'on
pulsse espérer la retrouver intégralement dans la premiére frac-
tion.

2. Btude des glycoprotéines_phytosolubles précipitées par

le sulfate d'ammonium entre 2,4 M et 3,2 M pH 5,0.

L'imnunoélectrophorese caractérise dans cette pré-
paration deux CK1 glycoprotéines, une C%E glycoprotéine majeure
une trace de séronucoide 631 et de globulines 5’"A"‘ L'électro-
phorése en gel d'amidon (figure 20) permet d'identifier deux
composants majeurs : la glycoprotéine acide ciq et un composant
analogue a 1': :2 glycoprotéine identifiée dans la fraction
précédente. On confirme en outre la présence de globulines Z§"A"
donnant une trainée diffuse dans la zone:XFJ du diagramme et un
grand nombre de composants mineurs : préalbumine, l'antitrypsine
011, la glycoprotéine c( la glycoproté:‘me<><\,l "pauvre en
tryptophanne®, le seromuc01 e{% 1

t

La richesse de cette préparaticn en 3( glycoprotéine
permetd'assimilggllo c% la glycoprotéine a01de,£ 2 précipitée
entre 2,0 et 2,8 M. en sulfate d'ammonium & pH 5,0 (tableau XII)
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ce qui la différencie de la glycoprotéine c‘2"GC" qui préci-
pite entre 2,0 et 2,4 M. en sulfate d'ammonium & pH 5,0. kn
faveur de cette identification, nous pouvons également retenir
sa localisation dans le diagramme d'électrophorése en gel d'a-
widon oﬁ.la glycoprotéine °<2"G6" appartient au groupe des
post-albumines du sérum humain, tandis que la glycoprotéine
acide c<2§posséde une mobilité Alectrophordtiaune Ligérement

supdricure 3 celle 4n oldromunaide (5/[ L)

Ces résultats complétent l'identification des s(1
et 4, glycoprotéines phytosolubles. L'intérét de 1'él:ctro-
phorése en gel d'amidon pour la caractérisation des glycopro-
téines mineures du sérunm sanguin y apparait d'une maniére évi-
dente (figure 20).

L'application des divers fractionnements & la carac-
térisation des glycoprotéines phytosolubles, nous fait progres-
ser dans notre travail d'identification de celles-ci.

Les résultats de 1l'extraction perchlorique nous permet
dtétablir que la plupart des composés phytosolubles se retrouvent
dans l'extrait perchlorique 0,2 N. L'utilisation du Rivanol
comme agent de.précipitation de certaines chlet c(2 glycopro~
téines oriente leur identification.

L'électrophorése préparative en veine liquide nous
apporte une caractérisation définitive pour la préalbumine, 1la
glycoprotéine acide 0(1, lt'antitrypsine 0(1, 1'hémopexine et la
glycoprotéine{32.

La filtration sur gel de dextrane nous fournit un
fractionnement en fonction du poids moléculaire nous permettant
de proposer des hypothéses d'identification pour le groupe des



Figure N° 20 : Etude électrophorétique en gel d'amidon vertical
(tampon tris-borate-EDTA, pH 8,9)
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post—-albumines. Enfin le relargage par le sulfate 4'ammonium
nous confirme les caractérisabions antérieures et nous donne
un nouveau faisceau d'arguments pour 1l'étude des glycoprotéines
nineures de l'extrait phytique. Nous pouvons maintenant faire
un bilan général deg résultats de cette étude des constituants
phytosolubles.

- ONZIEME CHAPITRE -

23 e T e S e 5 v T e s S5 e € oo 2 e £ e 2207 e 07 e () o T £ T et

BILAN GIENERAL DE L'IDENTIFICATION DES CONSTITUANTS DE i
i

L'EXTRAIT PHYTIQUE. §

_ Nous avons vu au cours des chapitres précédents que
l'identification des glycoprotéines est facile lorsque l'on dis-
pose d'une réaction de caractérisation spécifique, ou lorsque
l'on posséde un élément de référence (glycoprotéine pure ou
immunsérum monospécifique). Dans les autres cas, malhoureusement
les plus nombreux, nous decvons faire appel aux propriétés physi-
cochimiques de ces glycoprotéines. L'identification est alors
beaucoup plus complexe, et les conclusions sont rarement défini-
tives.

Ceci est d'aubant plus vrai que mis & part les guelques
composants majeurs, actuellement bien connus, l'étude des glyco-
rotéines quantitativement mineures ne fait que débuter. Pour
la plupart d'entre elles, on ne les connait que depuis moins
de cing ans et seuls quelques rares laboratoires ont pu les
igoler & 1'état relativement pur. Les données physicochimiques
qui sont généralement admises sont parfois bien fragiles.

Certains de ces composants n'existent dans le sérum
qu'éd des taux extréuement faibles (quelques dizaines de milli-
grammes par litre) et leur isolement en quantité suffisante
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entraine des difficultés matérielles, encore aggravées par le
fait qu'il faut diluer le sérum avant toute extraction. Enfin,

il ne faut pas oublier que la manipulation de plusieurs de di-
zaines de litres de prdéparations, pendant plusieurs semaines, ne
peut se faire sons risque d'y apporter guelques souillures (par
les papiers filtres et la cellophane par exemple). Toute sauillure
adialysable se retrouve comme constituant mineur dans la poudre
lyophilisée. Ces considérations prennent toutes leurs importances
quand on connait la remarquable sensibilité des techniques im-
munochiniques, et nous incite & une certaine prudence dans
1'étude des glycoprotéines ne figurant qu'd 1'état de traces dans
1'extrait phytique. Par contre, pour les glycoprotéines plus con-
nues et présentes dans le sérum a des concentrations relativement
élevées (plus de 100 mg/l.) les caractérisations sont plus aisées.

C'est ainsi que la préalbunine (SCHULTZE 183-184) a été
isolée par é lectrophorése préparative en veine liquide (dixiéme
chapitre, paragraphe III) et caractérisée par sa grande mobilité
électrophorétique & pH 8,2 sa faible teneur en hexoses combinés

et surtout sa forte teneur en tryptophanne. Flle correspond
indiscutablement & l'arc N° 1& la figure n°® II.

La glycoprotéine acidec(q (WEIMER 185, SMITH 186 et
SCHMID 187) (arc N° 2), pondéralement le constituant le plus
important de l'extrait phytique, est identifiée par sa mobilité
électrophorétique & pH 3,9, sa colorabilité intense par le réactif
de SCHIFF aprés oxydation par l'acide périodique et sa solubilité
dans le Rivanol 0,84 p. 100 & pH 8,0. Elle a été isolde & 1'état
presque pur par relargage au sulfate d'ammonium et chromatographie
sur carboxymethylecellulose (Dixiéme chapitre : V. Ac).




Lantitrypsine cxuq (arc N° 3) (BUNDY 188 et

SCHLUTZE 189-190) est facilement indentifiable par les im-

munsérums, par relargage au sulfate d'ammonium et par sa so-
lubilité dans l'acide perchlorique 0,2 N,

Le groupe des post-albumines apparait plus com~
plexe. Sa caractérisation définitive ne peut &tre obtenue que
par électrophorése en gel d'amidon. Nous bénéficions toutefois
pour l'identification de ces glycoprotéines des caractéres de
précipitation fort différents par le sulfate d'ammonium de deux

A4 glycoprotéines mineures (arcs N° 4 et 5) : la glycoprotéins
A 4 "alsément précipitable" dans le sulfafte d'ammonium (SCHULTLE
191) et la glycoprotéine C‘ﬂ"X" soluble dans le sulfate d'am-
monium 2 M. (SCHULTZE 192) et caractérisée par son poids molé-
culaire relativement important (820W = 5).

La confrontation des résultats cbtenus par relar-
gage au sulfate d'ammonium et par chromatographie de filtration
sur Sephadex G. 200 nous conduisent & identifier la troisiéme

alpha glycoprotéine (arc r?) 6) caractérisée en immuno-
électrophoréss & une glycoprotéine de mobilité intermédiaire &
celles de g(< et @(2 globulines, de constante de sédimentation
assez importante (820W = 6,4) et décrite sous le nom d'inhibiten
de trypsine iater ey -X 5 (HEIDE 193). Sa position dans le
diagramme d'éiectrophorése en gel d'amidon (Zone G(B ) confirme
cette interprétation.

L'arc N° 7 de la figure N° 11 correspcnd & la
glycoprotéine D<2"HS“ (SCHULTZE 194) daractérisée dans les
fractions précipitées par le sulfate d'ammonium 1,6 M. pH 6,5
et par son moids moléculaire voisin de 50 000. (Dixiéme chapitre
V - 4. a). Sur électrophorése en gel d'amidon on la retrouve bier
&4 l'extremité cathodique de la zone post-albumine. Par immuno-
¢lectirophorése d'nn extrait phytique du sérum sanguin il est
difficile de la différencier de la glycoprotéine acide o( oo
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(are N° 8) (SCHULTZE 195). Ou peut toutefovis caractériser celte
derniére dans les fractions obtenues par relargage au sulfate
d'ammonium & des concentrations supérieures & 2M.. et sa préci-
pitation dans le Rivanol 0,84 p. 100 pH 8,0(Dixiéme chapitre
IT, V- Ac et V. D). En électrophorése sur gel d'amidon on la
retrouve bien dans la zone @?globulinique.

Le séromucoide 55 1 (arc N° 9) (BISERTE 196-197,
SCHULTZE 198) (GRABAR 199) est mis en évidence par sa proprié-
té de fixer le cytochrome ¢ (Neuviéme chapitre . On le retrouve
par électrophorése préparative en veine liquide ( dixiéme chapitre-
V. B) et dans les fractions solubles dans le Rivanol 0,84 p. ‘10C
pH 8,0 (dixiéme chapitre : II). En électrophorése sur gel d'ami-
don elle occupe la zone "‘3 ",

La glycoprotéine (3 » (arc N° 10 (SCHULTZE 200) est
bien identifiée par saturation d'un immunsérum (sixiéme chapitre
V : B)., On la retrouve dans toutes les fractions de relargage
par le sulfate d'ammonium 1,8 M et dans la zone " ©f lente" de
1'électrophorése sur gel d'amion. Brfce & son faible poids
moléculaire on la met en évidence dans les derniéres fractions
d'une chromatographie de filtration sur gel de dextrane (dixiéme
chapitre : IV).

Les globulines 2("Aﬁ (arc N° 11) (HERMAN 201)
sont identifiées par un immunsérum monospécifique, et par sa-

turation d'un immunsérum (dixiéme chapitre : V. B). On la retrouve
dans les fractions précipitées par une concentration en sulfate
d'ammonium inférieure & 2,0 M. Grfce & son poids moléculaire élevé
on la localise dans les premiéres fractions d'une chromatogra-
phie par filtration sur gel de dextrane (dixiéme chapitre : IV)
Enfin, nous avons prouvé que sa solubilité dans le Rivanol 0,84 p.
100 pH 8,0 n'est que relative, une proportion non négligeable

se retrouve dans le précipité (dixiéme chapitre : III).
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Nous avons enfin établi (septilne chapitre) que
les globulines B/”G" devaient &€tre considérées comme partiel-~
lement phytosolubles.

Cette interprétation essentiellement fondée sur
les caractéristiques fondamentales des glycoprotéines du sérum
humain actuellenent décrites ne suffit pas toutefois & expliquer
la totalité des résultats expérimentaux obtenus dans 1l'étude
des glycoprotéines phytosolubles. L'électrophorése en gel d'ami-
don caractérise en effet un composant mineur, plus rapide que
la glycoprotéine ok, "aisément précipitable”, que nous obtenons
par les mémes conditions de relargage par le sulfate d'ammonium.
Deux pré-albumines sont visibles sur le diagramme d'électropho-
rése sur gel d'agar réalisé sur l'extrait phytique total du.
sérum obtenu en milieu desionisé (figure 10). Ces résultats
posent le probléme de l'existence d'autres glycoprotéines mi-
neures actuellement non isolées et présentes dans ce groupe
des glycoprotéines phytosolubles.

- DOUZIEME CHAPITRE -
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APPORT DE L'ACIDE PHYTIQUE COMME REACTIF DANS L!ETUDE
5 DES GLYCOPROTEINES DU SERUM.

L'isolement et la préparation des glycoprotéines

du sérum sanguin présentent un certain nombre de difficultés. La
défécation perchlorique, qui est actuellement la méthode la plus
répandue, n'est absolument pas sélective. En effet, il n'existe
pas de zone bien tranchée entre les protéines perahlorosolubles
et. celles qui précipitent par ce réactif. Comme le montre
SCHULTZE (202) pour une concentration de 0,2 N en acide perchlo-
rique, : o certaines glycoprotéines sont partiel-
lement solubles, alors que pour 0,6 N, seule la glycoprotéine
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acide c(1 se retrouve. en totalité dans le surnageant. Assez
souvent une faible gquantité de sérumalbumine échappe & la défé-
cation perchlorique (DE VAUX SAINT CYR 203-204), Enfin ce réac-
tif donne lieu & des dématurations et l'on peut se demander par-
fois 8i la perchlorosolubilité correspond & l'absence de combi-
naison avec 1l'acide perchlorique ou bien & une résistance a la
dénaturation.

L'acide phytigue au contraire réagit essentiellement
par combinaison ionique avec les protéines. C'est un acide assez
faible, et les réactions sont totales pour des faibles normalitéc
de cet acide (0,01 N). Les préparations obtenues ne subissent que
trés peu de dénaturation et il est méme possible d'effectuer
les manipulations & la température du laboratoire. L'excés
d'acide phytique dialyse assez facilement au travers d'une mem-—
brane de cellophane et se tmuve éliminé avec les sels minéraux.

De plus, dans les conditions optimales le pH et de
force ionique, la solubilité dans l'acide phytique semble &tre
une propriété de certaines glycoprotéines alors que d'autres
comme l'haptoglobine, la transferrine et la céruléoplasmins sont
toujours précipitées. Enfin, nous retrouvons dans les extraits
phytiques certaines glycoprotéines perchlorosolubles mais pré-
cipitées par l'acide trichloracétique. -

La phytosolubilité est indépendante des caractéres
de précipitation par le Rivanol et par le sulfate d'ammonium,
ainsi que de la mobilité électrophorétique et du volume molécu-~
laire. On peut donc envisager la défécation phytique comme stade
intermédiaire dans l'isolement de ces glycoprotéines.
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Dans les premiers chapitres nous avons passé en revue
les propriétés physico-chimiques de l'acide phytique, ce
qui nous a permis une définition de 1l'équivalent gramme de
celui-ci. Nous avons ensuite envisagé le mode de réaction de
l'acide phytique avec les protéines, ce qui nous a amené &
définir "l'indice de combinaison phytique" d'une protéine,
La mesure de cet indice sur des précipités obtenus dans des
conditions variables nous a précisé l'influence de certains

facteurs sur la précipitation phytique de diverses protéines.

Par précipitation phytique des fractions de pro-
téines sériques séparées par électrophorése préparative en film
liquide, nous avons prouvé l'hétérogénéité des composants phyto-
solubles, qui se répartissent assez réguliérement sur tout
le tracé du pretéinogramme.

Dans 'la suite du travail nous nous sommes attachés
& l'étude qualitative et quantitative des constituants phyto-
solubles, ce qui nous a permis de les rattacher au groupe des
glycoprotéines.

Par une étude électrophorétique de divers extraits
phytiques obtenus dans des conditions variables nous avons mis en
évidence l'influence du pH et de la force ionique sur la phyto-
solubilité de certaines protéines et en particulier celle des
globulines du systéme X . Les résultats de ces expériences
nous ont permis de définir les conditions optimales pour la
préparation de 1l'extrait phytique du sérum sanguin et aussi
de préciser les causes d'erreurs éventuelles.

o ————— ——
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Par 1'étude immunochimique nous avons pu caracté
riser une douzaine de glycoprotéines dans un extrait phytique
total du sérum. L'application des quelgues rares réactions spé-
cifiques actuellement disponibles nous a permis d'identifier la
glycoprotéine acide ©( 4 et le séromucoide fg 4

_ Pour les autres constituants nous avons appliqué
différentes techniques de fractionnement, de relargage et de
précipitation afin d'identifier les divers composants par com-
paraison de leurs caractéres physico~chimiques avec ceux actuel-
- lement admis pour les glycoprotéines connues. Le bilan de cette
identification a été effectué au cours du onziéme chapitre. Nous
y résumons les arguments qui nous permettent de proposer une
liste des glycoprotéines phytosolubles : ’

- La préalbumine

~ la glycoprotéine acide 0(_1

-~ L'antitrypsine 0:)(,1

- La glycoprotéine oK , "aisément préeipitable’,

- La glycoprotéine Q(’I"X"

- L'inhibiteur de trypsine inter e R G

~ La glycoprotéine cxlg g "

- La glycoprotéine acide o( 2

- Le géromucoide (3 y

-~ La glycoprotéine 6 2

- les globulines ¥ ngn

- les globulines Y G
Nous devons également envisager l'éxistenee d'une autre prée
albumine et d'une X, glycoprotéine non encore déerites, Enfin,
la défdcation par l'acide phytique représente une execellente
technique de préparation pour certaineg glycoprotéines du sérum
et surtout permet d'éliminer é,'une préparation la totalité des
holoprotéines.
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Ronde « Le Vésinet - S & O,



236~

li. 17 - Phytate de sodium : Laboratoivre CIBA, 57 quai 4'Orsay
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Continuous Digestor.

Autograd.

Minipump.

Titromatique "QUERE" : JOUAN, 113, bd. St. Germain
(Paris 6éme).

SERPASTEUR 36, rue du Docteur Roux - Paris 15¢me.

- lMicrosublimateur type MS 3%2-4 ; USIFROID, 7, rue
Moreau~Vauthier - Boulogne (Seine)

VISCORA S.A., : NOJAX 20 - 40 - 60 et 80 - SOPHIX

41, rue du Dr. Dumont - ILevallois — Seine-

ZYMOSAN : Nutritional Biochemical Corporation.




238~

- TABLE DES MATIERZES -

T e e e By ey 7 oyt £ et 3 £ e 50 e S o S ey g g 1T e £ e S e 15 e £ e L5 o S g



g9

PARITTI R T ECHRE I-Q U B

T. CONDITIONS OPERATOIRES POUR _A PRECIPITATION PHYTIQUE.

A' Principe e 00 2 9 0® 0° 082 2
B. Precipitation anzlytique R A %
C. Précipitation & 1'échelle préparative B

TT. CONDITIONS OPERATOIRES POUR LIS DIFFERENTS DOSAGES PERMET-

T o T T A e e et e s et e e e e it e i o e G i o (o S e 0 et et e B gy B0 O g S o e P ot o e ot 22 s o s ot e

TANT TLE CALCT DE L'INDICE DE COMBINAISON PHYTIQUE,

—— e Pt s e ey i it S . S B, S S’ W B Mk o o S ot G S W S ek, R o S e S e P et s P . e . S s S

A. Principes fondamentaux de l'analyse
automatique pahew B ewer 0

B. Principe de la mesure de 1l'indice de
combinaison phytiqus PR P T

C. Minéralisation. i v SRR

D. Dosage du phosphore crthophosphorique
dans le minéralisat TEAE N e OF

E. Dosage de l'azote ammoniacal dans 1le
minéralisat Mo s ks sk BF

F. Minéralisation automatique continue avec

dosage simultané ce l'azote et du
phosphore Saks v mxuwn - ok

IIT. DISPOSITIF AUTOMATIQUE POUR L'ZITUDE DE L'INFLUENCE DE

T S i (i T S g S S S T B S G S S oy . i e G WS et MO T e o e e S S T " Tt Yo o o S T e oo . o T

S o S G i M S G S5 S o S T, i (e, vt B S B O S o, o Ty S S S S W S . oo S o g

AI Principe @ ¢ a0 & 09 9 0 0 45
B. Technique c 9 o9 & %088 0 0 44

C. Enregistrement des paramétres variables 48



IV ~ CHROLATOGRAPHTE DS PROTEINSS.

A.
B.

C.

Chromatographie sur gel de dextrang....

Chromatographie sur carboxymethyl-
cellulose sevesvsass

Etude des fractions chromatographiques.

V. - ELECTROPHORESE DE ZONE :

- — S — o — oy

lectrophorése sur papier pH 8,6 ..e.s.
Electrophorése sur papier pH 3,9 ......
Electrophorése sur gel d'amidon eeseces

Electrophorése sur gel d'agar ceeeessoes
pd 8,2

Coloration des électrophoréses.

1- Révélation des protéinogrammes par le noir

amid—o /2 BN O ¢t ® S0 00 0 v O
2- Révélation des prdéinogrammes par le vert de
Lissamine ccososn e

3- Coloration des glycoprotéinogrammes par l'acide
périodique, réactif de SCHIFF. wsse wns B

VI. - ELECTROPHORESE PRIPARATIVE EN VEINE LIQUIDE.

— o o G — S g, S

— . —— i o o S e B S S S (O G S i S S S o S i S o s

Separation électrophorétique eeseesoes
Dosage des protéines par la méthode

de LO"VJRY ¢ e ve ¢ 50 L O
Dosage des oses réducteurs 1libérés par
hydrolyse s s la slo siile

Dosage du tryptophanne combiné .......

240-

56

59
29

60
61
61
o4

66

67

68

70
72

i



241~

VII. - IMMUNOCHIMIE DES PROTEINES.

o . o (e S s S . S o M Tt S . B S e W . s e o

4, Immunoélectrophoreése sk e 9D
B. Immunodiffusion (Technique 4'OUCHTERLONY) &1
C. Diffusion controlatérale vp kv iy BY

D. Hpuisement d'un immunsérum par un
mélange de protéines ciesswns OF

E., Immunisation &d'un lapin contre un
mélange de protéines sk as wwan OFF

VIII. - FRACTIONNEMENT DES MELANGES DE PROTEINES PAR RALAR-

——— v — S . g S T i en s g S Gt S S S St S e Mo P g A i S i et o St i e e M s e e P St S S

GAGE_AU_SULFATT D'AMMONIUM. ph il e
IX. PREPARATION DE L' S¥TRAIT PERCHIORIQUE.  .....en. 90
X, — FRACTIONNEMENT DES PROTEINES PAR LE RIVANOL.es . q

————— i T T S S — T o oy Y o Sl St A8 By et S W e Bt sl . S, S S S S Sy o S s S

BIBLIOGRAPHIE DE LA PARTIE TECHNIQUE ceev e 90

e e e e et e o s S S o, St W St i S S S e S e S it B G, S S i B e, W, W S S



242~

- PARTIGZE EXPERIMENTALE -

~ INTRODUCTION : Historique SR AR 101

PREMIER CHAPITRE ,

et A o i S S, . S . B, S, Vil o T W

~ Ftude physico-chimigue de 1'acide phytique et de ses sels

e e s o

A, Btat Naturel et modes d'obtention .e... 105

B. Propriétés physico-chimiques du
phytate de sodium et de 1l'acide phytique 106

C. Hydrolyse par la phytase Sk B B A 107
D. Autres sgels de llacide phybtique o, vews 109
E. Courbes de titration R 111
¥, Formule de l'acide phybigue csessavens 114

DEUXIEME CHAPITRE :

—— " ——— o —— o — T S

-Combinaison de 1'acide phytigue avec les protéines 116

et e s S e s . P e

——— - — S —— o s S T s s $3 o S

——— T T T T W2 U Ty W G K S ) e B G G P i W ot S G (Ve M S S P S S G e e S S i, e, S e i o S

cipitation phytigue des protéines EETRETERY 118
I. Introduction H LR 118
IT. InIluence de l'acide citrique ..o es. 119
IT1I. Influence du pH e e aE 121
IV. Influence de la eoncentration en acide
phytique S AR e e 126

V. Influence de la force ionique en cations
monovalents P o

V1. Influence du temps de contact eseivesses 142



243~

VII. Influence de la teumpérature s e wa ses T

VIII. kécapitulation du réle de l'acide
citrique utilisé comme tampon lors
d'une précipitation phytique dans un
but analytique dwinknnnw 1E2

Conclusions générales du troisiéme chapitre e

e e e e e i B S g S o i S B

- — e S e . S i S W e S g B B L e e e e e it e Sty e e e S A

matiques obtenues en électrophorése préparative...... 146

prspuiydumgivd St it A R iRy PR EERSY SRS MV Y

e s s ot St s T S By e S W S B S

- Ztude des propriétés physico-chimigues du sarnageant

- s S o S o S e v S

- s S b e B i e e e e, it et e e i v i e s 9o @ 900 9 9

, ; .
et de l'extrait phytigue. 151

- Classification des glycoprotéines du sérum coeseee 153

I. Définition des glycoprotéines du sérum .. 155
IT, Criteres physico-chimiques d'identification 157

SEPTIEME CHAPITRE

o o e i S0 i o e o e St W B S

- Etude électrophoretigue de la composition de 1'extrait phy-

o e, e S g Wy mm o S s S — e S o

I. Composition d'un extrait phytique a pH 2,10 167

II. Influence de divers paraméetres sur la
composition d'un extrait phytique ..eeess 168&



A— Tnflironca du pH du milieu L R 170
B—- Influence de la conecentratbion en ehlorure de
sodium sxsnivas 125

-

C- InF¥luence d'un léger défaut en acide phytique.... 177

HUITIEME CHAPITRE :

~ Etude_immunochimique de_ l'extrait phytique .eeve... 180

— —————— e o e Sy . S S v S o ot e o B i SH W2 . o S, it ot St e S vl . s S e it S S i S

e

o . S . — o — — — S o e St Pt G S e S Sy e e T €3 e s B M, Yo St e et it o Tt oo . e . ot St

phytique_par_réactiens spécifigues eesveee 185

S A T S S S 1 G B G S S e S S o S St W Mo G S e b o e e St

Vg B o S S S e S A G S W e e Sy S5 e TR e S S e S S S S S W S e S o e S e S Sy St it et e S b o S Yoy R S S S

a_la caracterisation des glycoprotéines phytosolubles 186

- — i — S — T S A — 8 o oy Wit o G et Sy e S ol S S e e W o B S . S S e S B 2t W o . o S e e ot s e

I. Caractérisation des glycoprotéines per-
chlorosolubles de l'extrait phytique.... 188

ITI. Fractio nnement d'un extrait phytique
par le Rivanol snesens 191

ITT. Fractionnement d'un extrait phytique par
électrophorése préparative en veine

liquide ceosssse 192
IV. Fractionnement d'un extrailt phytique par
filtration sur gel de dextrane ....... 197

V. Fractionnement des constituants de l'extrait
phytique par relargage au sulfate d'am-
monium slalala teisls 198

= COI’lCJU.SiOI’l e o 0 00 0 d/ls



24,5~

ONZIEME CHAPITRE :

~ Bilan général de l'identification des constituants de

l'extrait phytigue. ceoes 217

DOUZIEM.'E CHAPITRE :

—~ Apport de l'acide phytique comme réactif dans Ll'étude

des glycoprotéines, 0ceeas 221
CONCLUSIONS GENERALES : saniy 225
- Bibliographie de_la partie_ expérimentales seses 225
- Matériel et Produits chimiques. PRI+
- Table des Matiéres. ose o 238






