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Je suis Lrès reconnaissant à >ionsieur le Professeur 

GEEii,Ilkl, Président de Jury et à Eiessieurs les Professeurs 

i,ONTRï3UIL et BISEnTE de m'avoir fait l'honneur d'accepter 

de juger ce travail. Nous nous permettons de leur exprimer 

ici notre respectueuse estime et notre vive gratitude. 

Je tiens à remercier particulièrement Pionsieur le 

Professeur BOULiJJGER de m 'avoir accueilli dans son 

Laboratoire. J'ai pu y apprendre à travailler dans des 

conditions presque idéales. Je lui suis particulièrement 

reconnaissant d'avoir mis b ma disposition une équipe de 

collaborateurs qui m'a permis d'assurer correctement le 

trzvail du laboratoire en même temps que celui propre à 

M ~ S  recherches. 

Pendant ln réalisation, puis la rédaction de cette 

thèse, Monsieur le Professeur BISERTE n'a jamais ménagé 

son temps et ses conseils, Permettez que je vous assure 

ici de toute ma reconnaissance ainsi que de ma plus 

rcspectueusc et fidèle cmitié. 

Quant 'a, mon ami Ic Profcsscur D;.UTREViJJ'X, vous avez été 

pour moi l'élément de dEtcnte dans le travail. Nous avons 

çouvcnt oeuvré ensemble, chacun suivant ses responsabilités 

à des sujets divers, mais j'aime souvent vous retrouver 



sans but prScis et vous savez pourquoi. Soyez remercié 

pour cette amitié réciproque et que notre collaboration 

dure le plus longtemps possible. 

Le sujet de cette thèse n'entrait pas directement dans 

le cadre des recherches de mon ami le Professeur SihV2Z, 

nous travaillons malgré tout à la même oeuvre. Les années 

à venir nous rapprocheront sans doute davantage. 

Je n'oublierai pas non plus Monsieur PIGACHE à qui 

je dois dlavoir été introduit dans ce magnifique Laboratoire. 

Que mes collaborateurs Pisdemoiselle BOUTTELU, 

>iesçieurs V i J ? D ï 3 P S i t ~ ~  et DXSl~Uli3S sachent combien j ' ai 
apprécié leur dévouement et leur travail efficace. 

Je remercie tous mes collègues et tout le personnel 

du laboratoire, en particulier ceux qui, moralement ou 

matériellement, de près ou de loin ont participé à ce 

travail de recherche. 

ïiJous tenons à remercier tout spécialement le 

United States Department of Agriculture dont le Contrat 

no PG-Pr-100-60, P.L. 480 projet UR-E9-(20)l a fourni 

les crédits nécessaires à la réalisation de ce travail. 



Le travail que nous présentons est exposé en r cnapitres, 

Le premier chapitre rappelle quelques connaissafices fonda- 

mentales relatives à la structure de la laine. 

Les chapitres II à V constituent l'exposé de notre travail 

personnel* 

Le chapitre VI est plus particulièrement réservé à la 

discussion générale des résultats acquis et aux conclusions 

Ce chapitre est pr6cédo dans la thèse d'une feuille bleue, 

épaisse et non paginée qui permet facilement l'ouverture du 

volume & cet endroit. 

Le chapitre VI1 est consacré à l'exposé des techniques, LA 

chaque technique est attribué un numéro précbdé de la lettre T 

(T 21) par exemple. Ces références sont rappelées d'une part 
dans le texte pour indiquer les techniques utilisées, et d'autre 

part dans la table des matières. 

La biblioaraphic est imprimée sur papier jaune. En tete 

figurent les noms d'auteurs classés par ordre alphabétique, 

suivis du nom de la revue dans laquelle est publié le travail 

cité. Viennent ensuite &es références : année, tome, première 

page de l'article. Les numéros entre parenthèses qui suivent 

les références correspondent à l'ordre d'apparition des cifa- 

tions dans le texte. 

La table des matières située à la fin de l'ouvrage est 

imprimée sur papier rose-saumon. 



I L B R N I l ~ T I O N S  U T I L I  SEZS 

SCMK 

SCkE-J* 

: S-carboxyméthylkératines (voir page 163) 

: Fraction majeure, pauvre en soufre et 
précipitsble on milieu acide. 

: Fraction majeure, riche en soufre et aciao- 
soluble. 

SC&E-RG : Fraction mineure riche en glycocolle et en 
tyrosine. 

S m - M  : Fraction mineure riche en sérine. 

sCPE(PS-~~) : Préparation particulière obtenue par frac- 
tionnement acétonique dos SCPiK-A. 

sC~~IC (OC) : Les indications OC, PC et LV entre parenthèses 
SCIdK (PC) précisent? quand il y.a lieu, l'origine do$ 
S C m  ( LV ) SC1.X : orthocortox, paracortex ou laine 

vierge. 

Les abréviations sCIIIK-i~(oC), SCi.E-a(CIC), etc. 
précisent 1 ' origine des SCPK-i~ ou SClriK-B, 
etc. 

" 
h i .  .' 

, ,, " ' -..'!.Y *i 
.".> '.! 

. .. , 
( . , V ,  



Les kératines forment une classe de protéines résistantes 

et insolubles que l'on trouve dans l'épiderme des Vertébrés et 

dans leurs appendices : poils, plumes, griffes, cornes etc. Le 

nom de "Bératinisation" est donné au processus sar lequel ces 

tissus deviennent durs et insolubles. Un certain nombre de carac- 

tères physiques et chimiques sont conmulis à l'ensemble des Béra- 

tines, en particulier leur richesse en L-cystine 

Cet amino-acide est en grande psrtie responsable de la dureté 

et de l'insolubilité des kératines. II peut partici23r à la 

formation d'un réseau tridimensimnel dense de chahes peptidiques, 

par l'intermédiaire de ponts disulfure interchaçnes (ou interpep- 

tidiques) créés entre deux résidus de cysléinz appartenant à 
. . deux chatnes peptidiqu2s v o ~ v l ~ - r s .  

Parmi les diîférentes kératines nous avons choisi 

d'étudier particulièrement le ~ o i l  de mouton Liérinos ou laine 



Mérinos. Ce choix a été guidé par les études antérieures effec- 

tuées dans le laboratoire sur ce sujet. 

Deux méthodes classiques permettent de solubiliser 

partiellement la fibre de laine, 11 s'azit soit de la réduction 

des ponts disulfure ( ~ O D D k l t i )  et i i IC I ; i dLI3 )  ( l ) ,  soit de leur 

oxydalion ( (SI~ITI; et LLil . IS  ) ( 2 ) , POdIJiII;; et &. (3 ) , J~LZ&lïldi3 

et - ai. (4)). 

Les dérivés kératiniques sont isolés soit sous la 

forme de S-carboxyméthÿl:iéra"i,i;ics (ou SCIL; par abréviation) 15 

réduction étant suivie d'une alkyiation par l'acide mono-iodo- 

acétique, soit sous forme dz lïéraJk,oses, 1 'oxydation étant réalisée 

par les peracides. Le fractionnement des mélanges protiiques 

complexes qui sont ainsi obtenus a lai% l'objet de nos recherches. 

i?ous avons choisi comme mode d'extraction la voie de 

la réduction par le thio~lycolnte de potassium en milieu alcalin 

suivant la méthode de GILLBSYId (5) et GILLSSPIA et al. (6). - 
La réduction et l'extraclion sont suivies d'une S- 

carboxyméthylation pour éviter le repontage ultérieur des Groupes 

thiol apparus. ITous n'a-~ons pas retenu 1 ' extraction des kératoses 
par oxydstion de la laine ;, ltalde Ces peracides (&&CiGTDJi2 et 

a1.)(7) 9 car nous avons cn effeL constaté, ZL le suite de 

0 t301JiTdLL et 'I'i;ût~290iJ ( 8 )  , la formation de peptides dialysablea 
en assez zrande quanti%d. Ces rnét~iodes d'oxydation entraînent 

donc la coupure d'un cer'üain noc3.z~ de liaisons peptidiques. 

Les 2reniers cus2is de fractionnement des kératines 

ont été faits en 1935 sur Ics S-varboxynéLhyl~cérsLines par 

G033jL3 et ii1CI;ZdLIhl (9). i'az 2îCvisitation au sulfate d' ammoilium 

ces au-beurs ont pu isoler deux fractions différant notablement 

par leur teneur en socîrc. 

depuis, de noAib:-zc;; tro- aux ont été effectués en vue 

de l'isolement de Lypvs 52 kdraJ6ines bien définis. 

Les fr~c-hicn~ csrwct~ï-Fsécs sont isolées, soit par 



oxydation ( ~ L i G ~ d I D i 3 i b  et 2132LAD (1 0) ; SPGU3UT et DAS (11 ) ; 
CORFIdLI) et - al. (12) ; OIDOiJi.JdLL et TI-IOiIPSOR ( 1 3 ) ,  soit par réduc- 

tion GILLXSPId et LZifiTOIC (14) ; GILLZSPIX et al. ( 1 5 ) ,  soit - 
encore par hydrolyse partielle . .LI13DLEY (1 6), 3I:SZitTd et 

PIGPCI-3 ( 1 7) ; 1IGhC;Ld ( 1 C ) ; 3LaC;:G'JiiI'T ( 1 9 ) ) . 
Tous ces travaux conduisent à l'isolement de deux 

classes de protéines bien distinctes, l'une étant pauvre en soufre 

et l'autre riche en soufre comparativement à la laine dlorig' .  ne. 
Ils utilisent des méthodes physiques de séparation : précipitation 

au point iso-électrique, précipitwtion fractionnée par des ions 

métalliques ou encore extraction fractionnée. Ces méthodes 

valables pour obtenir un fractionnement de base n'aboutissent 

melcré tout qul& l'obtention de mélanges protéiques très complexes. 

Lorsque nous avons commencé notre travail en 1960, en vue de 

résoudre le problème du fractionnement des kératines, nous nous 

sommes proposés : 

1Q) d'isoler un certain nombre de composants morphologiques 

de la laine. 

(Les raisons de cette étape préliminaire sont exposées au 

cha2itre II de cette thèse) ; 

2 0 )  d'appliquer les méthodes chromatographiques les plus 

récentes et de tenter d'isoler un certain nombre de srotéines ou 

de groupes de protéines bien définis. 



1 - xr~TitOmCT?OPT 

ilans ce chapitre nous nous limiterons volontairement 

% un bref aperçu sur la constitution des kératines de la laine en 

vue de permettre une bonne compréhension des chapitres suivants, 

D'ailleurs deux revues générales sur les k6ratines ont 

été publiées pendant la réalisation de notre travail. 

La première résume les connaissances acquises sur les 

kératines jusqulen 1962 (LU?IDG~.,~IJ et Ilal)) (20) , la seconde glus 
importante résume l'ensemble des connaissancessur les kératines 

et analyse les travaux effectués jusqu'à la fin de 1964 ( G ~ L ~ I ? X ' E ~ ~  

et &.) (21) 

II - L,OïtP:~OLOGII-, DA LA LBITJii -- 
La laine, ainsi que tous les poils animaux, a une 

constitution morphologique corn?l?ï:i. 

De l'extérieur vers le centre de la fibre on distinzue 

plusieurs zones nettement différenciées, 

La CUTICUL2 (Figure 1) correspond à la zone externe 

que l'on peut subdiviser en trois régions : 

dXC CUTI CULA 

l*&uo C JI: cJL>; 

EN30 CUTI CTLX 

Cette membrane externe entoure une zone interne appelée 

COZTUL (Figure 2). Le cortex est lui même constitué de cellules 

corticales qui possèdent elles aussi une structure définie 

(microfibrilles, protofibrilles et ciments). L e s  cellules corti- 

cales sont.-lides ~ntrc elles par un ciment intercellulaire. 



Le cortex peut etre divisé en deux zones distinctes 

L 10ilTEOCO~TZh facilement accessible aux colorants et aux réactifs 

chimiques. 

Le PAirZkCOETEX peu accessible aux colorants et aux réactifs chi- 

miques. 

171GUXki 1 

Jmpreinte négative sur 
polystyrène d'une fibre de 
laine de 21 microns de dia- 
mètre. 
Ombrage au chrome et micros- 
copie électronique d'après 
SI~LlDLO21 et Sddi-~idi ( 22 ) . 

PIGUEd 2 

SecLion transversale d'une fibre de 
laine riSrinos d'Australie vue au 
microscope électronique. La diff é- 
rence dans la texture des macrofi- 
brilles est très marquée : fines 
granulations dans l'orthocorlex et 
granulations grossières dans le 
paracortex. D'après i iOG5iiS (23). 



L'hétérogénéité du cortex de la fibre a été mise en 

évidence pour la première fois en 1953 par 2 O ï i I O  et KONDO (24) en 

fonction des résultats obtenus par la fixation sélective de cer- 

tains colorants. 

La structure ultrafine des cellules corticales ne peut 

être revélée que par la microscopie électronique à très fort 

grossissement. L'orthocortex et le paracortex (Figures 3 et 4) 

sont alors très nettement différenciés par l'arrangement spatial 

des microfibrilles. 

Jn général, en microscopie électronique après fixation 

de métaux lourds, on distingue deux types de motifs : 

1) ceux absorbant peu les électrons, tels que les "microfibrilles". 

2) ceux absorbant fortement les électrons et qui constituent 

la ''matricet' dans laquelle sont emballées les microfibrilles. 

Les spécialistes de la microscopie électronique 

considérant que la fixation des métaux lourds est en relation 

directe avec la teneur en cystine des molécules. Les microshoto- 

graphies obtenues permettent donc de conclure que les microfibril- 

les sont pauvres en soufre, et que la matrice est riche en soufre. 

Ces données sont d'ailleurs confirmées par les 

études chimiques. 

Les protéines extraites de la laine soit par réduction 

soit par oxydation sont fractionnables par précipitation en 

milieu acide. Le précipité SCi.ZL'-k ou a-kératoses a une Leneur en 

soufre plus faible que les protéines d'origine alors que le 

surnageant XCPïiC-S ou y-lrératose a une teneur en soufre beaucoup 

plus élevée. 

L'isolement de ces deux fractions "pauvre en soufrew 

et "riche en soufre'l est en relation directe avec la structure 

morphologique de la fibre, d'après les travaux des chercheurs 

australiens. 

La fraction pauvre en soufre est issue des "micro- 



Arrangement spiral5 des microfibrilles dans llorthocortex 
(poil de lapin). Cette microphotographie électronique montre les 
macrofibrilles spiralées (mac) partiellement séparées par un 
matériau absorbant fortement les électrons (im) comme dans un sec- , 
ment orthocortical de laine mais avec une plus forte proportio~ 
de "matrice". 

Les flèches indiquent des microfibrilles particulièrement 
bien délimitées, sectionnées transversalement alors que les autres 
le sont plus ou moins obliquement. 



FIGU2S 4 

STEdCTUiZi3 PIlJd DU Pi-uiulkCORTUj: (d ' après ZOGdii3 ) ( 26 ) 

Arrangement des microfiùrilles dans le paracortex de la 
laine Is~érinos . 

O 
Les microfibrilles ont environ 60 A de diamètre et sont sé- 

parées par une fine couche de "matrice". Cette section transversale 
montre des empilements hexagonaux ( 1 )  en couches (L) et irrégu- 
liers (1). 

Les macrofibrilles individuelles sont partiellement çbpsrées 
par un matériau absorbant fortement les électrons (im 1) en masses 
importantes et on "failles" (im 2 et im 3). 



fibrilles" alors que la fraction riche en soufre provient de 

la "matrice". Cette interprétation est principalement confirmée 

par le fait que les protéines pauvres en soufre sont fibreuses 

et fournissent aux rayons X, sous forme de film orienté ou de 

fibre refilée, un diagramme de diffraction typique des a-kératines 

tandis que les protéines riches en soufre donnent seulement un 

halo diffus correspondant à une structure amorphe. nOGZ2S (27) 
a pu démontrer que les protéines riches en soufre extraites d'une 

laine oxydée et traitée en milieu neutre provenaient au moins en 

partie de la matrice. D'autre part, un nombre imsortant de preuves 

indirectes ont été apportées à cette conception par i.iZRCJ3 (28), 

par iiOGEi3S (29) et par FILSI-112 et ~ O G i 2 ~ S  (30). 

Cependant, pour les chercheurs anglais l'isolement 

dc ces deux fractions ne serait qu'unl'artefact", sans aucun 

rapport avec la structure morphologique, qui serait cnnditionné 

par la coupure des chaînes protéiques isolées ( ~ L A C I C ~ ~ R N )  (31 ). 

Les caractères de solubilité de ces deux fractions seraient en 

relation directe avec leur composition en aminoacide (CCXFIJLD) 

(32)  
Eiise à part cette divergence sur l'interprétation de 

faits expérimentaux bien établis les connaissances actuelles sur 

la structure de la laine sont assez bien résumées par les schémas 

de la'figure 5 reproduits d'après l'article de E'itASJd et 

LdlJTJOX ( 33 ) . 



La figure 5 ,L donne une vue générale des éléments mor:3holo- 

giques de la fibre de laine telle qu'on peut l'examiner au micros- 

cope optique ou e n  microscopie électronique à faible ~rossisse- 

ment ( I c  000 X) . 
La figure 5 .3 schématise les éléments que l'on peut observer 

en microscopie électronique à très fort grossissement, c'est-i- 

dire les microfibrilles et la matrice agglomérées en microfibrilles. 

La figure 5 C est déduite d'observations 6 de très forts 

grossissernen-bs et donne une idée de la subs-bructure d'une micro- 

fibrille. Celle-ci est composée de 1 1  protofibrilles conslituées 

elles-memes de chahes protéiques dlamino-acides disposées en 

hélice n (Figure S 9). 

Les dimensions de ces uni-Lés structurales sont en accord 

avec les distances trouvées par les mesures de diffraction des 

rayons X. 



E F I B R E  D E  LAINE 
- A - 

p n t o F i  b r i l l e  1 \ 1  

MICROFIBRILLE 

m a c r o f i  

C E  L L U L E  CORTICALE 

Chaines Pept id  iquer \ \  
Hel icoi  dales en Ca bles - - -  A \  \ 



SEPAIUTION DAS COIJSTITUMTS I~~OAZPEOLOGIQU'ZS DE LA LAIï'G3. 

ACTION Di3 LA PE?SINJ EN RXLATIOiJ A W C  LA STRUCTUiZE: I\iORPE-;OLOGISUd 

D%S FISBZS ICERATIIJIQUES 

L'étude des kératines de la fibre de la laine se 

heurte à de nombreuses difficultés, la principale étant l'insolu- 

bilité de la laine dans les solvants usuels des protéines. D'autre 

part, la complexité morphologique de la laine constitue elle- 

meme un autre obstacle, car les protéines constitutives de chaque 

composant morphologique peuvent 6tre différentes. Pour cette 

raison, il nous a paru nécessaire, avant d'.entreprendre une étude 

structurale des kératines, de procéder en premier lieu à une 

séparation des constituants morphologiques pour en extraire 

ensuite un certain nombre de protéines constitutives. Seule, la 

comparaison ultérieure des protéines ainsi extraites avec celles 

de la laine vierge pouvait nous démontrer si ce stade préliminaire 

entrahait une diminution de la complexité des protéines isolées. 

Il est donc indispensable de faire appel à des méthodcs 

de séparation des constituants morphologiques aussi douces que 

possible et n'altérant pas (ou très peu) les constituants protéiques. 

La mise au point d'une telle méthode s'est vite avérée 

nécessaire. Zn effet, les techniques décrites sont en général 

trop brutales. alles nécessitent un prétraitement qui altère la 

structure des protéines, ou mettent en jeu la destruction préfé- 

rentielle de l'un des constituants. 

C'est ainsi que i43RCZR (34) détruit préférentielle- 

ment ltorthocortex. La laine finement coupée est portée 1 h 30 à 

1209C dans de l'eau en tube scellé. Ce traitement provoque le 



phénomène de llsupercontractionu de llorthocortex qui peut titre 

hydrolysé ultérieurement par la trypsine tandis que le paracortex 

et les cellules cuticulaires subsistent. GOLDZiT et al. (35) - 
utilisent également ce procédé avec des conditions expérimentales 

légèrement différentes. 

Toutes les autres méthodes font intervenir un traite- 

ment acide plus ou moins violent. LIIdDLEY (36) hydrolyse les 

fonctions amides de la laine par traitement à l'acide cétyl-sulfo,- 

nique, La laine ainsi traitée est partiellement dispersée 2ar 

azitation dans les alcalis dilués (PL 11). L1orthocortex est 

dissout par les alcalis et il ne reste en suspension que des 

cellules riches en cystine et en proline ainsi que des débris 

cuticulaires. 

Les autres auteurs (~UiJDGnii23 (37) ; ITAiiD et 3klZYJLOVICE 

(3C) ; SIl-diOITDS et i3AiZTULOVICh (39) ; Li3VZAT.J (40) ; SCI;OIZi3ZRL 

(41)) utilisent tous un prétraitement à l'acide chlorhydrique. La 

laine hydrolysée partiellement est ensuite désagrégée en consti- 

tuants morphologiques à l'aide d'un broyeur à couteau. 

Les conditions expérimentales et les caractéristiques 

de ces méthodes sont résumées dans le tableau 1. 

Le remplacement de l'hydrolyse acide par l'hydrolyse 

pepsique de la laine nous a permis de décrire une méthode satisfai- 

sante d'isolement de llorthocortex et du paracortex (Q 22 & T 3 3 ) s  

Cette méthode a été appliquée comparativement à deux 

fibres de structures morphologiques différentes : la laine 

î&rinos (constituée dlortho et de paracortex) et la fibre iiohair 

(*) Les nombres cités entre parenthèses et précédés de la lettre 
T correspondent aux paragraphes de la description des Techni- 
ques (Chapitre YII) . 





(presque exclusivement composée de kératines à caractère ortho- 

cortical). Nous démontrons au Chapitre III que les fractions 

morphologiques ainsi isolées ne sont pas modifiées chimiquement. 

II - 2BSULTATS ~ E Z I ~ ~ N T A K X  

A)  i-~ISï3 EiJ BVIDdNCE BE L'Iiil=TEROGBNEITX DU COltTZX 8T PdTHODE 

fi2ï3Pl&kTIVE D ' ISOLdIIdNT DdS CGLLULgS CORTICALGS . 
L'hydrolyse pepsique en milieu chlorhydrique non tamponné 

(T 28) suivant la technique de ùISSIiTd et P1GBCIï.d (42) nécessite 

1 'utilisation d'un broyage mécanique (T 29) pour 1 ' isolement des 
cellules corticales. 

L'étude de leur teneur en soufre permet de distinguer deux 

types de cellules (Tableau II) : le premier est pauvre en soufre 

et s'apparente à l'orthocortex, le second, plus riche, peut &tre 

assimilé au paracortex. Toutefois, ce procédé par broyage se 

prête assez mal à des préparations en grande quantité de cellules 

corticales. dn effet, les fibres de laine ne sont pas attaquées 

d'une façon homogène et la désagrégation est fonction de la 

présence plus ou moins prolongée d'une fibre donnée dans la région 

des couteaux du broyeur. k chaque période de broyage, on élimine 

alors des cellules provenant de régions du cortex assez différen- 

tes suivant le degré d'attaque respectif de chaque fibre. 

La suppression du broyage pour l'obtention de cellules 

corticales à basse teneur en soufre (orthocortex) est rendue 

possible en élevant légèrement le p1-i initial du milieu d'hydrolyse 

pepsique (T 30). Dans ces conditions les cellules sont libérées 

naturellement (T 31) d'une façon très homogène ainsi que le 

révèlent leurs propriétés chimiques (courbes de la figure 9) ou 

l'examen microscopique. De plus, le rendement en orthocortex 

purifié est considérablement augmenté. Le broyage mécanique n'est 

alors utilisé que pour l'obtention du résidu fibreux (paracortex) 

afin d'éliminer les cellules orthocorticales résiduelles (T 3 3 ) ,  

ou pour l'élimination des cellules cuticulaires de l'orthocortex 

(T 32). 
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3 - I?lFL'üidNCI3 DU i.iILIE3 DthYI)iEOLYSd 2ZPSIQm SUE LA LI32- 

i3kTION DdS CZLLULZS COLT1 CALAS 

ilans une gremière série d'essais, le pK du milieu d'hydro- 

lyse pepsique est ajusté uniquement au départ à 1,75 - 1 , C O .  i- 

la fin de l'hydrolyse sa valeur est de 2,3C - 2,40. Les pourcen- 
tages respectifs des fractions isolées sont réunis dans le 

tableau III (colonne 2). 

Dans une seconde série d'essais, le pL est ajusté quotidien- 

nement. Le laine hydrolysée, malaxée à la main dans l'eau, dégage 

une importante quantité de cellules qui peut atteindre 60 2. 100 

du poids de la fibre (colonne 3 du tableau III). 

Après purification, les cellules constituant la fraction 

"pauvre en soufrett ont une teneur en soufre (thiol -t disulfure) 

de 3,13 5 ( 2  0,10) .  Les valeurs les plus probables se situent 

certainement entre 3,00 et 3,10 p. 100. 

La fraction fibreuse a une teneur en soufre (thiol + 
disulfure) de 4,44 (f 0 , O S )  p, 100. 

La cinétique d'hydrolyse pepsique de la laine blérinos 

(J?igure 6) montre que le taux maximum d'hydrolyse est limité aux 

environs de 13-14 p. 100. Pour d'autres fibres, comme la fibre 

Liohair, le taux d'hydrolyse est plus bas et de l'ordre de 8 2. 100. 

Les résultats obtenus soit par dosage pondéral, soit par dosage 

de l'azote protéique sont concordants. 

D - CIiJSTIQU3 D S  LI3ZiiATI01J ;)AS CdLLULdS COiiTICiL3S (T 3 5 ,  

T 3 6 )  

La libération des cellules corticales "liérinos" est plus 

lente et moins complète que celle des cellules ttb~ohair't ( ~ i ~ u r e  7). 

Pour la laine hérinos le taux maximum est situé suivant les essais 

entre 60 et 70 p. 10U au \out de quinze à vingt jours alors que 

pour la fibre l~ohair la Ciésintégration des cellules est totale 
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FIGULZJ 6 

Cinétique de solubilisation de la laine 

par hydrolyse pepsique en milieu tamponné i pa 1 ,U.  



F I G U I U  7 

Cinétique de libération des cellules 

corticales par hydrolyse pepsique de la laine. 



au 5ème jour d'hydrolyse dans les mêmes conditions. Pour obtenir 

un faux analogue avec la laine 9-~érinos, il faut renouveler 

chaque jour le milieu d'hydrolyse (T 37) 

2 - RZLATIOIJ ZNTiZE LA SOLUBILISATIOIJ DU SOUFiIZ (TIZIOL i 

ku cours de plusieurs expériences de cinétiques d'hydrolyse 

pepsique nous avons dosé le soufre solubilisé (T 13)  en fonction 

du degré de l'hydrolyse. Dans le cas de la pepsine, on ne solubi- 

lise qu'une très faible partie du soufre total contenu dans la 

laine (4 p. 100 au maximum). 

Au cours de ces mêmes hydrolyses, nous avons déterminé le 

pourcentage de libération des cellules corticales, La courbe 

représentant la libération des cellules en fonction de la solubi- 

lisation du soufre est assez particulière (Pigure 8). 

La majeure partie du soufre solubilisé ( 3 , 5  2. 100) 

correspond à une période d'hydrolyse où relativement peu de 

cellules corticales sont libérées (25 à 30 p. 100). La libération 

du reste des cellules corticales correspond à la solubilisation 

de seulement 0 , 5  à 1 p, 100 du soufre total, 

Nous avons tenté de rechercher quelle était llévolution 

de certaines des propriétés caractéristiques des cellules cortica- 

les libérées au cours de l'hydrolyse pepsique de la laine iiérinos 

et ilohair, I\Jous avons retenu k cet effet deux éléments qui nous 

semblent caractéristiques : d'une part l'estimation de la teneur 

en soufre (thiol + disulfure) (T 1 3 )  de ces cellules et d'autre 

part le taux de solubilisation des protéines par le thioglycolate 

de potassium (T 39). Les résultats obtenus sont illustrés par 

la Figure 9. 



POURCENTAGE DU SOUFRE (SH+ S-S 1 SOLUBILISE PAR LA PEPSINE 

FIGURZ 8 

Relation entre la solubilisation du soufre 

(thiol + disulfure) par hydrolyse pepsique et la 
libération des cellules corticales. 



III - DISC'JSSIOIJ D 8 S  RZSULTATS 

A) idTIIOI)Z D'ISOLdi.diJT Dd L 'Oi2TBOCORT2X ~T DV Pmi&Or7,TZ: 

Une des propriétés essentielles du paracortex est Ct&tre 

plus riche en soufre que llorthocortex. Certains auteurs consi- 

dèrent cette richesse en soufre comme un artefact de préparation 

dû & un enrichissement relatif en cystine causé par l'énucléation 

préférentielle d1amino-acides (LZVZAU) (48). 

D'autres, au contraire, la considèrent comme une propriété 

propre à cette fraction ( i tOGGit2)  (49). Quoi qu'il en soit, cette 

richesse en cystine permet de différencier ces deux constituants 

du cortex de la fibre lors de leur isolement. 

Les teneurs en soufre des cellules corticales de la laine 

et du résidu fibreux, à différentes étapes de la désagrégation 

de la laine hydrolysée par la pepsine, mettent bien en évidence 

deux régions corticales distinctes (Tableau II). L'une a une 

faible teneur en soufre, l'autre a une teneur plus élevée. Ces 

résultats confirment ceux obtenus par LZVJAU (50) sur une laine 

hydrolysée par l'acide chlorhydrique. Comme cet auteur, on ne 

peut s'empêcher de remarquer que, plus on avance dans la désagré- 

gation de la fibre, plus la teneur en soufre des cellules libérées 

se rzpproche de celle du résidu fibreux dont elles proviennent. 

C'est dire que le broyage mécanique ne permet une dis-binction 

nette entre les deux types, pauvre et riche en soufre, que pour 

les cellules libérées au début de la désagrégation. Celles-ci 

sont en majeure partie constituées d'orthocortex. des colorztions 

spécifiques au bleu de lactophénol (T 3s) effectuées par LXVJkJ 

ont montré à l'examen microscopique que de telles préparations 

contenaient encore 10 p. 100 de cellules paracorticales. 

La pureté morphologique de ces cellules est bien plus 

grande si elles sont isolées sans faire intervenir de broyage 

mécanique. Cette libération naturelle et progressive des cellules 

corticales est possible si la laine est hydrolysée par la pepsine 



i pK constant en présence dlscétate de sodium. De cette façon, 

les cellules orthocorticales sont libérées préférentiellement 

dans les premiers temps de l'hydrolyse et le rendement en ortho- 

cortex est bien plus élevé (Tableau III). Pour contrôler l'état 

de pureté des cellules obtenues, nous nous sommes fondés sur le 

taux d'extraction des protéines par le thioglycolate de potas- 

sium. R l'aide de ce réactif , les protéines sont principalement 
extraites de llorthocortex. Plus les préparations dlorthocortex 

sont souillées de paracortex, moins le taux d'extraction est 

élevé. 

Le tableau IV rassemble les taux d'extraction de différentes 

préparations et montre en fonction des critères de pureté énoncés 

ci-dessus la supériorité du procédé de préparation des cellules 

par hydrolyse pepsique à pH constant 

TkTa D'EXTEACTION AU TI+IOGLYCOLATE DE P0TASSIUi.I 0 , l  JL ( ( P Z  11 ; 
rl-7 -- iaf~l3Z3i~TUiZi3 S O Q C  ; DTJBEE 1 20 min. ) 

Laine I/ Laine hydrolysée par la pepsi- Laine hydrolysée par la 
vierge 1 ne en milieu non tamponné pepsine en milieu Lamponné 

Il  I 

Laine ]/ Laine ortho- para- a Laine ortho- Para- 
vierge [: hydrolysée cortex cortex 11 hydrolysée cortex cortex 

1 I 

II 

i 46 $ 11 63  $ 
j \ 

I 
l 
I 

Ci. i~ 8 0 , s  $ 35,5 $ 
65 c' 4;; c/, ii / J  

II 



3 )  HYDrZOLYSE ?;I:PSI QUE EN IEZLATI ON AVdC LX ST3UCTUnX i..iORPI-IO- 

LOGIQK3 Di3 LA LAIN3 

Les taux de solubilisation de la laine par la pe2sine sont 

voisins de ceux observés en général par action des 3utres enzy- 

mes. La fibre 'iohair est beaucoup moins hydrolysée ( G  p. 100) que 

la laine Piérinos (14 p. 100). Compte tenu de la sensibilité 

relativement grande de l'orthocortex aux agents d'hydrolyse, il 

eat été logique que le poil lciohair ffit plus hydrolysé : en effet, 

il est considéré comme presque exclusivement constitué dlortho- 

cortex, alors que la laine brérinos étudiée (à structure bilaté- 

rale) est constituée sensiblement de 2/3 dforthocorte:: et de 

1/3 de paracortex. On peut expliquer cette différence de compor- 

tement par la disposition respective des deux constituants 

morphologiques dans la fibre i.1ohai.r. Certains chercheurs indiquent 

en effet que, dans ce poil, la petite quantité de paracortex se 

trouve répartie à la périphérie de la fibre. Cette "gainet' de 

paracortex, très résistant aux agents d'hydrolyse, constituerait 

alors une barrière de protection. Toutefois, il ne semble pas 

que cette hypothèse puisse être retenue s en effet, dans les 

mêmes conditions d'hydrolyse, on observe une désagrégation en 

cellules corticales plus lente pour la laine hérinos dacs laquelle 

l'orthocortex et le paracortex sont répartis de chaque côté de 

la fibre (structure bilatérale) et dont par conséquent llortho- 

cortex est plus facilement accessible. Au bout de cinq jours 

d'hydrolyse, le i-iohair est presque complètement réduit en 

cellules corticales, alors que le taux de désagrégation de la 

laine Eiérinos n'atteint que 40 p. 100 ( ~ i ~ u r e  7). D'autre part, 

le rendement maximum de cellules corticales est de GO p. 100 

environ pour la laine tiérinos en 10 jours, contre 90 p. 100 

pour le hiohair en 5 jours. Ces valeurs sont en bon accord avec 

les teneurs respectives en orthocortex de ces deux fibres. La 

désagrégation en fines cellules de paracortex n'est en géndrzl 



possible que par broyage mécanique ou par renouvellement 

journalier du milieu d'hydrolyse (Figure 7). De toutes façons 
elle est beaucoup plus lente que dans la zone orthocorticale. 

La ddfinition de ces. deux zones d'attaque distiactes du cortex 

de la fibre est confirmée par les extractions des protéines au 

thioglycolate de potassium et les dosages du soufre effectués 

sur les cellules corticales libérées aux différents stades de 

l'hydrolyse. Le taux moyen d'extraction des protéines des 

cellules corticales du kiohair est de 75 p. 100 (Figure 9 ) ,  très 

voisin des 60 p. 100 trouvés pour l'orthocortex purifié de la 

laine drinos (Tableau IV). Ce taux ne baisse ensuite que très 

lenfcment jusqu'à la désagrégation complète de la fibre ce qui 

prouve la structure presque essentiellement orthocorticale du 

isiohai r 

Sans le cas de la laine fi~érinos, le taux d'extraction des 

protéines est aussi le fidèle reflet de la nature des cellules 

libérées : 70 p. 100 environ de la fibre sont constitués d'ortho- 

cor-tex avec un taux moyen d'extrection de 75 p. 100 ( ~ i ~ u r e  9) 

Au del& de 7Q p. 100 de désagrégation, on note une brusque chute 

de ces taux d'extraction, en relation avec une libération de 

cellules à caractère paracortical. 

Des constatations identiques peuvent être faites en se 

référant à l'évolution de la teneur en soufre des cellules 

libérées (Figure 9). On vérifie ainsi la valeur de l'extraction 

au thioglycolate de potassium pour la détermination du carac- 

tère inorphologique des cellules corticales. Les taux dlc::traction 

au thioglycolate et les teneurs en soufre rapportées sur la 

figure 9 sont légèrement plus faibles que pour les fractions 

purifiées du tableau IV. Ceci s'explique par le fait que pour 

l'étude de la cinétique de libération des cellules corticales, 

aucune purification n'a été faite en vue de parfaire la &para- 

tion orthocortex-paracortex. Le bon accord entre ces résultats 

et les proportions relatives des constituants morphologiques 



MOHAIR - 

POURCENTAGE PONDERAL DES CELLULES CORTICALES L IBEREES 

liise en évidence du caractère ortho- et paracortical 

des cellules corticales libérées à différents stades de 

l'hydrolyse pepsique. Le caractère orthocortical correspond 

à un taux d'extraction au thioglycolate élevé et à une faible 

teneur en soufre. 



des fibres Qtudiées, révélé par l'ensemble des courbes de la 

figure 9, semble prouver d'une façon certaine qu'il existe 

réellement une différence de teneur en cystine entre llorthocor- 

tex et le paracortex. 

C )  3dLATIOIJ diTTild LA SOLU31LISjLTTOi.J Dd LA CYSTII.TJ 22' LL* 

LIB3ïtATIOIl DZS CiiLLULdS: CGiCTICiLdS.  

Le soufre cystinique passant en solution au cours de 

l'hydrolyse pepsique de la laine Piérinos représente environ 4 p. 

100 du soufre total de la fibre traitée. Ces résultats sont en 

bon accord avec ceux trouvés par 3ISZL!TZ et PIGACi-12 (51). La 

courbe de la figure 3 montre que dans le cas de la laine liérinos 

l'l~ydrolyse se fait en deux étapes. Dans la première étape la 

majeure partie du soufre libéré au cours de l'hydrolyse corres- 

pond à un lldégagement" peu important des cellules corticales. 

Dans la seconde étape, la libération de cellules corticales se 

fait sans solubilisation importante de soufre. Dans le cas de 

la fibre liohair, la quantité de soufre libéré n'est que de 1 à 

2 p. 100 du soufre total et peut même être presque nulle pour 

certains échantillons. Compte tenu de la rapidité de la libéra- 

tion des cellules, une courbe construite sur le même principe 

que celle de la figure 8 aurait l'allure de la 2éme partie de 

celle-ci. Un moyen d'expliquer les deux pentes différentes de 

la courbe de la figure G serait d'admettre qu'avant la libération 

des cellules corticales ~Aérinos, il est nécessaire d'hydrolyser 

certaines fractions contenant un taux de cystine relativement 

plus élevé que celui des protéines hydrolysées ultérieurement. 

Cette hypothèse serait valable dans le cas de l'hydrolyse de la 

laine 1-iérinos, mais pas dans le cas de l'hydrolyse de la fibre 

Liohair, où on libère très peu de soufre. Il semble bien qu'il 

faille admettre que la laine &rinos est un cas particulier ct 

que cette solubilisation du soufre n'est pas nécessaire & la 

libération des cellules. 



Zne autre hypothèse consisterait à rattacher ces deux 

stades distincts dans la solubilisation du soufre de 1% lsine 

i,iérinor, à la structure morphologique de cette fibre. Jans la 

première phase de solubilisation, la cuticule et les membranes 

cellulaires protègent partiellement le cortex contre l'action 

de l'enzyme en maintenant une certaine cohésion mécsnique, mais 

en n'empêchanl pas une certaine solubilisation des kératines. 

Dans un second stade, a p è s  la destruction lente de cette bar- 

rière, le cortex lui-même serait attaqué. Cependant, il ne sem- 

ble pas que la cuticule limite vraiment le taux de lll~ydrolyse 

et qu'on puisse retenir cette autre explication. dn effet, une 

étude de Gi2Z2IS[.T001> et SYJdCivdI~J (52) montre que, pour une laine 

broyée finement dans l'azote liquide et dont les fragments sont 

plils petits que les cellules corticales, le taux d'hydrolyse 

enzymatique est légèrement augmenté à cause de la dénaturation 

provoquée par lc broyage, mais reste toujours très limité. De 

plus, le même processus de solubilisation en deux étapes devrait 

se retrouver dans le cas de la fibre i.iohair, ce qui n'est pas 

observé. 

L'explication la ?lus plausible est qu'on hydrolyse dans 

un premier stade des constituants protéiques ne faisant pas partie 

des chaînes kératiniques, qui sereient présents dans la lsine 

ilérinos et absents dans le ibiohair. Ces composés nlaursienl qu'une 

influence relativement faible sur la structure générale de la 

fibre. Ilans le second stade, on observait une hydrolyse de 

certaines régions de la fibre conduisant à la destruction corn- 

plète de son architecture. Ce mécanisme a l'avantage d'expliquer 

que le taux d'hydrolyse est plus élevé pour la laine liérinos 

que pour le iiohair. il'autre part, l'hypothèse de lc présencc de 

certaines fractions kératiniques en plus ou moins grande quzntité 

suivant le type de fibre étudié a été vérifiée par une étnde 

chromatographique et électrophorétique des S-carboxyméthyllcére- 

tines dérivées de 1s laine ~.iérinos et de la fibre iLohair (voir 

Chapitre V). 



Cl-iflITiid III 

COi*iP&IiJ SOIJ DES S-Cd130XYi GTI;YLIIdEATIi,IdS JXTRAi Ti23 32s 

CZLLULZS CORTICLLJS L'T Di3 LA LidNE VIXitGL 

Le chapitre précédent montre la possibilité d'isoler 

l'orthocortex de la laine par une simple hydrolyse pepsique. 

La mise au point de différentes méthodes chromatographiques 

permet la comparaison des protéines orthocorticales et des 

protéines extraites directement de la laine vierge ( ~ ~ ; G s C I ~ T T O  

et 31S13iiTX) ( 5 3 ) *  Lfutilisation de la filtration sur gel de 

Sephadex conduit à la mise ec évidence et à l'isolement d'une 

fraction riche en glycocolle, en sérine et en tyrosine ( 3 I Y 2 ~ l T 2  

et 1.iOSCI-ZTTO) (54)  ; (i.i0XC;idTTO et 3 I ~ d i Z T 3 )  ( 5 5 ) .  

Au cours d'essais préliminaires, nous avons déterminé 

que la majeure partie des S-carboxyméthylkératines de la laine 

pouvait être fixée sur la 3dd-cellulose équilibrée avec un 

(*) 3ans ce chapitre les termes utilisés Lans la nomenclature 
générale ( ~ C i - l l l ,  SCiX-B,  SCbX-B etc.) sont complétés par les 
abréviations (LV)  ou ( O C )  pour 2réciser l'origine des BCiX 
(laine vierge ou orthocortex) chaque fois qu'une confusion est 
possible. s 



tampon phosphate de sodium 0,065 ï%i - de pi; G,6. D'ailleurs, le 

taux de fixation n'est pzs nettement influencé par le pZ de 

la solution tampon dans une zone comprise entre 6 et 9. Lu con. ' - 

traire, llélution des protéines fixées peut se faire soit par 

augmentation de la force ionique du tampon phosphate à p:; cons- 

tant soit par augmentation du pz-; de 1 'éluant (T 21 ) .  

Au cours de 1s mise au point de notre systSme chromatogra- 

phique nous avons remarqué que le passage sur la colonne, du 

tampon phosphate 0,005 ki permettait G'éluer une peeite quantité 

de protéines non fixées, variable d'un essai à l'autre. L'augmen- 

tation linéaire de la concentration de phosphate à gE constant 

(gradient de concentration de 0,05 Li à 0,08 3~ (T 22)) élue 

lentement une fraction qui ne représente encore qu'une faible 

quantité de protéine. L'utilisation de ce gradient a été rernsla- 

cée dans la technique définitive par le passage d'une solution 

0 ,8  PL de phosphate (Figure 10). Les protéines Gluées constituent 

la fraction 2 des chromatographies. L'élu-bion est soursuivie 

par l'augmentation du pl:. On utilise d'abord une solution de 

carbonate de sodium 0,OS 1.1 qui Oonne deux zones dl élution distinc- 

tes (fractions 3 et 4). La chromatographie est enfin terminée 

à l'aide d'une solution de carbonate de sodium 0,5 (>rackion 5). 

Dans un but yréparatif on utilise des colonnes de grzndes 

dimensions. La fractions 3 est alors hétérogène. Alle p u t  être 

arbitrairement divisée en sous-fractions (3.3, 3b, 3d et 3e). Il 

en est de même de la fraction 4 que l'on divise en deux sous- 

fractions (4 et 4') (Figu.ie i l ) ,  Les fractions principales ont 

été purifiées par une seconde chromatographie sur DdiJ-cellu- 

lose et étudiées en électrophorèse. 

La fraction 3d est he'té~ogène (Figure 12b), mais la 

proportion du cornpua~'; le plus rapide a considérablement aug- 

menté par comparaison avec le diagramme électrophorétique alune 

potéine brute (Pigyzre XZ). 



NOMBRE DE TUBES - FRACTIONS DE 5 ML 

PIG'cTnJ 10 

2 Colonne de 22 mm x 230 mm, Pression de tassage 1 kg/cn , 
Poids des protéines déposées : 500 mg ; Débit : 70 ml 

à 1 'heure (T 21 ) 

Pour la signification des chiffres 2, 3, 4 et 5, voir 

le texte. 



NOMBRE DE TUBES , FRACTIONS DE 10 ML 

P1Gu~i.d 11 

CIiICOi ~ATOGACAPI~I~ Pi222AIti~TIVd DAS SChK ( OC ) - 
Colonne de 35 mm x 350 mm. Pression de tassage : 1 kg/cm2. 

Vitesse d'écoulement : 150 ml/heure (T 21). Le passage des 

tampons phosphate se fait à la température du laboratoire. 

Le reste de la chromatographie est réalisé à 3 - 4OC. 2our 

la signification des chiffres (1, 2 etc.), v o i r  le texle. 



FIGU72.d 1 2 

ïilectrophorégramme des pro2réines des fractions éluées 

au cours tïe la chromatographie préparative (Pigure 1 1 )  

Diagramme en frontières ascendantes (---M. 
Tampon glycocolle de ph 11 et de force ionique 0,1 (T 1 5 )  

a) SCE%(OC) avant chromatographie 

b) XCP;I<(OC) fraction 3d 

c) SaX(OC) fraction 4' 



La fraction 4'  donne un seul pic assez large sur le 

diagramme (Figure 12c). Glle est donc constituée par un groupe 

de protéines dont les mobilités dlectrophorétiques sont relati- 

vement voisines. 

i3 ) F2hCTI OIJ1J&&Id'I' P M  P;~~~CIPIT~LTIO~~JS ISOTLdCTilI $UJ dT 

~LC~TOI .SI  QUE 

La chromatographie sur colonne de DZU-cellulose dans les 

conditions décrites ci-dessus permet un certain fractionnement, 

mais les résultats sont dans l'ensemble relativement peu satis- 

faisants. Mous avons donc essayé d'isoler la fraction protéique 

par un autre procéde. 

L'acidification à pI: 3,9 d'une solution de SCEJC(0C) permet 

la précipitation d'une partie des protéines (T 44) : une telle 

observation a déjà été faite pour les S-carboxyméthyllcératines 

extraites de la laine vierge par GILLESPIJ (56) eL elle est & 

la base d'une métllode de fractionnement d'une solution de SCiL 

par dialyse contre tampon acide. Dans ce dernier cas, la fraction 

précipitée (SCiiK-ii (LV)) est gauvre en soufre, tandis que la 

fraction surnageante ( S C l Z - 3  (LV) ) est riche en soufre. 

iTotre fraction SCi-di-A(0C) qui est dérivée des cellules 

orthocorticales est pauvre en soufre. dlle contient encore une 

certaine quantité de fractions mineures rapides décelables par 

électrophorèse libre. Cependant, un fractionnement supplémentaire, 

par précipitation acétonique (S 45) conduit à une fraction plus 

homogène en électrophorèse libre désignée par l'abréviation 

SCi.Gi (PS-a1 ) . 

1) détermination des groupes a-aminés terminaux libres ............................ ------------ ----- 
La fraction protéique SC~E(PS-al) contient une propor- 

tion nettement prépondérante de glycocolle en position N-termi- 

nale. Nous identifions aussi, mais en quantité moins importante 



de la sérine et de la thréonine (Y 12) 

ïiappelons que TGOkiPSON (57) trouve aussi le glycocolle 

en position 11-terminale dans une préparation de S-carboxyméthyl- 

kératines (SCI~C-AL de GILLdSPI;1: et LJ~IJIJoX) ( 5 G ) .  Toutefois, 

dans cette dernière, les auteurs trouvent autant de sérine 

que de glycocolle en cette position. 

2) Détermination de la composition en acides aminés ----------------------------------------- 
La composition en acides aminés de la fraction SCI.L<(PG- 

al) a été déterminée par la méthode des 3IJP-aminoacides de LLWP 

(59) (T 11). L'analyse des résultats obtenus nous montre d'une 

part que la composition de la protéine isolée se distingue de 

la laine vierge par sa teneur élevée en glycocolle et en sérine 

(Tableau V ) .  D'autre part, à cause de sa faible teneur en soufre 

cystinique, on peut rapprocher cette protéine de la fraction 

SC'S<-A2 de GILLZSPIX (Tableau V) . 

La chromatographie sur WFd-cellulose et la méthode de 

précipitation isoélectrique montrent bien l'hétérogénéité des 

S C i d  mais ne nous ont pas permis d'obf enir des fractions 

parfaitement homogènes en électrophorèse libre. Pour compléter 

le fractionnement, nous avons utilisé La méthode de filtration 

sur gel de Sephadex (T 23) (T 24). 

(*) Nous rappelons que les SCrZ représentent l'ensemble des 
kératines extraites de la laine et carloxyméthylées, les SCid-k 
constituant la fraction des SCrJC insolubles en milieu acide et 
les SCkJi-II la fraction soluble. 



(nombre de résidus d'amino-acides pour 100 amino-acides dosés) 

- - -  

(*) L'indication 11P indique que la laine utilisée est du ruban peigné 
et SI1 qu'il s'agit d'une laine en toison spécialement traitée pour les 
recherches (T 1) 
(**) les abréviations 1 x G75 et 2 x G75 correspondent à des fractions obte- 
nues respectivement après une ou deux chromatographies sur Sephadex G75.  
(***) Fraction protéique obtenue par fractionnement acétonique (Chapi%re III) 

(****) Fraction protéique (dite pauvre en soufre) abtenue par fractionnement 
des SC~;Z(LV) par l'acétate de zinc (GILLdSYIZ' et ~diJi~0;:) (60) 





Le plan général de fractionnement que nous avons suivi 

est résumé dans le tableau VI. L'obtention de SCkZC-a homogènes 

en électrophorèse libre et en ultracentrifugation est rendue 

possible par llassociation de la précipitation isoélectrique 

à pk 3,9 et de la filtration sur gel de Sephadex. 

i,) PilHCTIOiJNdldii~TT CTiiiOi~LkTOGSidiiIQJj2:  i>dS Yij.OTdIi!dS iLCl3UTLS 

L)dU CGLLULdS OElrl'EQCOi1TIGhLdS 

19) Chromatographie des hCi.ii((0C) 
----N_---------------- 

Les 2-carboxyméthylkératines brutes, qui sont hétérogènes 

en électrophorèse libre ( ~ i ~ u r e  13a), ont été soumises à un 

fractionnement par chromatographie sur Sephadex G75 (T 24). 3 e w  

fractions peuvent être obtenues (Figure 14a). La fraction 1,  

qui contient la majeure partie des protéines, est encore hété- 

rogène en électrophorèse libre (Figure 13b). Slle est donc 

rechromatographiée dans les mêmes conditions que précédemment 

(Figure 14b). La fraction correspondant au pic princisal ( ~ i ~ u r e  

14s) est cette fois pratiquement homogène en électrophorèse 

libre (Figure 13c). L'élimination progressive de la fraction 

riche en soufre au cours des dif2érentes chromatographies des 

S C I S  sur Sepliadex peut &tre mise en parallèle avec 1' évolution 

des mobilités électrophorétiques (Tableau VII, colonne de 

gauche). 

TABLXAU V I 1  

I I  
scl~AIc(0c) 9,3 11 SciJi-~(oC) 9,2 

I I  
I I  

SCidi(0C) (FI ) 9 , i  5 11 ~Ci.l;:-k(oC) (Pl ) 

scr,x(oc) (al ) II SCL~~-A(OC) (FI ) 
2 x G75 CI 0 " 2 x G 7 5  

I I  

2 -1 
(*) Les mobilités sont exprimées en cm .volt-' sec xlo-' (5' 15). 
Jlles sont calculées d'après les déplacements de la frontière ascen- 
dante. Les protéines étudiéespl.oviennent toutes de la laine STT 2GG 
(Y 1). 



Diagrammes d'électrophorèse libre (frontières ascendantes 

---+m) des S-carboxyméthylkératines extraites des cellules ortbo- 

corticales de la laine. Tampon glycocolle de p1-: 11,O (force 

ionique O,l). Concentration de la solution de protéines dans le 

tampon : 1 , 5  p. 100 (poids/volume). Les protéines utilisées n'ont 

été dialysées qu'une fois et sont utilisées aussitôt a-rès 

lyophilisation. 



VOLUME D'Fi UAT EN 14 

FIC-TJi22 14 

Chromatographie de filtration sur gel des S-carùoxyméthyl- 
kératines (SCidC(0C) et YCLL(-A(OC) ) . Colonnes de Yeyhadex G75 de 
3,5 cm x 45 cm ; Dépôt : 150 mg de protéines. Fractions de 3,3 ml. 

a : Chromatographie de SCI.~C(OC) - 
b : ilLechromatographie de la fraction 1 de SCidi(0C) - 
c : Chromatographie de 3CiLii-li(OC) - 
d : ltechromatographie de la fraction 1 de SCA.JC- OC). - 



2 0 )  Chromatographie des SCl;II-k(0C) ............................. 
La fraction h;CiiZ-k(~C) obtenue par précipitation des 

ZCî+Z(OC) à 3:; 3,9 est hétérogène en électrophorèse libre (Figure 

13d). La chromatographie de cette fraction sur Sephadex G7S est 

très comparable B celle de la frac-tion sCI~C(OC) (Figure 14c). 

Toutefois, la fraction 2 correspondante contient beaucoup moins 

de protéines. La fraction 1 de cette première chromatographie 

des SCi'iK-k(0C) est pratiquement homogène en électrophorèse libre 

(Figure 13e). Une seconde chromatographie permet une purification 

supplémentaire ( ~ i ~ u r e  14d) qui conduit à une protéine parfai- 

tement homogène en 4lectrophorèse libre (Figure 13f). Comme dans 

le cas du fractionnement des SC~X(OC) on remarque que 1 l élimina- 

tion progressive des protéines du 2ème pic chromatographique des 

SC~JC-~(OC) peut être mise en parallèle avec une diminu-bion des 

mobilités électrophorétiques (Tableau VII, colonne de droite). 

La fraction pur if iée des SCbX-A(oC) est également 

homogène en ultracentrifugation aux concentrations de 10 mg/ml 

et de 5 mg/ml (T 20). A la concentration de 7,5 mg/ml il est 

possible de déceler une légère asymétrie de la base du pic : la 

présence d'un composant très mineur ne peut donc être éliminée. 

La constante de sédimentation est de 4,6 Unités Svedberg i 2 0 9 C  

pour une dilution infinie. 

3 0 )  Chromatographie des ~Ci4<-3(0C) ------- .................... 
La fraction des SCLK-~(OC) solubles i pE 3,9 est 

également hétérogène en électrophorèse libre (Figure ?Sb). Par 

chromatographie sur Sephadex G75 (Figure 15a) on n'obtient qufun 

pic majeur qui est étalé et asymétrique. &me après rechromato- 

graphie, on ne peut obtenir des fractions homogènes. 

13 ) FRAC'I'IOiJiJSi,d,NT C~,~.,O~.&TOGR~LPELI QUE DdS PFtOTdIiJZS ;iI%Tj'nkI TJS 

DL LA LhIIJZ VIJILGi3 

Les protéines extraites par le thioglycolate à partir 

de la laine vierge sont hétérogènes en électrophorèse libre 
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FIC-mG 1 5  

k t Chromatographie de gel-filtration de la fraction 

SCilili-~(OC) ;(n&nes conditions opératoires que dans la figure 14). 

L; : Electrophorèse libre de SCFGLB(0C) (wémes conditions 

opératoires que dans la figure 13). 



(Figure 16a). Un premier fractionnement est obtenu par préci- 

pitation isoélectrique à pK 3,9 suivant la technique de GILLSS- 

PId et al. (61 ). La fraction insoluble à pK 3 , 9  (sCI~G<-~~(LV) ) 

est hétdrogène en électroshorèse libre (F'igure 16b) et se sépare 

en chromatographie sur Yephadex G75 en deux sous-fractions Pl 

et F2 ( ~ i ~ u r e  17a). Après une seconde chromatographie de la 

sous-fraction FI, les SC~III-B(LV)) ainsi obtenues sont homogènes 

en électrophorèse libre. ( ~ i ~ u r e  16c). 

La fraction soluble à pE 3 , 9  (sCMK-S(LV) est chronatographiée 

sur Sephadex G75, elle donne un diagramme dlélution ( ~ i ~ u r e  17b) 

semblable à celui obtenu pour SCPJZ- OC) ( ~ i ~ u r e  15). 

IV - STUDZ CHIhIQUZ DJS SCPGC. 

A) XTUDE DBS PkOTdIilïiS dXTl?kITES DES CdLLULJG OdTiiOCOitTICHLdS 

12) Composition en acides aminés .......................... 
a) SCU<-k(0C ) 

Dans le tableau V, nous avons rassemblé les différentes 

compositions de la fraction SChIC-A obtenue par précipitation 

isoélectrique et de la fraction SCkIIi-A à différents stades de 

purification par chromatographie de gel-filtration. X part un 

abaissement très net de la teneur en glycocolle, la fraction 

~Ci~iK-k(~l) a la composition générale des a-kératines. En effet, 

la comj?araison est possible avec la fraction SChiC-A2 (tableau V ; 

colonne 5), extraite de la laine vierge par GILLî3SPId et LdfndOX 

(62). Compte tenu des méthodes différentes employées pour les 

dosages, les écarts de composition observés sont mineurs. Pour 

la comparaison des teneurs en S-carboxyméthylcystéine, il convient 

de tenir compte de la présence d'acide cystéique et de cystine 

résiduels (Voir Tableau V ,  Equivalent 1/2 cystine totale). 

La fraction 2 (xc&~~c-A(OC) ( ~ 2 ) )  obtenue par chromatographie 

sur Sephadex G75 est au contraire très différente des a-kérs-Lines 

(tableau VIII), Elle contient une très grcode quantité de 

glycocolle, ainsi qu'une teneur en sérine assez importante. 



DiGgramme d'électrophorèse libre (frontières ascendan- 

tes.-) des S-carboxyméthylkératines extraites de la 

laine vierge (16 h à O Q C ) .  biêmes conditions opératoires 

que dans la figure 13. 

k : SCI~X(LV) 

B : SCIVX-H(LV) 

C : SCIQC-A(LV) (Pl ) : après deux chromatographies sur Sephadex 
G75 (concentration de la solution protÉique pour lt61ec- 
trophorèse : 0,9 g. p. 100). 



VOLUME D'ELUAT EN ML. 

Chrmnatographie de gel-filtration des S-carboxymétliyl- 

kératines extraites de la laine vierge. iiêmes conditions 

opératoires que dans la figure 14. 

a : SCMC-~(LV) ; b : SC1.X-B(LV). 



P a  CiX0idLTOGElkPi11d SUlt 3 ~ Y I i D d X  G75 

(Nombre de résidus d'amino-acides pour 100 amino-acides dosés) 

Alanine 

krginine 

Ac. aspartique 

Ac. cystéique 

Cystine 

Ac. glutamique 

Glycocolle 

Iiistidine 

Leucines 

Lysine 

Phénylalanine 

Proline 

Sérine 

Thréonine 

Tyrosine 

Valine 

S-carboxy- 
méthylcystéin 

(*)  Les préparstions des colonnes 2  et 3 proviennent respectivement dbd 
seule chromatographie, celle de la colonne 4 provient de la réunion des 
Qluats de 1 2  chromatographies. 

SChK(0C) 
(ES) 
 aine SII) 

(**) Cette fraction provient d ' u n e  laine traitée par le thioglycolste 
pendant 1 6  heures à OOC. 

i i I 

I 
2 f 3 1 4 I 5 

i 

SC~Q<-~L(OC) /SCL~GC-A(LV) 
(F2) * 
(~aine SV) 

(pz) ** 
  aine sW) 



Ailalgré l'existence de variations suivant l'origine des préparations 

cette fraction est toujours caractérisée par sa haute teneur en 

glycocolle et en sérine. Ces deux caractéristiques essentielles 

sont valables aussi pour les fractions 2 obtenues par chromato- 

graphie de SCPiK(0C) et de SCIdC-k(LV) (colonnes 1 et 5 du tableau 

VIII. Cette fraction 2 se caractérise aussi par sa richesse en 

tyrosine (tableau X I I ,  ~*LOSCZZTTO et 2. (63) (*). Cette fraction 6 

est constituée comme nous le verrons plus loin d'un grouse de 

protéines auxquelles nous avons donné le nom géndral de SCirirZ-i3G 

pour rappeler leur grande richesse en glycocolle. Ces protéines 

sont étudiées plus en détail au chapitre V. 

d'autre part, la fraction sCM-h(0~)(2 x G 7 5 ) )  qui est 

homogène en électrophorèse libre et dont la composition en acides 

aminés a ét6 rapportée dans le tableau V (colonne 3) a ét6 rechro- 

matographiée sur Sephad.ex GSOO (3 fille est éluée sous la forme 
d'un pic qui présente une légère asymétrie. La composition en 

acides aminés déterminée m r  deux sous-fractions isolées arbitrai- 

rement par découpage du pic a révélé la présence d'une petite 

quantité de cystine résiduelle dans les éluats correspondant au 

début du pic. D e  plus, les SCi.X-h, malgré leur homogénéité en 

électrophorèse libre, se sont révélées hétérogènes en électro- 

phorèse en gel d'amidon (5' 17) (Figure 18). 

b) S C I ~ < - ~ ( O C )  : Les résultats préliminaires obtenus par chromato- 

graphie des SCiiK-iJ nous montrent qu'il est possible d'obtenir un 

certcin fractionnement de la fraction riche en soufre. Un frac- 

tionnement arbitraire révèle des variations de la composition en 

amino-acides, en particulier pour la fraction 3 ( ~ i ~ u r e  l5a). 

( * )  Il faut cependan: noter que le dosage de la tyrosine par la 
méthode des DNP-aminoacides est particulièrement délicate. Les 
résultats sont plus valables avec la méthode de i~00ï3ïi et STï3ILT 
(T 5 ) .  
(**) La colonne utiltsée mesure 2 cm de diamètre et 23 cm de hau- 
teur. Le Sephadex empioy6 pour cette chromatographie ne possède pas 
les propriétés du Se2kadex (3200 perlé qui n'a été commercialisé qu' 
après l'exécution de nos essais (voir les résultats du chapitre V). 



ï3lectrophorèse sur gel d'amidon des fractions de SCi?;iC(LV) 
obtenues sur Sephadex G75 (T 17). Les SCLJC ont été extraites 
à OQC pendant 16 heures. 

Sens de migration : cathode (bas de la figure) vers anode. 

(A et B) : SCPiK-i3 : Ces deux électrophorèses mettent en 
évidence des différences de comportement électrophorétique des 
SCisiK-B dues à de faibles variations de la force ionique au cours 
du fractionnement des SChX par précipitation à pH 3,9. 

C : Scia-k ; 
D : SC8d<-i~ après deux passages sur Sephadex G75 9 
E : SCi&-13G (fraction 2 sur Sephadex G75, partie insoluble 

à pi2 3 , 9 ,  re~hromatogr~phiée sur Sephadex G75) ; 
F : izélange artificiel (5ü  p. 100, p/p) des fractions D et Z. 



Dans l ' ensemble ,  cependant ces  f r a c t i o n s  ne d i f f è r e n t  pas beau- 

coup l e s  unes des a u t r e s ,  mises h p a r t  des  v a r i a t i o n s  importantes  

de l a  t eneu r  en  S-carboxyrnéthylcystéine (Tableau I X ) .  

2 2 )  Amino-acides en p o s i t i o n  Ii-terminale ................................... 
La dé te rmina t ion  des  ac ide s  aminés en p o s i t i o n  N-ter- 

mlnale (Tableau X )  montre Gue l a  f r a c t i o n  sCIIIH- OC), même ap rè s  

deux chromatographies,  c o n t i e n t  encore p l u s i e u r s  amino-acides 

N-terminaux. Tou te fo i s ,  au cours  du f rac t ionnement  chromatogra- 

phique,  on n o t e  une augmentat ion de l a  p o p o r t i o n  de  l a  somme 

( a c i d e  glutamique + a c i d e  a s p a r t i q u e )  e t  une diminut ion de l a  

t h r éon ine ,  comparativement à l a  f r a c t i o n  i n s o l u b l e  de dépa r t .  

C e t t e  étude n ' a  d ' i n t é r ê t  que s u r  des  p r o t é i n e s  pré- 

s e n t a n t  c e r t a i n s  c r i t è r e s  de p u r e t é  : c ' e s t  pourquoi nous ne 

l ' a v o n s  pas f a i t e  s u r  l a  f r a c t i o n  SCliiC-d q u i  e s t  hé térogène ( v o i r  

p lu s  h a u t )  . 
Le cas  des p r o t é i n e s  r i c h e s  en g lycoco l l e  du t a b l e a u  

VI11 e s t  un peu d i f f é r e n t .  Ce r t e s  nous avons déjà s i g n a l é  l a  

v a r i a b i l i t 6  de  l a  composition en miino-acides, mais l a  prédomi- 

nance du g l y c o c o l l e ,  de  l a  s é r i n e  e t  de l a  t y r o s i n e  j u s t i f i a i t  

l a  recherche  des groupes terminaux.  Comme on pouva i t  s ' y  a t t e n d r e ,  

nous t rouvons  p l u s i e u r s  ac ide s  aminés en p o s i t i o n  N-terminale, 

mais l e  g l y c o c o l l e  e t  l a  s é r i n e  prédominent t r è s  net tement .  

B) C O i . S O S I T I O N  D,I::j: ---a---- P~tGTi'dlbJdS - XXTKAITdSi -- D S  LA LILINZ VIZRGd 

La f r a c t i o n  SCLJX-L ddr ivée  des  k é r a t i n e s  de l a  l a i n e  

v i e r g e ,  obtenue par l e  couplage de l a  p r é c i p i t a t i o n  i s o é l e c t r i q u e  

e t  de  l a  f i l t r a t i o n  s z i  g c l  de Selhadcx G 7 5 ,  e s t  pauvre en souf re  

e t  p r é s e n t e  d e s  c r i t è r e s  de p u ï e t é  t r è s  s a t i s f a i s a n t s .  En vue 

d 'une c a r a c t é r i s a t i o n  p l u s  p r é c i s e ,  s a  composition en amino-acides 

a  é t é  déterminée  par  l a  méthode Ce ~~002i2 e t  STEIN (Tablezu X I ) .  

C) DISCUSSIOlJ  -- 
L a  c h r o ~ a t o g r a - h i e  s u r  DdiA-cellulose u t i l i s a n t  l e  



TA..BLUU IX 

COi.d?OSI T I O N  a? Ai"lIIJ0-ACIDAS DZS FRACTIONS SCi9.K-B ( O C )  

(~ombre  de rés idus  dramino-acides pour 100 amino-acides dosés) 

I 
I 

i 
I 
1 
I 

SC~G<-~(OC) SCl,lrC-ii(~~) 
b r u t e s  [ ( F I )  ( * )  

(Laine S V )  1 ( l a i n e  SV) 

1 , d a n i n e  

i i rginine 

Ac. aspar t ique  

i 1 I 2  3 I 4 i 

sCL~K-~(OC) 
(F2)  (*) 

 aine SV) 

378 392  392  490 1 
5 90 6  9 3 695 1 10 , I  

2 ? 3  1 1 ) ' j  296 

S C ~ ~ L ! ~ - B ( O C ) ~  
(F3)  (*) 1 

(Laine SW) 

I Ac. cystéique 

Cyst ine 

490 

095 072 0 91 097 
i l 
t 

1.9 Y90 098 1 
kc .glutamique 

Glycocolle 

i i i s t i d i n e  

Leucines 

Lysine 

rléthionine 

Phénylalanine 

Pro l i n e  

Sé r ine  

8 ~ 5  10 ,7  990 1 7 2 9 4  Y 6 1 1 7 , 6  1 6 , 2  I 5 9 9  i 799 1 

092 1 096 i 

4 , 8  
1 

192 i 
$ 

694 696 5 91 
i 

094 1 092 t 

- - - i 
i 

196 1 1,O 1 , s  i i 

15,1 15 ,2  
i 

14 ,2  ! 

l 
13 ,5  1 1470 i 

1395 ; 
i Thréonine 10,O 11 ,1 1 0 9 1  t 

Tyrosinc 093 i - 
5 

t r a c e s  

Val ine 

S-carboxyméthyl- 
cys t é ine  

5 9 5 4 ~ 9  

15,1 17,4 12,3 

1 
X( lys ine)  (**) 

X(pro1ine) (**) 
0 9 3 092 G 9 2 1 
0 9 7 - 2 90 r - 8 -- 

(*) Les t r a i t s  p o i n t i l l é s  ve r t i caux  de l a  f i g u r e  15 permettent de lochd--  
s e r  ces  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s .  
(**) %(lys ine )  e t  X(pro1ine) correspondent à des taches  non i d e n t i f i é e s  
qu i  s e  l o c a l i s e n t  à côté de l a  l y s i n e  e t  de l a  p ro l ine  sur  l e s  chroma- 
togrammes bidimensionnels g l e u r  nature  chimique e s t  entièrerncnt 
inconnue. 



a> ri- 



(résultats en grammes de résidus pour 100 g de protéines)(*) 
TAi'JdUiZ 2 4  i.ZGTd i 16,80 

Ac. rspertique 

(*) Pour chuque temps d'hydrolyse on fait deux hydrolysats et deux 
doscges sur chaque hydrolysat. Les cnzlyses sont faites selon i~00,Li 
et YTdIR (T 5). Les protéines analysées représentent le groupe 
complet des SCELII-i, à son stade maximum de pureté, Ceci jusitfici-l; 
une ddtermination très précise de la composition en amino-acides. 
Le mode d'expression des résultats utilisé permet d'effectuer les 
corrections pour lc destruction des amino-acides en cours dfhydro- 
lyse. Eour permettre la comparcison avec les autres dosages, ces 
résultats sont partiellement rcpris dcns le tableau X I I  CL exprimés 
dc la mcnière habituelle en nombre de résidus d'amino-ccides p. 100. 

(**) Lc vcleur retenue est celle obtenue après 72 heures dl!:ydrolyse. 

(***) ilésultats extrapolés pour un temps d'hydrolyse nul. 



carbonate de sodium comme milieu d'élution montre la grande 

hétérogénéité des SCbdC extraites des cellules corticales. OtBOI~JITTELL 

et TEOLiPSON (64) arrivent à la même conclusion par chromatogra- 

phie des SCi.X de la laine vierge sur DZL'J-cellulose avec élution 

par gradient discontinu de chlorure de sodium. Comme pour les 

SCi*iK extraites de la laine viergc, (YOODS ( 6 5 ) ,  GILLSSPIZ ct & 
(66)), ces protéines se divisent en deux groupes principaux : les 

SC1.X-II pauvres en soufre et les SCIdC-B riches en soufre. 

La chromatographie de gel-filtration montre en plus que 

les SCtiK-X contiennent au moins une autre fraction mineure bien 

caractérisée et composée de protéines riches en glycocolle, en 

sérinc et en tyrosine, que nous appelons SCî*ïI< riches en glycocolle 

(ou SCbX-3G par abréviation). Elle correspond à un mélange de 

plusieurs protéines comme le montrent les électrophorèses sur 

gel d'amidon de la figure 18 (Fraction d). Signalons que cette 

fraction S6iK-ZG peut également être mise en évidence por chroma- 

tographie sur DJA.3-ccllulose en milieu alcalin (TRIS 0,OS 17; de 

pE 10,4). Ce type de chromatographie que nous étudierons au 

Chapitre V est très reproductiblc. I~~ise au point sur les XCLiK(LV) 

(biO~C~i3TT~ et 3ISXBTZ) (68) ; cette chromatographie est particu- 

lièrement bien adaptée à l'isolement des SCitiIZ-3 et des SCE-X-ZG. 

Elle permet d'éluer quatre fractions parfaitement définies ; la 

première est constituée en majeure partie par les SCiZ<ii;-C, la 

3ème correspond aux SCbiIC-RG qui sont comparables à la seconde 

fraction caractériséc au cours de la filtration sur Sephadex G75 

des SCEiK ou des SCbd<-iL. 

Les diagrammes d'élution sont identiques pour les pro- 

téines extraites soit de 1s laine vierge, soit des cellules corti- 

cales. 

L'identité va d'ailleurs beaucoup plus loin ; en cffet, dans 

le tableau XII, les compositions en amino-acides des différentes 

fractions protéiques isolées des cellules corticales ct de la 

laine elle-même sont comparables, compte tenu des différences de 

méthodes d'analyse. 



TABLZAU XII 

COI.LI?OSITION ZN &LINO-KCIDdS UdS FiiACTIONS Y d O T G I Q U d S  A X T R A I T Z S  
. I)d Lk LbINd 

(Nombre de résidus dlamino-acides pour cent amino-acides ( * ) )  

(**) Il arrive fréquemment que par 1s méthode des dinitrophénylaminoacides 
la tyrosine soit fortement sous-estimée. L'indication ( L ~  et S )  correspond 
aux dosages faits par la méthode de i.100Xd et STGIN, et (DXP) aux dosages 
par la technique des dinitrophénylaminoacides. 

(***) Calculé d'après les résultats de CISd\YTI;E;i et DO'I.&Ii.TG ( 6 9 ) .  



Il convient toutefois de s'interroger sur la différence 

de composition de la fraction SCPX(PS-U~) (Tableau V, colonne 4) 

obtenue par précipitation acétonique et de la fraction SClii[-~ 

des cellules orthocorticales recueillie par gel-filtration. La 

première accuse des teneurs en glycocolle et en sérine supérieures 

à celles de la seconde et surtout, la proportion de glycocolle 

en position ii-terminale est beaucoup plus importante. Il est 

possible que la précipitation acétonique ait enrichi cette pré- 

paration en un certain nombre de composants des SC1.11<-;2G, de 

mobilité électrophorétir~ue voisine de celle des SCidZ-iL et qui 

ont aussi le glycocolle comme groupement N-terminal srépondérant. 

La filtration sur gel de Sephadex permet d'éliminer ces SCiG<-3ü 

Nous avons tenté d'expliquer la présence de nombreux 

groupements terminaux trouvés dans les SCT-JC-X, qui sont cepen- 

dant homogènes en électrophorèse libre et en ultracentrifugation. 

Zn fait, ces fractions analysées récemment par électrophorèse en 

gel d'amidon, sont encore hétérogènes : la figure 16 donne les 

résultzts obtenus sur des fractions extraites de la laine vierge. 

La fraction correspondant aux SCPX-A, préparée par précipitation 

isoélectrique et par gel-filtration, contient au moins quatre 

groupes de protéines en électrophorèse en gel d'amidon. Les 

résultats obtenus avec les protéines issues des cellules corti- 

cales sont très voisins, 

Les résultats exposés dans ce chapitre montrent que les 

protéines extraites, soit des cellules corticales, soit de lz 

laine vierge sont identiques. Certes, la présence d'une impor- 

tante quantité de glycocolle en position N-terminale dans une 

préparation de SCiiX-ii (SC~S(YS-~I ))laisse subsister un certain 

doute sur la possibilité d'un petit nombre de coupures des 

chaînes kérstiniques au niveau du glycocolle, mais l'ensemble 



des  p r o p r i é t é s  de ce s  deux types  de p r o t é i n e s  montre une t r è s  

grande s i m i l i t u d e ,  ce q u i  permet de cons idére r  que l ' h y d r o l y s e  

pepsique e s t  un e x c e l l e n t  moyen de p répa ra t i on  des  c e l l u l e s  

o r t h o c o r t i c a l e s .  D ' a i l l e u r s ,  l l é l c c t r o p h o r è s e  en g e l  dlamidon 

des  SCM:( i s o l é e s  des  c e l l u l e s  corticales obtenues par  liydrolyse 

pepsique e s t  t o u t  & f a i t  comparable à c e l l e  des SCEX e x t r a i t e s  de 

l a  l a i n e  v i e rge  (F igures  19  h e t  3 ) .  I l  n'el1 e s t  pas de même 

pour l e s  SCS.X i s o l é e s  d 'une l a i n e  t r a i t é e  par  l ' a c i d e  chlorhy- 

d r ique  6 PT penàant 1 5  minutes à 60eC.  Ce t r a i t e m e n t  qu i  e s t  

u t i l i s é  pour l ' o b t e n t i o n  des  c e l l u l e s  c o r t i c a l e s  su ivan t  LdVZr?U 

(70) modifie donc net tement  l e s  SCiJC i s o l é e s  (Figure  19  C ) .  



Electrophorèse su r  ge l  d'amidon de quelques SCiGi 

X : SCliiI[ ( l a i n e  v i e r g e )  

3 : 3Ci.X (or thocor tex  obtenu par hydrolyse pepsique de l a  
l a i n e )  

C : SCeiK ( l a i n e  t r e i t é e  1 5  minutes à 60QC par ZC1 6 bT) - 
D : SCM ("noyau1' en hé l i ce  a obtenu par hydrolyse 

pepsique de 10 minutes des  SCM-A)  



SITES D'ilCTION Dd LA PdpS'EiJZ AU COU23 DE ----- 
L 'l~YDI1OLYSi3 X J Z P I ~ ~ T I  i)Ud DDS IUEiLTSMGS 

L'ensemble des trava~u relatés précédemment nous 

montre d'une part que l'action de le pepsine sur la laine est 

limitée quantitativement, et d'autre pcrt que les protéines 

isolées de la laine vierge ou des cellules corticeles obtenues 

par hydrolyse pepsique ont des propriétés physicochimiques 

identiques. 

Mous nous proposons maintenant de préciser quelle est 

la nature des régions de la fibre solubilisées par la sepsine 

et d'autre part quelle est la sélectivité réelle d'action dc 

cet enzyme vis-à-vis des kératines. 

Dans ce but nous zvons étudié l'action de la pepsine : 

1 ) sur les SCiGC, 

2) sur les kératines réduites et "repontées" artificiellement, 

3) sur la laine vierge. 

II - iiCTION I)Z Lk Y Z P S I W 3  SU,; L X  SCbiil (T 52 et 5 3 ) .  

A )  ZYDitOLYSd PSI? S I  QU2 DSS-_U$~IKK(&C) 

La solution protéiqllc utilisée titre 32,8 p i  d'azote 

protéique par ml et correspond à 22 ,9  p J q  de norleucine par ml 

(détermination sur un hydrolysat chlorhydrique 6 il de 24 h. ) (*)  

-------------------------------------------------------------- 
(*) 1 ml de solution de SChï< est hydrolysé pcndant 24 heures sous 
vide à 1 IOQC par EiC1 6 N, L'hydrolysat est traité comme pour une 
analyse dlamino-acides (I 10).  Par réaction à 12 ninhydrine et 
en étalonnant la courbe de coloration à 573 mp. k l'aide dtune 
solution titrée de norleucine, on estime lc nombre dc PT5 réagis- 
sant en équivalents de Worleucine. 

2 



L'hydrolyse est très rapide pendant la première demi-heure. Elle 

est pratiquement terminée au bout de trois heures et ne progresse 

plus que très lentement ( ~ i ~ u r e  20) pour atteindre & la 9ème 

heure un taux correspondant l'apparition d'un nombre de ITE 
2 

libres équivalant & 0,076 pZq de norleucine par pK d'azote 

protéique. Après 24 heures le taux ne s'est élevé qu'à 0,087 pi3 

soit dans le cas présent 2,ST pzq/ml. Comparée au nombre de lT" 
'A12 

libérés par hydrolyse totale chlorhydrique, cette vctleur repré- 

sente 12,5 % des I4Ii le reste de l'azote étant encore engagé 2 
dans des liaisons peptidiques, 

a )  I-IYDIiOLYSE Yi.SSIQUJ D3S SCidC-B (OC) 

La solution protéique utilisée titre 26,S pïqi d'azote 

protéique par ml et correspond à 15 pdq de norleucine par ml 

(détermination sur un hydrolysat chlorhydrique 6 ïq de 24 h). 

L'hydrolyse est pratiquement aussi rapide que celle des 

SC&IIC-B(OC) quoique la pente de la droite à l'origine soit plus 

faible (Figure 20). Toutefois, elle continue longtemps à progres- 

ser lentement et n'atteint pas un palier comme dans le cas de 

SOIIC-A(OC). Après 23 heures d'hydrolyse, l'apparition des iEi 
2 

libres correspond à 0,049 pdq de norleucine par phi d'azote 

protéique, soit 1,3C pgq de norleucine par ml de solution. Com- 

parée au nombre des N n  libérés par hydrolyse chlorhydrique cette 2 
valeur représente 2,7 $ des Ni2, le reste des 1E-i est encore en- 

2 
gagé dans des liaisons peptidiques. 
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DUREE DE L'HYDROLYSE PEPSIPUE EN MINUTES 

Cinétique de l'hydrolyse pepsique des SCM : 

* : SC&dL-A 

c)  ZTUDZ CIiIi.;IQU3 DZS FAIAG~IENTS PBOTZIQU3S DES SBiX-k - 
' * RZSISTANTS k L ' I-iYDROLYSZ PEPSIQUE. 

12) Composition en amino-acides ---------- ---------------- 
Les fragments protéiques résistant à l'hydrolyse 

sont isolés par précipitation en milieu trichloracétique (T 54) 

Le fractionnement primaire des hydrolysats de SBiic-B est illustré 

par le schéma du paragraphe 6, Les SChiI<-RG sont éliminées par 

gel-filtration sur Sephadex G7S (3' 24). 

La composition en amino-acides de ces frag ~ments est 

très intéressante. Xlle montre qu'après un temps très court 

d'hydrolyse (10 minutes), il ne reste plus qu'un noyau très 

riche en amino-acides dicarboxyliques (30 % de résidus) et en 



mino-acides  bas iques  (1  3 5 ) .  L ' ensemble de l a  composition pour 

d i f f é r e n t s  f è q s  d 'hydrolyse  ' c s t  ' r é u 3 a Q '  daLs le tableau XSII. 
2 9 )  Amino-acides en p o s i t i o n  1i-terminale ................................ 

Le t a b l e a u  X I V  montre que l e s  ac ides  aminés la i ssés  

en p o s i t i o n  N-terminale après  d i x  minutes d 'hydrolyse  s o n t  en 

ma jo r i t é  e t  presque exclusivement l a  phénylalanine e t  l a  tyro-  

s i n e .  S i  au bout  de 10 minutes d 'hydrolyse  on note une diminu- 

t i o n  du pourcentage d e s  a u t r e s  amino-acides en p o s i t i o n  1'1-ter- 

minale,  c e l l e - c i  n ' e s t  que r e l a t i v e  e t  due uniquement à l a  

prépondérance des  coupures au n iveau  de l a  ty ros ine  e t  de l a  

phénylalanine.  

III - ACTION Di3 LA YJPSINZ SUC LZS ICERATINES i?,ZDUITdS ZT 

"RZPOTJTEXSv7 . - 
Les k é r a t i n e s  "repontéesl '  ('2 65)  dér ivées  de l a  l a i n e  

v i e r g e ,  son t  mises en suspension dans un tampon a c é t a t e  de p H  

4,8 e t  soumises à l ' a c t i o n  de l a  pepsine s e lon  l e  p ro toco l e  

h a b i t u e l  ( 5  à 7 jours  à 4 0 0 ~ )  (T' 3 0 ) .  

Ces p r o t é i n e s  passent  t r è s  rapidement en s o l u t i o n .  

Ce t t e  s o l u t i o n  légèrement t r oub le  e s t  cen t r i fugée  à 30,000 g 

pendant 1 5  minutes pour é l iminer  l e  t r oub le .  Une d i a l y s e  complè- 

t e  à 4 9 C  montre que 88 $ environ des  k é r a t i n e s  son t  t ransformées  

en pep t ides  d i a l y s a b l e s .  

L ' ad i a ly sab l e  peu t  ê t r e  f r a c t i o n n é  par p r é c i p i t a t i o n  

à l ' a c i d e  acé t i que  à pK S , 5 ,  l e  p r é c i p i t é  représen te  environ 

9 5 des  p r o t é i n e s  de dépa r t .  

Les compositions en amino-acides de ces d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  o n t  é t é  déterminées pzr  l a  méthode des DNP (T I l ) ,  

e l l e s  son t  rassemblées dans l e  t a b l e a u  XV. 

La p a r t i e  d i a l y s a b l e  ne s ' é c a r t e  pas sensiblement 

par  s a  cozpos i t ion  de l 'ensemble des  p ro t é ines  de dépa r t .  I l  

n ' e n  e s t  pas de meme des  fragments p ro té iques  enzymatico- 

r é s i s t a n t s .  



(**) Les p r é c i p i t é s  t r i c h l o r a c é t i q u e s  ( T c A )  on t  é t é  soumis à l a  g e l - f i l -  
t r a t i o n  s u r  Sephadex G75. Seu le  l ' a n a l y s e  de l a  f r a c t i o n  de p l u s  haut  
po ids  molécu la i re  f i g u r e  s u r  ce t a b l e a u .  La f r a c t i o n  a d i a l y s a b l e  (TCA) 
correspond aux pep t ide s  s o l u b l e s  en mi l i eu  t r i c h l o r a c é t i q u e  e t  séparés  
pa r  d i a l y s e  des  pep t i de s  d i a l y s a b l e s .  

(***) Calcu lé  d ' a p r è s  l e s  r é s u l t a t s  de ClZEWTIiEil e t  &. (71).  Voir  l e  
t e x t e .  C e t t e  f r a c t i o n  a  & t é  obtenue p , r  hydrolyse pronasique de l a  l a i n e .  



TABLEAU X I  V 



T A ~ L ~ A U  LW 
COid?O>OJIPI ON a-? A.J-Iiro - A C I J d S  JJs a,ihcrr o~ i s  I~OLJSS J 3 ~ ; q  ;;PD~%OLYY jJ' 

2 E P S I  GUS DL X ~ I L A T I  ILI$ BJDUI'I 'dS SOUkJ SAS A mTd OiI:yDk,'171 (ji J i)GUCIi: 
(ilombre de résidus d'amino-acides pour cent amino-acides dosés) 

réoxydées avan 
amino-acides 
dosés dans 
1 + II + III 

Alanine 

ac.cystéique 

Lc. glutamique 

Glycocolle 

Li stidine 

Leucines 

ÿhénÿlalanine 

Eroline 

Uérine 

1 Thréonine 



2 .  Dans l e  c a s  dl 1s I ~ a z - : i a n  3 r 6 c i p i t é e  à 23 5 , 5  en p a r t i -  
-6 J.--35 . f C T L ~  L ~ ~ n n ~ z i .  en  cys t i ne  e t  ex pro l i ne .  c u l i e r ,  on 110-Le -_- --u-~.__-___-_ ___ -- - 

O n  no te  de m$m ;:?c ~ u g r L i e z - b ~ + l o ~ l  t r è s  n e t t e  de l a  t e n e u r  en 

th réon ine  e t  égderriont a x s s i  de ~ e l l :  de l a  s é r i ne .  O r ,  on 

s a i t  qiie l e s  f r à ï l i a n s  ~ S s i s t a n - k ç &  L'hydrolyse a c i d e  s o n t  

a u s s i  t r è s  r i c h e s  en cys-Lille e t  en p r o l i n e  (PIGhCL.3) (72) .  I l  

nous a  sembl6 i n t é r e s s a n t  de comLarer l a  composition en amino- 

ac ide s  de  ces  deux noyaüx r é s i s t a n l s  l ' u n  à l ' a c t i o n  de  l a  

pepsine e t  l ' a u t r e  e l ' h y d r o l y s e  s u l f u r i q u e  ménagée (yT SO i ~ / 1 0 )  -'2 4 
(3' 6 2 ) .  Ces noyaux ont  unc. coniposition t o u t  B f a i t  comparable 

t z n t  p a r  l e u r  r i c h e s s e  en p r o l i n e  e t  en cys t i ne  que p a r  l e u r  

pauvreté  en  ac ide  asparJciquc (Tableau ;;VI). 

Le noyau enzyrnat ica-rés is tant  r e c o n s t i t u e  donc au moins 

par t i e l l e i î l en t  un é d i f i c e  p ro t é ique  complexe p r é s e n t a n t  l e s  

mëmes carac- tér isUiques  physicoc!lirniques que l e s  r é s i d u s  de 

l a i n e  ayan t  é t 8  soumise 5 l ' a c t i o n  des  agents  d 'hydro lyse  ac ide .  

I l  e s t  pou r t an t  67idcnt  que l o r s  du repontage des  k é r a t i n e s  

r é d u i t e s  l a  s t r u c J ~ u r e  LerJ" ia i re  du r é seau  k é r a t i n i y u e  obtenu 

ne ressemble que t r è s  s a r t i e l l c r n c n t  à c e l l e  de l a  l z i n e  v i e rge .  

Sn e f f e t ,  l e  Lsux de '9repontage" des  k é r a t i n e s  r é d u i t e s  e t  

" repontées"  ar5ificie:iemen-5, c a l c u l é  s u r  l a  base du r appo r t  
-.. Cv - ? 3 : i * . i ? -  c s t  v o i s i n  de 50 %. Ce r appo r t  e s t  obtenu c y s t ~ n e  + c y s - ~ é i n e  
par  dosage sp3 vtrop'rioJco:néJ~rique des  d é r i v é s  d in i t r ophény lé s  

sous a z o t e  e t  il e s t  v is is :nbiable  q u ' i l  augmente a u  cours  de 

1' hydrolyse  prysiqn~ e-L Ccs ~ : z n i p u l a t i o n s  success ives .  2uoique 

l i m i t é ,  il der~eure  l o c j o c r s  important .  I l  semble r a i t  donc que 
II 

confornémcnt c,uh T C L T , ~ Y ~ ~ ~ S  de dLOd e t  L&Jd (73 )  r e l a t i v e s  à 

I 1 l y c ' r 3 l y s e  cr;;.:.lat~qi~:> Cc 13 f a i n e ,  l a  présence de s  l i a i s o n s  

d i s u l i u r e  ne  s o i %  p z s  l a  caxlse e s s e n t i e l l e  de l a  l i m i t a t i o n  

de l ' ac-Lion dc f ' c ~ z y n c ,  Ces au5eu-is ind iquen t  en e f f e t  que 

l e  vériJcsbio cnr5;l:~,:,?nc & 1' a c t i o n  de 1' enzyme e s t  l a  c r i s t a l -  

l in l -bé  du? & liorLenLsJl~n des  molécules de k é r a t i n e s .  Zn e f f e t ,  
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Zn effet, dès que cette orientation est détruite la laine est 

hydrolysée par les enzymes. 

Cependant, il semble bien que la richesse en liaisons 

disulfure du "noyau" enzymatico-résistant soit la cause princi- 

pale de sa résistance, Zn effet, sa teneur élevée en cystine et en 

proline semble incompatible avec une structure hélicoïdale qui 

dans les kératines est 2~ la base de l'orientation des molécules. 

Aussi, nous a t-il semblé intéressant de rechercher quelle était 

la disposition structurale des liaisons disulfure dans le "noyau". 

Zst-il constitué par des protéines de haut poids moléculaire ou 

par un ensemble de peptides liés entre eux par des liaisons 

disulfure ? 

Pour répondre à cette question, nous avons soumis 

ces protéines à la gel-filtration sur Sephadex G75 en milieu 

urée et à pii O ( ~ i ~ u r e  21 A). Un distingue deux pics d'élution : 

le premier correspondant au volume mort de la colonne donc à un 

ensemble protéique de dimensions assez importantes, l'autre est 

très étalé et correspond à des fragments beaucoup plus petits. 

Le problème précédent se repose donc à nouveau pour 

les protéines de la fraction 1. 2ar oxydation performique les 

liaisons disulfure sont coupées et la cystine est transformée en 

acide cystéique (T 5 9 ) .  Une filtration sur gel de Sephadex G75 

permet encore d'éliminer une quantit4 importante de fragments de 

petites dimensions (Figure 213). 

La nouvelle fraction 1 est à nouveau réoxydée et 

resoumise à la gel-filtration. Après ce nouveau cycle il n'y a 

pratiquement plus d'élimination de petits peptides. 

L'analyse en amino-acides de cette fraction montre 

une très grande richesse en acide cystéique et une teneur élevée 

en proline et en serine (Tableax XYII). 



O 100 200 300 400 500 

VOLUME D EFFLUENT EN ML. 

FIGURZ 21 

Chromatographie sur Sephadex G75 des kératines repontées 
artificiellement. 

- Chromatographie après repontage 
9 - Chromato,raphie des protéines du premier pic de la 

Figure 2 . A ,  f après coupure des ponts disulfure par oxydation 
performique. 



(Nombre de résidus dtamino-acides pour 100 amino-acides dosés 
par la méthode de I.iOOZiA et STEIN). 

AC.  aspartique 

kc-glutamique 

Phénylalanine 

(*) Pour les explications sur l'oïigine de cette fraction, voir le 
texte paragraphe 3. Josage sur un hgdrolysat de 24 h selon 
1~10014d et STdIN. 

(**) Voir tableau IX colonne 3 ,  

(***) Composition calculée d'ayros les résultats de GILLESPIS (74). 
Ces pro-béines correrpoLzG,>s-L h un frc,ctioL~semenl Ses :Ci' ~ L - -  - 
dérivés Ge l ~ ,  12ainz v i e ï k e .  
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IV - ACTION DU LA YdPSIlJlI Sui(, LA L A I N J  VTXRGZ -.----- ---- - 
La partie non at%aquée par la pepsine constitue les cellules 

corticales et a fait l'objet du chapitre précédent. Dans ce 

paragraphe, nous n'étudierons donc que les fractions solubilisées 

au cours de l'hydrolyse. 

Cette étude se limite à la comparaison de la composition 

en amino-acides des hydrolysats pepsiques (T 63) de laine itiérinos 

à différents temps d'hydrolyse. Les résultats obtenus par la 

méthode de l-iOORd et XTi2IE\J sont rassemblés dans le tableau ATIII. 

Ils sont exprimés en micromoles d'acides aminés pour permettre 

une interprétation quantitative. On peut en déduire quelques 

précisions sur la nature des fractions solubilisées. 

Entre la 24ème heure et le 1Oème jour d'hydrolyse, les 

peptides solubles libérés par hydrolyse pepsique, représentent 

une quantité globale dlamino-acides approximativement double 

de celle contenue dans les peptides libérés pendant les 24 

premières heures (Colonnes 1 ,  2 et 3 du tableau XVIII). Cette 

proportion est sensiblement la même pour chacun des amino- 

acides pris séparément, sauf en ce qui concerne la cystine, 

amino-acide pour lequel elle est un peu plus élevée. 

Cependant, il ne faut pas ~erdre de vue que quantitativement 

les teneurs en c y s t i n e ,  proline et arginine de llhydrolysat 

pepsique de ? O  jours sont ~ - ~ a x ~ ~ ~ u 9  plus faibles que celles des 

autres acides aminés (colonne 5 du tableau XVIII). 



TkBLdAU AT111  --- 
COi;POSITION EN APiINO-id21 DES DZS PZPTIDES SOLU3LES DES 

EY;3nOLYSiJ"i' P.XPSIQVdS D:3 LAIFTH PZ2INOS 

( B é s u l t a t s  exprimés en micromoles d'amino-acides s o l u b i l i s é e s  
par  g de l a i n e  t r a i t é e  ( x ) ) .  

(*)  Temps d 'hydrolyse  chlorhydr ique 24 h. Les r é s u l t a t s  son t  corr!Q& 
pour t e n i r  compte de l a  présence de pepsine  dans l e s  hydroly- 
s a t s  e t  son t  obtenus p a r  l a  m6thode de i\iOOiIE e t  STSIIJ. 

(**) D '  ap rè s  SIEîI.;ONI)S (75) . 

$ d ' a c i d e s  
aminés conte-  
nus dans l e s  
pep t ide s  li- 

bérés  en 
240 h  

Teneur en ac ides  aminés 1 Laine 
des  hydro lysa t s  1 

1 2  h 

I 

I 
24 h 1 240 h 

Alanine 

I 
1 

t i 

36,6  / 46.7 1 08, l  417 21,l  

k r g i n i n e  21,O / 25,6 602 t 8 2 

bc .aspar t ique  

1/2 c y s t i n e  

i,c. glutamique 

Glycocol le  

46 ,O / 55p8 104,6 

1 7  

,C'W~ ! 157,4 

127,4 1 688 

20,G 

6 5 A 
I 
i 

15 ,4  \ i 
1C,5 

2G, 6 

15,O i 1 
IZisLidine 675 1 998 / 11 ,4  58 

I s o l e u c i n e  18 ,9  1 I i 8 , i  j 35, i  234 1 583 
t 

Leucine 

Lysine  

40 ,7  53,1 / 10G92 i 1 6 , s  
I 

3 9 , 4  1 S5,1 1 193 28,5 

Eiéthionine 

Phényla lanine  

P r o l i n e  

S é r i n e  

Thréonine 
n l y r o s i n e  

Va l ine  

6 , O  1 14 ,3  37 38,G 
i i 

1 5 , 8  j 2 0 , s  1 36,O 208 18 ,3  

15 ,4  / 23,3 1 ' 46,1 1 633 Z J ~  
4099 j 59,9  1 112,5 860 13,1 

i 
17 ,4  / 3 î 9 7  / 69,2 547 

i 
18 ,9  24,2 1 52,6 353 

i 
27,O f 35,O 423 

i 

12 ,7  

14 ,9  

17 ,3  
/ 

1 \ 1 



V - DISCUSSLOil 

I o )  La comparaison des courbes de cinétique d'hydrolyse 

pepsique des SCkX-A et des SCEX-I3 moi~%re que l'hydrolyse des 

protéines pauvres en soufre (scXIC-h) est plus rapide que celle 

des protéines riches en soufre (SCIK-I;). Ce résultai; est en 

contradiction complète avec ceux de SP3IIJGJLL (76). Cet auteur 

trouve une cinétique dtbyc?rolyse plus rapide pour les SCCiC-i3 

que pour les SCPZ-A. Ltexplicatioii de cette contradiction réside 

sans douee dans la façon d'apprécier le taux d'extension de 

l'hydrolyse. En effet, SP3liTEdLL apprécie le taux d'azote du 

surnageant trichloracéJüique des yroCuits d'hydrolyse et ce pro- 

cédé totalement différent du nôtre est critiquable. 

Quoiqulil en soit, l'hydrolyse pepsique est très rapide 

dans les deux cas et ne semble pas limitée comme c'est le cas 

pour la laine native (voir chapitre 1). Gn coupe cependant 

relativement plus Cte liaisons ze,tii7,iqires dans les SCL1LC-3. 

2 9 )  La fraction cnz;..,:at,j-co-résistante des SCliIC-1, est 

précipitable en ~ i l i ~ u  Uric-LoiscS$ique. Sa composition est 

très différente d e s  SCtX-2, &[origine. 

%lle contient moins de proline, de SCh-cystéine, de 

glycine et de sérine que les BCPSC-A et les %aux d'acide gluta- 

mique et dc lcucincls u o n i  nzttement augncil-tés ('Tableau XIII). 

La composition dc c?<te frucJion est ~ o x t  îait analogue au 
- - noyau qui persis-Lz ap;>s L r ; î t ; ~ ~  c2 ,a "pionaset' et gui a étE 

décrit réce~rna3t p a r  Ci131J'i'iiL~:L c :  a? ,  ( T i ) ,  (Tableau XIII, 

colonne 5 ) .  Ces wutcurs no11Vren-6 qu'il est principalement 

constituS de fragncn-hs il structure a-hélicoldale ; ce noyau1' en 

a-hélice przndrait na-çsencq après coulures de certaines liaisons 

peptidiques pzr l'enzyme dans les rdgions de fransition des 

SCIvïîC-h non hélicoïdales. Sn réaliJ69, sj. cette conception est 

valable il ne faut pas négliger non plus que desaupures impor- 

tantes peuvent être faites en des temps très courts d'hydrolyse 



au niveau des liaisons peptidiques qui sont les plus sensibles 

à l'action de la pepsine. 

L'étude des groupes terminaux libres de ce "noyau" en 

a-hélice est particulièrement révélatrice à ce sujet (Tableau 

XIV). Après 10 minutes d'hydrolyse, les amino-acides en position 

IF-terminale sont en majorité et presque exclusivement la 

phénylalanine et la tyrosine. Il s'avère donc que pour des 

temps relativement courts d'hydrolyse La pepsine agit d'une 

façon très spécifique et classique. Cette action de la pepsine 

sur les kératines est tout faiL comparable 'sL celle de ce-t 

enzyme sur la chaîne P de l'hémoglobine humaine (:COlTIGZ3SILG et 

colla) (78) Dans ces conditions, il est difficile d'invoquer 

exclusivement l'affinité de l'enzyme pour des régions de transi- 

tion dans la structure, comme le font Cid1TTI-d,i et al. (79). 

Pour des temps &'action plus prolongés, les coupures 

deviennent moins spécifiques. AU bout de 20 minutes, on peut 

encore déceler des coupures préférentielles au niveau des 

résidus d'acide aspartique et de thréonine. Les coupures non 

spécifiques qui sont ensuite les plus rapides semblent se faire 

au niveau des résidus de sérine et de glycocolle qui sont 

vraisemblablement situés dans ces régions de rupture de la 

structure en a-hélice. dn effet, le g.lycocolle ( s ~ ~ z c ~ ~ ~ u  et - al, 

(GO) et la sérine (d0:;ldC et iCb'l'ChAL~iL1) ( 81)  ne favorisent pas 

la structure en a-hélice des chaînes peptidiques. 

Les propriétés physicochimiques de ce noyau & structure 

en a-hélice sont aussi très intéressantes. Tout d'abord, même 

en milieu urée, il forme un système protéique très agrégé. Ceci 

est vraisemblablement explicable, en plus de la configuration 

hélicoïdale, par la présence d'un grand nombre de groupements $ 

carboxyliques et basiques. Il se forme sans doute de nombreuses 

"liaisons salines1' entre les groupements carboxyliques libres des 

amino-acides dicarboxyliques et les groupements aminés des 



amino-acides basiques. Les forces d'agrégation sont si fortes 

que, mgme en électrophorèse libre à pli 11, on révèle un pic 

qui conserve encore une certaine homogénéité (Figure 22 3) .  

L ' étude des diagrammes d' élution sur Sephadex G75 (Figure 
22 A )  en milieu urée 8 ki montre que, même après un temps d'hydro- 

lyse pepsique de 30 minutes, le résidu protéique srécipitable 

et débarrassé des kératines riches en glycocolle, se comporte 

encore comme un composé de poids moléculaire relativement 

élevé. Certes le pic d'élution n'est plus symétrique, mzis 

il conserve un certain degré d'homogénéité. 

L'homogénéité relative de ce "noyau" en a-hélice n'est en 

réalité qu'apparente. dn effet, l'électrophorèse sur gel 

d'amidon en présence d'urée 8 PI (T 17) montre un diagramme 

totalement différent de celui des SCPJC-A. Les bandes caractéris- 

tiques de cette fraction sont remplacées par de nombreuses 

bandes plus rapides (Figures 21 C et 19 1)). 

Cette résolution supérieure à celle de l'électrophorèse 

libre s'explique par le fait qu'en plus de l'électrophorèse, 

le gel d'amidon introduit un phénomène de gel-filtration poussée 

qui est insuffisante pour dissocier cet agrégat peptidique. 

Cette influence de la gel-filtration peut être très facilement 

vérifiée : ainsi, l'emploi de gels de Sephadex très réticulés 

tel que le Sephadex G20G en milieu urée 8 Pi permet un fraction- 

nement là où le Sephadex G75 ne révélait qu'une asymétrie du 

pic d'élution. 

L'abaissement des teneurs en sérine, en glycocolle, en 

cystine et en proline du "noyau" en a-hélice (Il'ableau XII)  nous 

permet de nous demander sous quelle forme ces amino-acides 

sont éliminés de la structure des SCPAK-h au cours de l'hydro- 

lyse pepsique. S'agit-il de peptides adialysables ou de petits 

fragments (peptides dialysables ou amino-acides libres .'). ? 



V0L.i J M r  DE L' EFFLUENT 

Stude du résidu d'hydrolyse pepsique des SCkiIC-k 
("noyauf1 en hélice a) - A : Première chromatographie sur Sephadex G75 - 3 : Electrophorèse libre à pI-i 10,S - C : Zlectrophorèse sur gel d'amidon 

De la gauche vers la droite : 
1 9 )  Fraction précipitable en milieu trichloracétique 
2 0 )  Fraction soluble en milieu trichloracétique (adialysable) 
3 0 )  "lJoyau" en hélice a obtenu par chromatographie du 

précipité TCA, sur Sephadex G200 



L'étude de la fraction de l'ilydrolysat pepsique soluble en 

milieu trichloracétique et adialysable montre que sa composition 

en amino-acides n'est pas très différente de celle du noyau 

en a-hélice obtenu après dix minutes d'hydrolyse. Sa teneur 

en acides aminés basiques est toutefois moins élevée (Tableau 

XIII), ce qui explique sa mobilité électrophorétique plus grande 

et voisine de celle des SCiwX-i3 (Figure 22 C). 

Un conséquence, le glycocolle, la sérine et surtout la 

SC1.i-cystéine et la proline se trouvent rapidement éliminées 

comme amino-acides constitutifs de peptides dialysables. Le 

résultat est en faveur de nombreuses coupures de liaisons 

peptidiques dans les zones à structure au hasard, puisque la 

cystine (BLoUT et a.) (82) et la proline (ICURTZ et &) (83)  

comme le glycocolle et la sérine ne favorisent pas la conforma- 

tion hélicoïdale des chafnes peptidiques. Il s'ensuit donc qu'il 

existe dans les chaînes a-kératiniques des régions riches en 

glycocolle, sérine, cystine et proline qui sont préférentiellement 

hydrolysées en plus des liaisons peptidiques des SCtiK-L spécifi- 

quement hydrolysées par la pepsine. 

3 0 )  Les kératines réduites et carboxyméthylées (SCKC) 

sont profondément et complètement attaquées par la pepsine ; 

1 'hydrolyse des kératines ttrepontéest' quoique importante, 

semble différente à cause de la présence de liaisons disulfure. 

Zlle laisse en effet subsister un noyau enzymatico-résistant 

très riche en cystine et en proline. Cette richesse en ces smino- 

acides, accompagnée d'une teneur assez élevée en sérine montre 

que ce noyau a les caractères principaux de la fraction "riche 

en soufre" définie dans la littérature (colonnes 3 et 4 du 

tableau XVII). Ce noyau après oxydation performique et fraction- 

nement sur Sephadex G75 laisse subsister une faible quantité d'une 

fraction de haut poids moléculaire et de composition iden-biq~e 



aux SCXiC-B (colonne 1 du tableau XVII). 

Si l'importance quantitative de ce résidu est faible, sa 

mise en évidence est extrêmement intéressante : elle permet 

d'imaginer une structure générale du noyau riche en soufre. Ce 

dernier est constitué d'un squelette riche en soufre de poids 

moléculaire relativement important, sur ce squelette sont 

branchées de nombreuses chaînes plus courtes liées par des ponts 

disulfure, d'une part à la chaîne principale, d'autre part 

entre elles. Le tout forme un ensemble compact et parfaitement 

résistant à l'hydrolyse enzymatique. 

4s) Les kératines repontées artificiellement ne reconsti- 

tuent que partiellement la, structure tertiaire telle qu'elle 

existe dans la laine vierge et ceci explique que l'attaque 

pepsique est importante et ne laisse subsister qu'un noyau riche 

en soufre résistant &, l'action de l'enzyme. 11 n'en va pas de 

même au cours de l'hydrolyse pepsique de la laine. L'étude des 

hydrolysats pepsiques de laine vierge à différents temps dfhydro- 

lyse   ablea au XVII) permet d'affirmer que tout au long de l'l~y- 
drolyse, les rapports molaires des différents amino-aci3es cons- 

titutifs des peptides solubilisés, à l'exception de la cystine, 

sont sensiblement constants. 3ans le cas de la laine i,lérinos, 

la solubilisation de la cystine quoique toujours très faible 

subit une légère augmentation au bout de quelques jours dthydro- 

lyse. Ce processus peut s'expliquer par le fait que la pepsine 

hydrolyse en premier lieu la zone orthocorticale de la fibre 

et seulement après la zone paracorticale. Ce fait semble confirmé 

par l'hydrolyse pepsique du kiohair (à  prédominance orthocorti- 

cale) au cours de laquelle on ne solubilise constamment que des 

peptides dont la teneur en cystine est très faible ou presque 

nulle. On peut donc parler d'une certaine spécificité de la 

pepsine en ce sens qu'elle attaque constamment des régions 

pauvres en cystine et dont la composition chimique rappelle 



celle des SCidC-fi, à l'exception d'une teneur en cystine plus 

faible. Ces faits nous ont conduit 5 émettre l'hypothèse de 

l'action de la pepsine sur les substances non kérstiniques en 

général et sur les ciments intercellii1aii.e~ en particulier 

puisque ceux-ci disparaissent au cours de 1 'hydrolyse (~LosC~Z'L 'TO 

et dISZitl'~3) (84). Pour expliquer la présence de nombreux groupe- 

ments terminaux dans les sC~.JC(OC) nous avons même évoqué, parmi 

un certain nombre d'hypothèses à vérifier, la possibilité de 

coupures la r6gion des protéines pauvres en soufre (dont 

dérivent les SCkLLC-A) n'ayant pas la configuration en a-hélice 

(i~LOSC~iZTT~ et ï3ISEïtTX) ( 85). Les régions de transition entre 

la structure hélicoydale a et les régions de disposition au 

hasard sont en effet particulièrement accessibles (~1iJ~Jil~Ti~0i.i- 

LiiJG) ( 8 6 ) ,  ( I L L )  (87). Xn résumé nous ne prétendons pas que 

la pepsine attaque exclusivement les ciments intercellulaires en 

tant qu'entité morphologique, mais qu'elle attaque exclusivement 

des régions pauvres en soufre et bien délimitées, dont font 

partie les ciments intercellulaires. 

La pepsine hydrolyse très rapidement les LCriX. L'l~ydrolyse 

pepsique des SCiiIC-~, permet d'isoler un noyau analogue à celui 

obtenu par hydrolyse pronasique par CiiXlUidZ et - el* -. .- (UG) .  Le 

fractionnement primaire de l'hydrolysat pepsique (10 min.) des 

SCPZZ-L et les propriétés essentielles des fractions isolées 

sont illustrés par le schéma suivant : 



hydrolyse pbpsique (10 min) 
f 
1 

Précipitation trichloracétique 
i 

-- L - 
I 

Précipité 
-"-! 

Surnageant 

l 
iJOYZiU ZIJ &-ILEL 1 Ci3 

!- 
lGlIALYdi;i3LS 

---+ 
DIALY3GLZ 

Sauvre en cystine Composition voisine (Petits 
II If proline de celle du "noyau" pestides) 

II " sérine Llobilité électro- ;tiches en 

II phorétique voisinc cys tine 
" glycocolle 

Aiche en Ac .glutamique 
II leucine 

de celle des SCiiK-3 

Les coupures se fon-b d'abord au niveau des acides aminés 

aromatiques tout en libérant des fragments de chaînes peptidiques 

riches en glycocolle, sérine, groline et cystine, dont la struc- 

ture est non hélicoïdale. 



Il s'ensuit donc qu'il faut admettre que, même dans 

les a-kératines, la structure en a-hélice n'est sas continue. 

Ce fait confirme le schéma que nous avons proposé antérieurement 

(~.,oSCEJ~TTO et BILiZRTZ) ( 8 9 ) .  

Schéma sLructura1 des kératines de la laine. 

(rii) Protéines des microfibrilles pauvres en soufre. 

(Lia) Protéines de la matrice riche en soufre 

(Le) ;Légion de structure en or-hélice. 

(ka) négion de structure en disposition au hasard. 

(Tr) rtégion de transition des structures (ne) et (lia) : zone 

probable de coupures par les réactifs chimiques. 



L'action de la pepsine sur les kératines 'lrepontéesll 

artificiellement montre dlune part, que si l'attaque est très 

étendue, il est possible d'obtenir un noyau très riche en 

cystine et proline de composition analogue aux SCbLi-i3 et de 

poids moléculaire assez important. La résistance à l'l~ydrolyse est 

vraisemblablement due à sa haute teneur en cystine qui fait qu'il 

se trouve entouré par des chaînes plus petites liées par des 

ponts disulfure. Ces ponts rompus par oxydation libèrcnt la 

chatne principale que l'on peut isoler par gel-filtration. 

L'attaque pepsique de la laine vierge se fait dans des 

zones B faible teneur en soufre et les régions hydrolysées ont 

une composition voisine des SChGC-A, sauf en ce qui concerne leur 

teneur en cystine qui est 2lus faible. 



Les résultats analytiques exposés au Chapitre III mon- 

trent une grande similitude entre les srotéines extraites de 

l'orthocortex et celles issues de la laine vierge. Il est donc 

reisonnable de conclure que les protéines cxtraitcs de la laine 

vierge par le thioglycolate de potassium 0,1 il à pli 1 1  et 5 OGC 

proviennent en majeure partie de régions à caractère orthocortical, 

même dans la zone de la fibre histologiquement et globalcmcnt 

définie comme du paracortex. Cettc constatation jointe b uil 

certain doute sur la possibilité de coupures de quelques liaisons 

peptidiques dans les chaînes prot8iques des cellules orthocorti- 

cales isolées par hydrolyse pepsiquc, nous a conduit & utiliser 

des préparations - directement extraites dc la ..-> laine vicr-c I + nour 

aborder des études détaillées dc constitution. 

L'hétérogénéité chimique des deux classes majeures dcs 

kératines de la laine est bien connue. 'I'LUid?SOiJ ct 0'1)ONiTJLL ( 9 ~ )  

ont montré ccllc des S C b i i ; - ~  et G I L L d S Y I i i :  (91) celle des SCi2<-3. 

La clwomatographic sur Lephadex G p / S  nous a permis d'isoler les 

~Ci\iiC(ït~) , une des classes mineures contsminctnt lcs 3Cl.S- i i  ( ~ . L O S C I ~ ' ~ ' T O  

c 3 )  (92). Le présent chapitre décrit les recilerches que 

nous avons faites, cn ce qui concerne l'hétérogénéité des SCi.GC, 

leur classification et les possibilités dlisolenenl de protéines 

hautement purifiées. 

II - COITDITIOiJhj Tl ' dXTRlLr1ST i)iJ DZS ICillkTIiTdS - w*w---.-- --- -- 
Les différe~~~es méthodes C'extraction des kératines par 



action du thioglycolate de potassium sar Is laine sont toutes 

dérivées de la méthode originale de GODi)kiLD ct i~ICI,i&LIS (93). 

Dans toutes les méthodes utilisées le choix dcs conditions 

d'extraction a été guidé par deux fac-beurs csscntiels 

1) dxtraire le maximum de protéincs 

2) Procéder à des extractions aussi sélectives quc possible. 

C'est dans cette ligne que s'inscrivent les travaux de 

GILLSSPIX et LZNiJOX (94)  et GILLZ,?h;YIZ (95) .  Ccs auteurs srocèdent 

à 5 extractions dc 20 minutes par lc thioglycolate de poLassium 

0,1 ii à pB 10,S. 

Les différents extraits contiennent des mélanges protéiques 

de composition sensiblement différente (811 .d~~i i3h l  et ~ T L L L )  ( 96 ) .  

Une nouvelle extraction à. p;: 12,S permet d'extraire une quantité 

supplémentaire de protéines, qui, par relargage & l'acétate dc 

zinc, conduit à une fraction pauvre en soufre dénommée par les 

auteurs SCI,2<-112. 

D'autres techniques ont été décrites pour cxtraire ilus 

sélectivement les protéines riches en soufre ( s C I X - T ~ ) .  i, cet 

effet GILLZSPIZ (97) traite la laine 2 heures & 400 avoc le 

thioglycolate de potassiun 0 , 6  A I  a pIh. lG,2, 

iTous nous sommes proposés dc voir cjxellc pouvait être 

1 'influence de la températurc sur l ' ext~ection des kératines 
de la laine par le thioglycolaJüe de pc-Lassium cU de détcrmincr 

quels étaient exactement les comgosants ex%~nits S chaque 

température utilisée. Cette séric de rechcichcs es-: essentielle 

car l'étude ultéricurc de la structurc Jcs S C P L  nécessite des 

conditions d'extraction aussi douces quc ~3ssiblc. 

Les taux d'extraction en fonction dcs dif.C6rentes techniques 

utilisécs sont rassemblés dcns le tablecu XI-< eJü les compositions 

en amino-acides des fractioes ex-traites sort dorrécs dans le 

tableau ii;:, 



Traitcmcnt 
Conditions 1 i n i t i a i  

d e x t r a c t i o n  .,6 'a O Q C  

(sC~.J<(LV) 

Traitement 
supplémentaire 

Traitement 
supplémcntair 

2 h k 5OEC 
mil ieu  urée 

Z i.i 
(h;c~.i; ( L V )  III 

I 
Taux d t  ex t rac t ion  f 
a t t e i n t  au s t a d c  1 
f i n a l  

Pourcentage de l a  
f r a c t i o n  pauvre en 
souf r c  54 $ 

i 
- - 

Pourccntage de l a  1 t 

l 
i 

1 i 
f r a c t i o n  r i c h c  en i 
soufre  1 46 $ 5 $ 1 0 % 

i I I 



(nombre de rés idus  d'ainj-no-acides pour 100 ac ides  aminés) 

des DlJ2-amino-acides, ceux des  colonnes  5 ct 6 par la mé"c;odc de i*iOOi?J 

ct Xfi73Iil. I l s  son-i; obtenus i p a r t i r  des hydrolysaLs c h l o r ~ ~ y d r i q u c s  ilc 



Le taux maximum d'extraction atteint à deux tcmpératurcs 

différentes est assez voisin de celui de 80 $ obtenu par la 
méthode de CREXTPIZLD, 1-iGORi.3 et S T X I N  ( 9 8 )  adaptée aux liérztincs 

par I-IiJZRHY et GILLdSPIZ (99) et dans laquelle la laine est 

réduite et extraite par le mercaptoéthanol à pTi 10,5 en présence 

d'urée 8 Li et de vcrsène 0,001 k1 (sel disodique de l'acide 

éthylènediamine tétracétique). L'extraction dure 3 heures i la 

température du laboratoire. 

iJous préférons toutefois procéder à une extraction en 

plusieurs étapes à cause des propriétés diffkrentcs des pro-béines 

isolées. S n  effet, les protéines cxtraitcs i OGC et par l'extrac- 

tion suivante à 5OQC sont très solubles en milieu aqueux. Il 

n'en est pas de même pour la fraction isolée en présencc d'urée. 

Cette dernière même 'û, p:: 10,4 (solution 0,OT 1.i dc trishydrornéthyl- 

srninométhane) ne forme qu'un gel ; une dialyse contre le m$mc 

tampon, mais en présence d'urée 4 1.~ (OU 8 h) &mène une solubili- 

sation complète. Ces différences de comportemcnt permetten-b de 

pcnser que les protéines ont dcs structures différentes. Les 

deux premiers temps d'extraction permettent d'isoler les deux 

types de protéines "pauvrcs en soufre" (coloi~nc 1 et 3 du fobleau 

et "ricl~cs en soufrc" (colonnes 2 et 4 du tableau LX). Lcs 

extraits à 5OQC nc contiennent d'ailleurs que peu de fractions 

riches en soufre (5 $ d'après le tableau XIA). Un autre fait 
important est que les fractions mineures riches en glycocolle 

(iG-kératines) sont extraites cn majeure partie & OeC. Les 

extraits B 5OQC en contiennent encore des quzntités appréciables 

mais beaucoup moins. Le fait cst démontré par la comparaison 

des chromatographies sur gel de Sephadcx G75 où lc second sic 

(pic des itG-kératines) est diminué de plus de quatre fois. L'cxa- 

men des diagrammes dlélcctrophorèse libre ( ~ i ~ u r e  24) confirme 

également ce fait. Les protéines cxtraitcs à OQC montrent un 



pic anodique très important qui correspond en majeure partie 
. . aux AG-kératines et aux SCiqZC-3. Les LLG-kératines issues des dcux 

extraits (à  00 et S ~oOC), quoique de composition un p u  difbé- 

rente, sont bien caractérisées par leur très haute tcncur en 

glycocolle et en tyrosine (Colonne 5 du tableau IL). 

Ltélectrophorèse libre des protéines de l'extrait 

su2glémcntaire à 50gC (sans urée) montre unc certaine homogénéité 

(Figure 24). Toutefois cette fraction contient encore 5 $ do 

protéines riches en soufre (Tableau X I I : ) .  

FICUi'Ld - 24 

Zlcctrophorèsc libre % pli 11 des protéines extraites 

de la laine. 

;, : Jxtraction 16 lieures à O C C  

B : dxtraction susplémcntoire 2 heurcs à 5 0 O C  



Le dernier extrait à 5OQC en présence d'urée est 

assez particulier. Tout d'abord, il n'est soluble qu'en presence 

d'urée. Ensuite sa composition en amino-acides montre un t a u  

très faible de cystine : ce qui l'apsarente très nettcmcnt 

à la fraction pauvre en soufrc. La richesse en acide glutamique 

renforce également cette opinion. Les teneurs en autres amino- 

acides sont aussi très voisines dc celles de la fraction SCIGC-X 

(2 x G75) ( Tableau XII). 

Il est certainement indispensablc dc conserver un 

fractionnement primaire par le thioglycolate de potassium i 

pl< 11 ct à OQC. Cette extraction douce permet d'obtenir des 

protéines peu dénaturées, dont l'étude structurale peut 8tre 

f acilemcnt abordée. 

5n conclusion, la fraction riche cn soufre et les 

2G-lcératines sont extraites en presque totalité à OIC et à pz< 11. 

De plus l'extrait à OGC contient une importante quantité de 

SC1.X-A. Une deuxième extraction à 50OC pendant 2 heures permet 

d'isoler une fraction pauvre en soufre ne contenant que 5 $ dc 

fraction riche en soufre et des RB-kératines. Toutes ccs frac- 

tions sont solubles cn milieu légèrement alcalin. 

Une extraction complémentaire à 5GQC en préscncc 

d'urée 8 ii permet de solubiliscr une fraction de mQme composi- 

tion que la fraction pauvre en soufrc, mais dont la teneur cn 

soufrc cystiniquc est nettcmcnt plus faible. Cette fraction forme 

un gel en solution neutre ou alcaline et nc se dissout qu'en 

préscncc d'urée 8 il. 

III - E J T X 3 U G X i J d l T J  --- DZ Li, FTcilCTIOïJ PL,UViid ElT SOUPKE 

Les SCïdZ forment un mélange complexe de 4 grouses de 

protéines comprenant dcux groupes m a j  curs : SCiiK-A (pauvres en 

soufre) et SCIZC-B (riches en soufre) e-t dcux groupes mineurs : 

SCiX (RG) définies au cl-iapitrc précédent et SCibX-1.i que nous 



définissons plus loin. Ces quatre groupes ont une tendance très 

prononcée à former des agrégats protéiques qu'il est difficile de 

dissocier. Le nombre des méthodes dc préparation des SCTNK-A sont 

en général fondées sur lcs propriétés physico-chimiqucs des 

différentes fractions à séparer, L'élimination partielle des 

SCiG-RG peut être effectuée par des extractions sélectives à 

pH 10,5 à l'aide de thioglycolatc de potassium 0,1 M et à 50QC 

(GILLESPIE et LENNoX) (1 00). L ' élimination des SCI'IK-B est obtenue 
par une précipitation au voisinage dc leur point isoélcctrique 

cn milieu de force ionique 0,4 (GILLESPIE et &) (101). Les 

SCPIK-B peuvent aussi btrc extraites sélcctivemcnt par le thiogly- 

colate de potassium 0,8 M à pH 11 et à OQC (GILLEsPIZ) (102). Une 

extraction ultérieure des SCl4K-A peut être faite en soumettant la 

fibre résiduelle à unc plasmolyse à basse température selon 

HARRWP et GILLESPIE (103). 

L1cnsemble des préparations obtenues par ces méthodes 

tout en satisfaisant à un certain nombre de critères physico- 

chimiques de pureté (homogénéité en électrophorèse libre ct en 

ultrsccntrifugation) contient encore des quantités appréciables 

de protéines riches en glycocolle, sérine et tyrosine. L1élimi- 

nation complète et l'isolement de ces SClvUC-RG n'est possible que 

par des méthodes chromatographiques : filtration sur gel dc 

Sephadex G75 et GlOO. L'application systématique dc cettc méthode 

nous a montré que les protéines riches cn glycocollc pouvaient 

être extraites des cellules orthocorticales de la lainc (BISERTE 

et EIoSCHETTO) (104), de la laine vierge (MoSCHETTO ct BISERTE) 

(105) ou encore des a-kératoses (MOSCHETTO et BIsERTE) (106). Il 

apparaît donc que ces protéines accompagnent toutes les prépsra- 

tions de SCidK-B ou d'a-kératoscs. Cette constatation nous a 

amené à choisir le mode de fractionncrnent schématisé dans le 

tableau XXI et applicable à toutes les préparations de protéines 

pauvres en soufre. 



La composition cn nmino-acides des f r a c t i o n s  a i n s i  

e x t r a i t e s  de l n  l n i n c  v i e r g e  e s t  i den t i que  à c e l l e s  e x t r a i t e s  

des  c c l l u l e s  c o r t i c a l e s  (MOSCI-ETTo, D~AUTREVILUX e t  BISZRTE) (107) 

( v o i r  t a b l e a u  X I I ) .  Cependant, In t eneu r  en t y r o s i n e  dcs  SC1.X-RG 

e x t r a i t e s  de s  c e l l u l e s  c o r t i c a l e s  c s t  p lu s  f c i b l c  que dans l e  

cas  des SCX-RG de lc l s i n c .  En p lu s  dc l a  présence  des  SC!%-RG 

l e s  SClvK-k son t  généralcracnt s o u i l l é e s  par  une f r a c t i o n  t r è s  

complexe q u i  peut  ê t r e  mise cn évidence par  chromatographie 

sur  DEilE-Sephadex ( f r a c t i o n s  1 à 3 de l a  f i g u r e  25 1, e t  de l c  

f i g u r e  25 B).  E l l e  e s t  r é v é l é e  en é lec t rophorèse  en g e l  d'aniidon 

comme un ensemble de bande s ' é t e n d a n t  dans l a  zone médicnc de 

1 ' élcctrophorégramme e n t r e  l c s  SCIE-i~ e t  l e s  SCbiIC-B ( f r a c t i o n s  

1 à 3 de l a  f i g u r e  26 i A  e t  de l a  f i g u r e  26 B ) .  Lcur p o s i t i o n  

médiane dans l e  diagramme d ' é l e c t r o p h o r è s e  c s t  à l ' o r i g i n e  de 

1 ' a b r é v i a t i o n  SCiilC-idI quc nous avons c h o i s i e  pour l e s  désigner. 

Ces p r o t é i n e s  son t  t r è s  r i c h e s  en s é r i n c  e t  moyennement r i c h e s  

en g lycoco l l e .  Ce q u i  l e s  d i s t i n g u e  s u r t o u t  des SCIJK-RG e s t  l e u r  

t eneu r  a s s e z  f a i b l e  en t y r o s i n e .  Lcur composition en cmino-acides 

c s t  donnée dans l e  t a b l e c u  XXIV. 

I V  - NETHODES DE FRACTI - ONNEijZNT CHRO~~~;LTOGRAPHI -- QUE DES SCi4.K 

A )  Fractionncmen-b sur  DFd-Scphadcx ( T  29) ------- ----.---- .,--.- - 
Le fractionnemenJi, des  SCPiIC ou des SCPK-IL s u r  DELLE- 

Sephadex, o u t r e  l n  mise cn évidence des SCPiK-Jl, r end  p o s s i b l e  

l ' i s o l e m e n t  dcs d i f f é r c n t c s  c l n s s c s  dc p r o t é i n e s  sans  a v o i r  

r ecours  à un f rnct ionnemcnt  n r b i J r a i r c ,  puisque chacune d ' c l l e s  

e s t  pa r fa i t ement  d é f i n i e  Csns Tc disgramme d l é l u t i o n .  

La c a r c c t é r i s t i q u c  c s ç c n t i e l l e  du DElJ3-Sephadex e s t  

dc pe rme t t r e  d t i s o l c r  c t  de d i s t i n g u e r  t r è s  f ac i l emen t  l e s  

deux c l a s s e s  majeurcs des  l ~ é ~ a t i n c s  SCIvI'I-;, c t  SCi+II<-B a i n s i  que 

l e s  deux c l a s s e s  mineures SCi*Lr(-I4 c t  SCI.K-RG. 



T iiBLEAU XXI 

1 g de laine ou de cellules corticales 

Extraction 16 h à OCC par 100 ml de 

thioglycolate de potassium 0,1 M 

à pH 11 
I 
i 
I 

Carboxyméthylation (sG~~LK) 

r--"'."., "" *w~-,-,,~-~., LLL" -LL-" LLLLLLLLLL.LLLLL.LL,, 

Précipité 
i 

Surnageant 
t 

Cette distinction est valable quelles que soient les 

conditions expérimentales choisies. Le meilleur fractionnement 

est obtenu en présence d'urée 4ii. 

Toutefois suivant le but recherché, les conditions 

opératoires peuvent être modifiées. Si on désire obtenir très 

rapidement une fraction SCPiIC-L très enrichie en composants 

rapides on choisira la chromatographie sur petite colonne 

(Figure 27 iL) qui donne un fractionnement voisin de celui 

obtenu sur DEAE-cellulose (Figure 29 A ) .  Si on veut obtenir la 

même fraction non souillée par les SCMiC-ilI on utilisera une 

colonne de plus grande dimension pour faire intervenir davan-bage 

le tamisage moléculaire (Figure 27 B). L'isolement des SCbE-Pi 

est facilement obtenu sur des colonnes de 60 cm environ et en 

présence d'urée 4 hi. (voir plus haut figure 25). 



NOMBRE DE F R A C T I O N S  - 3 ML. - 

- 
SCPL<-i~ non classée SCPL<-~- S CPLC-JC; 

FIGUiid 25 
C f i l t 0 I ~ ~ ~ ~ T 0 G ~ ~ I ~ 1 . d  SUAL I);li~J-Sdi>I-iirl)3'X 

(Colonne de 62 cm de haut x 2 , l  cm de diamètre). (Tampon Tris 

L a  flèche indique le début du gradient de iJaCl 0,25 à 1 k. 
k : SCiG (Laine kiérinos) 
3 : SCi.ili-1, (Laine ~b~érinos) 

La délimitation, llindentification et l'ordre d'élution des 
différentes fractions portés à l'extérieur de la figure r&psellent 
les résultats du tableau =II. 



L 
II 

SCi'dI-li non c 1 as s ée SCPiIC-8 SCi.,&-iIG 

FIGURL 26 
ELZCTROPHORESE SiJi?, GdL D ' b ~ I D O N  3d8 FRACTIONS Di3 LA FIGURd 25 
SC1d< fractionnées sur I)dId-SZPI-ik&dX 

B : SCiX-A fractionnées sur D X U - S A X  (les fractions 3 O regré- 
sentent les électrophorèses de S C L ~  non fractionnées). 
L'identification et l'ordre dfélution des différentes fractions 
portés à l'extérieur de la figure rappellent les résultats du 
tableau XAII. 



h - k gauche : Diagramme d'élution sur une colonne de 1 1  cm de 
hauteur et 1 cm de diamètre. La flèche indique le 
début du gradient linéaire de IIaC1 (100 ml O,25 i l  
et 100 ml 1 ri dans 2 cellules cylindriques de 20 cm 
de hauteur et 3 cm de diamètre. 

A droite : Electrophorèse sur gel d'amidon des frac-bions distinc- 
tes éluées (T 17) 

4 

u '16 - 
3 

cJ 
a 
O $2 - 
W 

k 
U Y  

5 018- 
n 

3 - k ~auche : Diagramme d'élution sur une colonne de 2G cm de hau- 
teur et 1,6 cm de diamètre. La flèche indique le 
début du gradient linéaire de WaCl (300 ml 0,25 f~ et 
300 ml 1 PA dans 2 cellules cylindriques de 15 cm de 
hauteur et de 6 cm de diamètre. 

k droite : dlectrophorèse sur gel d'amidon des fractions distinc- 
tes éluées ( T  17) 

q 
- B- 

O 1 O0 200 1 2 4  7 1 1  
NOMBRE DE FRACTIONS -4ML.- 

FIGURd 27 

C;;ROi.iATOGI112I<Id S U 2  DEU-SGPL~~LBGX 3ES SCPZ SC aine klérinos) 
(Tampon Tris de pi< 10,4, sans urée) 



B) Chromatonraphie sur Sephadex GSOO (T 25) 

La chromatographie des SC3K sur Scphadcx G200 (Figure 28) 

facilite encore le fractionnement, car elle permet d'isoler 

chacune des fractions en une seule étape. Ce type de chromatogra 

phie permet d'ailleurs un sous-fractionnement des SCi4IC-d défini 

par O 'DONNELL et THOPPSON (108) ;ce sous-fractionnement n'a 

d'ailleurs lieu que dans des conditions techniques bien précises 

(en particulier débit assez rapide des colonnes et faible force 

ionique du tampon), mais dans ce cas il n'y a pas de séparation 

des 3 autres classes (SCIviIc-B, SCI'K-RG et SCPfK-id). 

C) ehromstographie sur DES-ccllulosc (T 21 ) 

La chromatographie sur DELZ-cellulose à pH IO,$ (figure 

29 î*) permet un isolement sélectif des SCi3K-B et SClviK-RG (figure 

29 B). 

L'ensemble des résultats obtenus est schématisé dans le 

tableau XXII. 

V - CLASSIFICiLTION DES S-CA.RBOXYI*iETHYLKER,:TINES DE LA LLINE 

L'ensemble des fractionnements décrits ou cités et leur 

analyse en électrophorèse sur gel d'amidon confirment ln grande 

complexité des SCiliK extraites de la laine Mérinos. En interpré- 

tant leurs électrophorèses sur gel d'amidon, qui sont particuliè- 

rement bien définies dans la zone lente (sCPK-A), OfDONI?ELL et 

THOPPSON (109) ont pu dénombrer 8 fractions numérotées de 1 à 8 

de la cathode vers l'anode. Notre étude montre que lcs SCPffC de 

cette zone sont encore bien plus complexes ct qu'en réalité les 

fractions révélées sur le disgrarnmc total de la laine sont en 

général diffuses et proviennent de la superposition dc fractions 

nettement définies et de fractions naturellement diffuses. Les 

résultats obtenus par O'DONNELL et THOiQSON (110) à l'aide dc 

leur fractionnement sur DE,Ci--cellulose, en présence d'urée 8 id, 

confirment d'ailleurs cet aspect du problème. Il importe donc 



NOMBRE DE FRACTIONS -5 ,s  ML- 

FIGURE 28 

Chromatographie sur Sephadex GSOO des SCIX (laine Mérinos) 

Tampon Tris 0,076 PI, scide citrique 0,005 M, sel disodique de 

1'EDTA 0,01 M, NaCl 0 , s  1.1, ure'c 4 L V ~ ,  pH 8,6 ; colonne de 108 cm 

de haut x 4,4 cm de diamètre. 

En haut : diagramme d'élution (les nombres placés au niveau du 

sommet des pics indiquent ln valeur du rapport ve/V (voir tableau 
O 

En bas : Electrophorèse sur gel d'amidon des fractions CluCes. 



O 5 0  1 0 0  1 5 0  200 
NOMBRE DE TUBES - FRACTIONS DE 3 ML 

A B C D E F 

FIGURE 29 

A : Diagramme dlélution des SCiiîK sur DEiLE-cellulose en tampon 
Tris 0,05 W de pH 10,4 - Colonne de 23 cm de haut x 2,2 cm 
de diamètre. Gradient linéaire de NaCl O à 1 M. 

B : Electrophorèse sur gel d'amidon des fractions éluées ( ~ i ~ u r e  
29 A ) .  

: SCPiK non fractionndes 
B : FI SCiLIX-B 
C : F2 non classée 
D : F3 SCILiK-RG 
E : F4 ensemble non classé ; la bande médiane intense est 

SCT4K-RG 2,35/2,42 
F : Fraction élude en milieu urée 8 M à la fin du gradient. 



TÂiBLEîIUXCC 

PLETE-IODES DE FRACTI ONNEi,i.IENT CHROIW~TOGR~SHI Qm DES SCIbiIC 

1 Méthode chromatogra- 1 i Ordre dfClution des 
phique utilisée S.-,-, 1 

i i 
i 1 i 11 i III 

I 
i 

i 

I i 
2 

f 1 DELE-cellulose 1 non i / ( p ~  10~4) (voir la i SCl4I<-B I SCPK-RG 
i classée f figure 29) i 

1 1 SEPiiiiDEX G75 (uric i 
i z 1 8 $1 ou 4 iLi, pH 8) / SCIdK-i ! SCibLK-RG i 

(voir la figure 17) 1 f f 
(ScjL,x-B) 1 

5 i 
f SEPHADEX G200 i i I 1 (urée 4 Pi, pH 8 , 6 )  SCIV~<-;, scr.rr<-p~ sC~~LE-B 
f (voir ln figure 28) \ ve/vo=i V/V =i V/V = 

i e O t  e O 
j 

I /1,03-1,071 1,72 j 1,86 1 (XX) ! 
i j DE;;E-SEPH;;DEX ( * ) 
i 1 (urée 4 N,  pH 10,4) ; I SCiQï<-ici SC>K-B SCîbiK-A 

I (voir 1s figure 25) 1 ,  2 (3) i ( 3 )  4-5-1 8-9 (10) 
i I 1 
i 1 6-7 1 

i 
i 

(11) 

i 
1 : i 1 

i 
fractions 1 

1 non i 

*y 
(8) Les nombres au dessous du nom des fractions correspondent au --.--/ 
fractionnement de la figure 25 A et à l'étude électrophorétique 
des fractions éluées (Figure 26 A). 
Ceux qui sont mis entre parenthèses représentent des fractions 
6luCes dans deux zones voisines. 

(**) V /V : il s'agit du rapport du volume df61ution (V ) d'une 
c O e 

protéine ddterminée su volume mort (V ) dc la colonne 
O 

utilisée (mesuré par le volume df81ution d'un composé 
de haut poids mol8culcire (T 19). 



dc proposer une nomenclature simple, susccptiblc de s'adapter à 

la grande diversi%& des kératines, et qui permette un repérage 

prdcis dc leur position sur l'électrophorégrammc. 

Dans ce but,, nous avons choisi de définir la position 

de chaque protéine par une mobilité relative (U ) par rapport r 
à unc fraction bien définic. La fraction protéique de référence 

correspond à la bande la plus rapide de la zone des SCIvïK-1~ qui 

cst aussi 1s plus intense de l1électrophorégrammc dcs SCNK. Elle 

correspond à la zone 0,94/1,06 (*)  du tableauiLYII1. Sur ce 

tableau, ln frac.tion pauvre en soufre SCitK-i, du dingrammc total 

des SCi'IK est rcpréscntée par ltenscmble des protéines des zones 

ct B s'étalant de la mobilité O à 1. La fraction riche en 

soufre SCI%-B est rcpréscnt6e par les deux bandes de mobilité 

2,12 à 2,84 de la zone A. Il convient encore d'ajouter comme 

nppcrtcnant à cette frcction une zone frontale, très diffuse et 

peu colorable accompagn8c d'un front très colord (fraction 3 

dc lc figurc 26 L). Cette frontière n'es% pas répertoriée dans 

le tableau 

La zone B représente les ScivIK-~i dont les constituants 

les moins rapides sont en général associés aux SCitSC-L (fractions 

1 ct 3 dc la figure 26 B) ajoutant encore à la complexité déjà 

grande de cette fraction. 

La zone C reprdscnte ltenscmblc des protdincs a,ppsr- 

tcnnnt aux SCiViIi-RG. Cc schéma électrophorétiquc a été réalisé 

cn tenant compte des fractionnements sur DELLE-cellulose, DE,;E- 

Seph2dcx et Sephadex G75. Dc plus nous avons utilisé les résul- 

(3) Ccs deux voleurs corrcspondcnt à la mobilité rclativc du 

début ct dc l'extrémité de la bande cnvisagéc. 



Zone ii : SCi.X-B 3Ci.X-LA 3 CFFZZ-AG 

Zone i. : ZC1:dc-8 

Zone k : SCPGC-A : 0,OO <U 1 ,O6 ; ( e n  rouge l a  bande de  r é f é r e n c e ) .  
SCî*iil-B : 2,12 (ur.< 2,134. 

Zone B : Zone complexe de: ~Ci%ii(-ii : 0 , 1 9  < Ur < 1 ,92  sauf l a  bande 
1 ,47/1 ,54 

Bande 1 ,47/1 ,54 : v o i r  f r a c t i o n  AS, f i g u r e  26. (non c l a s s é e )  
3ande 2,22/2,31 : v o i r  f r a c t i o n  Al 5 ,  f i g u r e  26. (scXZ-ZG) 
3ande 2,87/3,05 : v o i r  f r a c t i o n  ~ 9 ,  f i g u r e  26. (non c l a s s é e )  

Ces t r o i s  bandes d é l i m i t é e s  pa r  de s  p o i n t i l l é e s  s o n t  i n c l u s e s  
dans l a  zone U pour rendre  l e  t a b l e a u  p l u s  l i s i b l e .  
Zone C : SCldC-RG. 



tats obtenus à l'aide des gels de Sephadex G200 et de polyacry- 

lamide P300 ainsi que les résultats obtenus à l'aide de 1'Clectro- 

phorèse prépsrative en veine liquide. Les mobilités indiquées 

sont des valeurs moyennes calculées pour un nombre de mesures 

variant entre 6 et 13 suivant les fractions. Certes les mobilités 

sur gels d'amidon ne peuvent être définies avec autant de rigueur 

qu'en électrophorèse libre. Toutefois, dans des conditions expé- 

rimentales bien standardisées elles permettent d'identifier avec 

exactitude une protéine. iin cas de doute, il est toujours possible 

de rattacher cette protéine à un des 4 groupes des SCMK soit par 

sa composition en smino-acides, soit en la soumettant une 

chromatographie dans un système adéquat et de l'identifier sens 

ambiguité. La nomenclature proposée permet une identification sans 

Cquivoque d'une protéine quelconque. Par exemple SCIV1K-B (2,12/2,30) 

dCsigne la première bande 8lcctrophorétique des protéines riches 

en soufre, la deuxième étant SCI'K-B (2,63/2,84), etc.... On voit 

immédiatement que ces deux fractions sont situées sur les gels 

d'amidon à dcs distcnces du poirit de dépôt égales 2,2 et 2,7 fois 

respectivement la distance de SCPiIC-A (0,94/1,06) qui est la 

protéine étalon. 

VI - ISOLEIVENT ET PROPRIETES -.-- DE QUELQUES PROTEINES EN RAPPORT 

L'AVEC LEUR CONPORTEiriENT CHROI;L'~TOGR~J?HIQUE -" 

Le couplage judicieux de plusieurs méthodes chromato- 

graphiques permet l'isolement d'un certain nombre de prot6incs 

dont l'homogénéité cn Blectrophorèse sur gel d'amidon est satis- 

faisante puisqulon ne révèle qu'une seule bande majeure. 

Par couplage de 1s chromatographie sur DEîd-cellulose 

(en urée 8 M )  et de la filtration sur Scphadex G200, O'DONNELL 

et THOiLiPSON (1 Il ) isolent la protéine SCEIIC-A 0,95/1,06, suivant 

la définition du tableau XXIII. 



- 
A )  Le couplage de la chromatographie sur DELLE-cellulose 

(pH 10,4) et de la chromatographie sur DE;;E-Sephadex permet 

l'isolement d'une protéine de la classe des SCbK-RG (fraction 

3 de la figure 30). Cette protéine SCIyiIi-RG (2,35/2,42) est 

caractérisée par une forte teneur en glycocolle et en sérine 

(tableau &IV). Sa teneur en tyrosine, quoique forte, est moins 

élevée que celle des SCTvlIi-RG non fractionnées. 

B) Le couplage dc la filtration sur Sephndex G200 et de la 

chromatographie sur DEX-cellulose à pH 8 permet d'isoler une 

fraction riche en soufre (fraction 6 de la figure 30) qui 

présente un état de pureté très avancé. Cette protéine SC1fK-B 

(2,63/2,84) est bien csrsctéristique de la fraction riche en 

soufre avec une teneur &levée en S-carboxyméthyl~yst~ine~ en 

proline et en sérine  ableau au xXIV). La carte 6lectrochromato- 

graphique des peptides de son hydrolysat trypsique (figure 31 A) 

est nettement plus simple que celle des hydrolysats trypsiques 

de protéines totales de laine ou des SCMi-A (figure 31 B). 

C) Le fractionnement sur Sephadex G200 permet en outre une 

sCparation complète des SCMK-B (f igure 32 1,). Quelques considé- 

rations relatives à l'hétdrogén8ité de cette fraction dCcoulent 

dc son comportement sur Sephsdex G200. Le fractionnement 

(figure 32 1,) fait apparaître deux zones majeures pour lesquelles 

les rapports Ve/V sont respcctivcment de 1,82 et de 2,00 ce qui 
O 

correspond à des poids moléculaircs de 29.000 et de 16.000. 
I 

D'autres protéines sont encore élubes, qui ont un coefficient 

dlextinction à 278 mp très faible. Leur point d'élution moyen 

correspond à un rapport V /V dc 2,3, soit à un poids molécu- e O 

loire moyen de 5.000. L'ensemble de ces valeurs et 11h8térogd- 

néité ainsi révélée permettent peut-être d'expliquer les diffé- 

rences de poids moléculaire trouvées par GILLESPIE (112) h 1' 

aide de la méthode dl,';tlCHIB;LD (1 8.000 et 21.000) qui diffèrent 



FIGURE 30 

Etude é l c c t r o p h o r é t i q u e  ( f r a c t i o n s  1 à 5 )  du f r a c t i o n -  

ncmcnt sur DEiS-Sephadcx (zone dcs SCivX-RG de 12 f r a c t i o n  4 

obtenue sur DES-ce l l u lo se  (F igure  29 ) .  

F r a c t i o n  6 : élcctrophorégrammc dc SCIM-B 2,63/2,84 

( v o i r  l e  t e x t e ) .  



FIGURE 31 

A : Electrochromatographie de llhydrolysat trypsique 

de SCPiK-B (2,63/2,84) . 
B : Electrochromatographic de llhydrolysat trypsique d'une 

fraction de SaiK-i~. 

(~lectrophorèse à pH 3,9 et chromatographie dans le 

système 1-butanol-acide acétique-eau (4 : 1 : 5 )  (T 16 ) .  



TLBLELU I X I V  

COI~LPOSITION EN fSlINO-ACIDES DE SCPX PURIFIEES ET DES 

SC*G<-N (*)  

(nombre de r é s idus  d'amino-acides pour 100 ac ides  m i n é s  ) 

s a t s  chlorhydr iques  sous v ide  de 24 h. 

SCbX-RG 1 SCNI<-B SCltac-r-i 
2,35/2,42 1 2,63/2,84 F r a c t i o n  1 i Frac t ion  2 

I (***> (***) 

(***) Les SCbIK-Pi son t  é luées  sur  DELE-Sephadex en début dc chromato- 

i ~ l  anine  

i ~ r g i n i n e  

LC.  a spa r t i que  

graphie  sous  formc de deux p i c s  ( f r a c t i o n s  1 e t  3 de l a  f i g u r e  

25 B). 

t 4 9 1  4)3 

1 3,6 293 

399 
- 

iLc, cys té ique  - 
scibic (**) 12,o / 498 893 

Lc. glutamique 297 8 9 7 11,8 899 l 
Glycocol le  29?o 1 795 12,9 16,6 

0 96 
1 

H i s t i d i n e  
i 197 

199 i 2,3 
'75 

794 1 697 6,2 

I s o l c u c i n e  

Leucine 

Lysinc 

Phényla lanine  

Pro l i n e  

Sé r ine  

Thréonine 

Tyrosine 

v a l  i n c  

- 3 9 1 
t 196 

397 690 I 10)O 

097 097 1 3 9 0  

692 5 96 

394 10,6 3,3 1 
12,2 f 13,1 19,O 18,O 

295 894 

12,7 291 497 i 
396 573 399 393 

(*)  déterminé p a r  l a  t echn ique  de 1~100RE e t  STEIN s u r  de s  hydroly- 



de ceux détcrmiaés par H:J313i2 (113) par la méthode des tensions 

superficieiles (8.000 et 10.000). 

D) Le comportement dcs SCIdIC-IA sur Sephadex G200 permcttrait 

d'attribuer à ccttc fraction un poids moloculaire supérieur à 

160.000 puisqulelles sont Eluées avant les y-globulines (P.M. 

165.000). Toutefois, les conclusions à ce sujet sont délicates, 

car le comportement dcs SCNC-A sur Sephadex est tout à fait 

différcnt suivant qu'ellcs sont chromatographiées isolément 

(figure 28) ou cn présence d'autres protéines (figure 32 B ) ( * ) .  

La chromatographie en prdscnce de y-globulines (P.M. 165.000) et 

de ~Crumnlbuminc bovine (P.Pl. 67.000) montre que les SCblIC-îA 

peuvent être éludes jusque dans la zone de la sérumalbumine, ce 

qui correspond à un poids moldculairc de l'ordre de 70.000. Il 

scmblc donc qu'en gel-filtration, au moins dans le cas des 

SCbIIC, l'interaction des protéines les unes sur les autres puisse 

modifier considérablement leur comportement. Lcs mleurs dcs 

poids moléculaires qu'on peut en déduire au stade actuel de ccttc 

étude ne sont donc qu'approchées. 

VI1 - ORIGINE DES KERATINES R I C H E S  EN GLYCOCOLLE - (sc~vIK-RG). 
iA) INTRODUCTION 

L'isolcmcnt de protéines riches en glycocolle 

à partir des SCibiIC-,'A ou des a-kc'ratoscs, nous a conduit à aborder 

le problème de leur origine. Dans cc but, différentes expériences 

qui seront discutées à la fin de ccttc étudc ont été cntrcprises. 

Toutes ces expéricnccs visent l'isolement dc prot8incs dc 

m6m~propriétés quc les SCpUC-RG par des méthodes d'extraction 

variées (extraction par la soude ct traitements acides). 

B) EXTRisCTIOIL' DE LA LiJNE Pi& Li, SOUDE N/~O (T 56) 

A 50OC lc taux d'extraction détermin6 por pcséc 

est de 23,5 % et dc 25,6 par dosage de l'azote. Cette différance 

s'explique vraisemblnblement par une fixation du sodium sur lcs 
- - c - - - c - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i - - - - -  

(*) Voir la discussion des résultats d'étalonnage des colonnes de 
Sephadex en vue de la détermination des poids moléculaires (T 19). 
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CU 

350 450 

A l 2 3 4 5 6  

NOMBRE DE FRACTIONS 

VOLUME DES FRACTIONS. A-2,6ML. 8-3,3 ML. B I 2 3 4 5  

F1GUiZ.d 32 

A - à pauche : Chromatographie sur Sephadex G 2 0 0  des SCNI<-B ; 

mêmes conditions expérimentales que pour la figure 

28. 

à droite : Etude électrophorétique en gel d'amidon des fractions 

éluées. 

B - à gauche : Chromatographie sur Sephadex G 2 0 0  d'un mélange de 

SCbK-A, de y-globulines et de sérumalbumine bovine 

qui sont ajoutées comme "marqueurs" de poids 

moléculaire. 

à droite : dtude électrophorétique sur gel d'amidon des fractions 

éluées (la bande la plus rapide et la plus intense sur 

llélectrophorégramme de la fraction 6 appartient à 

la sérumalbumine. 



f o n c t i o n s  a c i d e s  l i b r e s  des  k d r n t i n z s .  C e t t e  remarque s pour 

conséquence que l e s  Lzux d ' e x t r a c t i o q  f a i b l e s  ne peuvent  ê t r e  

dé terminés  que par  dosaxe Ce l ' a z o t e  au p a r  pcs6e de s  p r o t d i n e s  

e x t r a i t e s .  T e l  e s t  l e  cas  ûe l a  d6Uermination du t a u x  d ' e x t r a c -  

t i o n  de la l a i n e  p a r  l a  souGe ~ / 1 0  à O e C  ( T  37).  11 e s t  dc 2 $ s i  

on l ' é v a l u e  p a r  dosage a e  l ' a z o t e  a l o r s  que s a  détermination p a r  

pesée  de l a  l a i n e  r é s i d u e l l e  i n d i q u e r a i t  un t aux  de l ' o r d r e  de O $ 

à cause d ' u n e  r e p r i s e  de pûids  de 12  l a i n c  d ' e n v i r o n  2 % due a u  

t r a i t e m e n t  so&ique . 
Déterminat ion des proupes clL-aminCs tcrminallx l i b r e s  ---..-.- .-----. ."-- --.----- ..---.--- --.. ---- - 

Les e x t ? ~ ~ i t s  sodiques  (à  5 O O C )  son t  a c i d i f i é s  

p a r  H C 1  pour é l im ine r  l e  CO, provenant  de 1s ca rbona t a t i on  de l a  
Gd 

soude au cou r s  de l ' c x t r o c t i o n .  .',près i i e u t r a l i s a t i o n  un passage 

s u r  Dowex 50 x  4 permet d ' 6 l i m i n e r  l e s  s e l s  de sodium a i n s i  que des  

t r a c e s  d 'une  f r a c t i o n  p ro t é ique  q u i  t r o u b l e  Idgérernent l e s  eaux de 

r i nçage .  Les  e x t r a i t s  son t  e n s u i t e  d lués  à l ' z ~ m o n i ~ q u e  2 X e t  l e s  

é l u n t s  son t  l y o p h i l i s é s .  C ' e s t  seulement a p r è s  ce t r a i t e m e n t  que 

l ' o n  détermine  la na%ure  des  ex t r émi t é s  N-terminales d e s  cons t i -  

t u a n t s  de l ' e x t r a i t .  

Ln f a i b l e  qcnn t i tC  de p r o t é i n e s  non f i x é e  s u r  l a  

r d s i n e  possède l a  s d r i n c  e t  l n  t h rdon ine  commc cmino-acides N-tcr- 

minaux a i n s i  qu'une p c t i t c  qua3 t i tC  d ' a c i d e  glutamique e t  de 

g l y c o c o l l c *  

QI-tan-L 5 1 ' c:ztrait  sodique lui-m8ce a p r è s  d i n i t r o -  

phényln-Lion, il peut  s e  d i v i s e r  c n  t r o i s  f r a c 5 i o n s  d i s t i n c t e s  par 

l e u r  s o l u b i l i t é .  

1  c )  Unc f r n c t i  on é thdro  s o l u h l c  en mil?-eu a c i d e  correspondc!mt aux 

amino-acides l i b r e s  8nuc1é8s des  chnlnes  p ro t é iques .  

2 0 )  Une f r s c t i c n  s o l u b l e  en milieTi ncicle r e s t a n t  dans 1-2 phase 

aql-2 r s c  . 
39)  Une f r a c t i o - I  p-récipi-bablc en m i l i e u  s c i 6 e .  



Les amino-acides l i b r e s  de l a  première f r a c t i o n  s o n t  p r inc ipa l e -  

ment comme. l ' a  d é c r i t  PIGACHE (114) l e  g lycoco l l e  e t  l a  s é r i n e ,  

mais on t rouve  a u s s i  unc q u a n t i t é  appréc iab le  de l y s i n e .  Les 

ex t rémi tés  N-terminales des  deux a u t r e s  f r a c t i o n s  son t  c o n s t i t u é e s  

en majeure p a r t i e  par de l a  s é r i n e  e t  de l a  t h r éon ine ,  l e  glyco- 

c o l l e  n ' a p p a r a î t  qu 'en  q u a n t i t é  nettement moindre. 

Composition en ac ides  aminls 

La composition en amino-acides de l ' e x t r a i t  

sodique t o t a l  n ' o f f r e  que peu d 1 i n t 6 r 6 t  à cause de s a  complexité, 

Luss i ,  1 ' avons-nous soumis avant  t o u t e  analyse  à un f r a c t i o n -  

nement sur  Seph3,dcx G75 en vue de s épa re r  l e s  d i f f  é r e n t s  fragments 

prot  é iqucs  en fonc t ion  de l e u r s  dimensions molécula i res .  3 f r ac -  

t i o n s  peuvent ê t r e  obtenues q u i ,  ap rè s  rechromatographie ( f i g u r e  

3 3 )  son t  analys6cs .  Les f r a c t i o n s  1 c t  2 ne son t  pas p a r t i c u l i è -  

rement r i c h e s  cn g lycoco l l e ,  elles son t  t r è s  r i c h e s  en a c i d e s  

glutamique,  aspartique e t  cn l euc incs .  La f r a c t i o n  3 e s t  par  

con t re  t r è s  r i c h e  on g lycoco l l e , en  s é r i n e  e t  en t y r o s i n e ,  Les 

e x t r c i t s  sodiques à O e C  ont l c s  mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  de compo- 

s i t i o n  que c e t t e  f r a c t i o n  3 .  ( v o i r  l e  Tableau XXV). 

C - TRiJTE$IENTS I;CIDES - 
Nous venons dc v o i r  que l e  t r a i t e m e n t  de l a  

l a i n e  pa r  12 soudc condu i sa i t  à l l i s o l e m c n t  d'une f r o c t i o n  p r o t é i -  

que r i c h c  en g lycoco l l c ,  s é r i n e  c t  t y ros ine .  

Cclz nc prouve pas nécessairement que l ' o r i g i n e  des  

p ro t é ines  r i c h e s  en g lycoco l l e  a i t  s a  cause dans une a t t a q u e  

a l c a l i n e  des  l i a i s o n s  pcp t id iques .  Un moyen de v é r i f i e r  ce po in t  

de vue e s t  de p répare r  des  kCratoscs s e l o n  l a  mdthode de HAYLETT 

e t  c o l l .  (115) ( T  5 9 ) .  Dans c c t t e  technique,  t o u t e s  l e s  Ctapcs 

de l a  p r épa ra t i on  s e  f o n t  en mi l i eu  ocide  depuis l ' o x y d a t i o n  

jusqu'à l ' e x t r a c t i o n  qui  s c  f a i t  à un pH i n f é r i e u r  à 7. Dans cc 

cas  l e s  k é r a t o s e s  (ké ra to se s  p r é c i p i t a b l e s  v e r s  pH 4 )  dé r ivées  des  

ké ra to sc s  s i n s i  cxtrûi- tes  cont icnncnt  des  p ro t é ines  r i c h e s  en 



VOLUME D'EFFLUENT EN ML. 

B 

FIGURE 33  

4 EXTRAITS SODIQUES 

Na OH NA0 SO°C. 24 H. 

SEPHADEX G75 

A : Chromatographie sur Sephadex G75 des protéines 

extraites par la soude N/IO à SOeC.  

B - C-D : Rechronatogrnphie des différentes zones de 1' 

éluat de la figure 33 L. 



TiJ3LEiiU XXV 

CO1lPOSITION EN 1&1INO-ACIDZS 3ES KERATINES RICHES EN GLYCOCOLLE 

(nombre de résidus d'amino-acides pour cent acides aminCs). 

I PROTEINES EXTRAITES PAR LA SOUDE N/?O SCIE-RG i 
5OQC - 24 h OQC - 24 h issue de 

FRACTIONS SUR SEPHiiDEX G75 SCIIIK-fi (LV) 

FI F2 1 F3 FRÎ.CTI ONNE 
t 

1 3 4 

i.lanine 894 373 

Lrginine 7 ,O 399 597 

Lc. aspartique 10,4 lO,6 379 

Ac.cystéique 095 195 

1/2 cystine op6 0,7 1 1,5 - 
Lc. glut amique 18,2 l8,I 6,5 492 1 9 4  

i 
Glycocolle 795 f 675 21.5 23.3 30,3 1 Histidine i 

096 i 294 1 - 292 traces 
I 

Isoleucine 495 j 3 , O  i 2,2 t I 098 traces 
Leucine 10,8 f 11,2 678 597 

i 
Lysine 095 1 195 traces 

Pléthionine 1 traces - 
Phénylalanine 2,5 1 5,7 797 697 I Pro line 274 1 296 297 291 
Sérine i 14.3 13.7 

Thréoninc 596 597 391 298 

Tyrosine 397 10.4 16,7 17,3 

Valinc 293 
i - 

(*) dosée sous forme de S-cnrboxymCthylcysf6ine 

Tous les dosages de ce tableau sont effectués selon la méthode de 

FiOORE et STEIN sur des hydrolysats chlorhydriques de 24 heures. 



glycocolle de composition un peu différente de celle des SCPK-RG 

en général, mais dans les mêmes proportions que des préparations 

où l'extraction est faite en milieu alcalin selon et 

SPiITH (116) par exemple (T 59) (colonnes 2, 3 et 4 du tablcnu 

XXVI)  . 
Les protéines riches en glycocolle ne sont donc pas 

des fragments prot6iques issus de coupures alcalines des chaînes 

protéiques. 

A ce stade de notrc dtude il reste à vérificr 

si seule ltacidit6 du milieu ne peut pas permettre d'aboutir à 

de telles protéines. Dans ce but, nous avons soumis la laine 

vierge à l'action de HG1 6 N à 609C pendant 15 minutes. Par ce 

traitement, on extrait une petite quantité de prot6ines riches 

en glycocollc et sérine (colonne 1 du tableau XXVI) (T 60). 

Cependant, là encore on ne peut pas dire que l'acidité du nilieu 

soit la cause de la formation de ces protéines riches en glycocollc 

puisque de telles protéines peuvent être obtenues à partir 

des SaIK qui sont en général préparées entièrement ea milieu 

alcalin. 

D ) ETUDE CHROM;i,TOGR~J?HI QUE DES Scia EXTRAITES DU POIL &IOHîJR 

La fibre 1-iohair est presque exclusivement cons- 

tituée dlorthocortex (T 1 ) .  L 'action du thioglycolate de potas- 

sium 0,l 1.1 à pH 11 et pendant 2 heures à 50QC permet d'extraire 

76 $ de protéines en poids. Ce taux est donc très voisin du 

taux dlextrzction de l'orthocortex de la laine Mérinos (80,5 $) 

dans les* mêmes conditions expérimentales (Chapitre III). 

Les SCPiK du Mohair (extraites à OeC pendant 16 

heures) ont été soumises aux différents fractionnements cxpos8s 

dans le tableau =II. 

La chromatographie sur DEZ-cellulose à pH 10,4 

(conditions analogues à cellcs de la, figure 29) met porfcitement 

en évidence la fraction riche en soufre. Par contre, ce fraction- 



TiJ3LE,;U XXVI 

COMPOSITION EN 2&1INO-;LCIDES DES PROTEINES RICHES EN GLYCOCOLLE 

(nombre de résidus dlamino-acides pour cent acides aminos). 

I 
RG-KXRLTO SES EXTRAITS EXTR~ITS 

SCMK-RG 

iLCIDES EXTRA1 T S EXTRiLITES 
û pH 6 1 l C i l Y S  / LA pH 8 (HC1 N, (pyridinc) 1 (NIIqO~) 

15 min ; 

I I 
(oQc, urée 

4 (*) 

ne dc colonne 1 
ï 

1 i 2 i 3  4 

Al anin e 

hrginine 

L C  . aspartique 
Lc . cys t éique 

I 

1/2 cystinc j 
Lc .glutamique 

Glycocolle 

Histidinc 

Isoleucine 

Leucinc 

Lysine 

$Iéthionine 

Ph8nylalanine 

Proline 

Sarine 

Thréoninc 

Tyrosine 

Valine 

(*) Lcs ddtails techniques dc ln préparation dc ccttc fraction sont 
exposés au paragraphe T 61 ) 

(**) dosée sous forme de S-csrboxyméthylcystdine 
(***) Détermination semi-qussntitstivc par 1s méthode des dinitrophdnyl- 
aminoscides. Le taux faible de tyrosine n'est pas significatif, la 
m8thode employée donnant souvent dcs valeurs très faibles pour cet 
amino-acide. Les dosages des colonncs 7 ,  2 et 4 ont c'té effectués selon 
la méthode de IsiOORE ct STEIN. Tous ces dosages correspondent à des 
hydrolysats chlorhydriques dc 24 heures. 



nement particulièrement bien adapté à la mise en évidence des 

SCPiIC-RG montre qu'elles n'existent pas dans lc poil Piohuir. 

L'utilisation du Sephadex G75 et G200 confirme 

aussi l'absence dcs SC14K-RG. Elle montre de plus l'identité 

élcctrophorétique des SCIK-A i>iohc,ir et Piérinos. Il est seulcmcnt 

possible de mettre en évidence par cette méthode l'cxistcnce des 

SCPAK-M. Ces conclusions sont conf irmCes par 1' utilisation du 

DE;&-Sephadex. 

E )  DISCUSSION 

Deux hypothèses peuvent être proposées pour 

expliquer l'origine dcs protéines riches en glycocolle : ou bien 

elles existent dans la lainc à l'dtat natif, ou bien elles 

proviennent de ruptures de certaines liaisons peptidiqucs provo- 

quées par les réactifs utilisés à leur prdparation. Certains faits 

expérimentaux semblent cn faveur de la seconde hypothèse. Linsi, 

1LEXANDER et SMITH (117) montrent qu'au cours de l'extraction 

dcs kératoses l'action dc l'ammoniaque sur les protéines provoquc 

une augmentation très nctte du taux de sdrine en position N-ter- 

minole. On ne peut s'empêcher de remarquer que dans les SCEIIC-RG 

qui sont aussi cxtraitcs en milieu alcalin, la sérinc ainsi que 

le glycocolle sont en position N-terminale. L'alcalinité du 

milieu d'extraction est-elle 1s causc de ce caractère commun qu'est 

ln position N-terminale de la sérine ? Les travoux de PIGACHE et 

BISERTE (118) apportent encore des arguments qui justifient 

cette question. Ccs auteurs ont en effet montrd que par action 

des bases fortes en solution diluée sur la lainc à lc 

tcmpérature du laboratoire, il y avait solubilisation d'unc 

certaine quantité de protdines avec une libération importante 

de sCrine et dc glycocolle, soit sous formc de polypcptidcs, soit 

sous forme dlamino-acides libres. Il est donc normal dc se 

demander si la présence des SCikiIC-RG dans les SCPK n'est pas due 



au t r a i t e m e n t  a l c e l i n .  Les r é s u l t a t s  du t a b l e n u  XXV (colonnes 

1 e t  2 )  montrent que l a  majeure p a r t i e  des  p r o t é i n e s  e x t r a i t e s  

p2r l a  soude à SOQC ne s o n t  pas p a r t i c u l i è r e m e n t  r i c h c s  en 

g lycoco l l e .  Scule 1s d e r n i è r e  f r a c t i o n  é lude s u r  Sephadex G75 

(colonne 3 du t a b l e a u  xXV) prc'sente l e s  c a r a c t è r e s  des  SCMK-RG 

(colonne 5 du t a b l e a u  E W ) .  Tou te fo i s ,  s ' i l  y a  une paren té  

e n t r e  c e t t e  f r a c t i o n  e t  l e s  SCFlK-RG, son volume d t é l u t i o n  sur  

Sephadex G75, net tement p l u s  important ,  permet de conclure  q u ' i l  

s ' a g i t  d 'une  forme dégradée correspondant  à des  dimensions 111018- 

c u l a i r e s  beaucoup p lu s  p e t i t e s .  

La f r a c t i o n  e x t r a i t e  à O e C  (colonne 4 du t a b l e a u  

X=N) s e  rapproche davantage des SCbiK-RG. Ce f a i t  indique que l c  

m i l i eu  a l c a l i n  permet une e x t r a c t i o n  préf  Cren t i  e l l e  de c e t t e  

f r a c t i o n ,  qu 'on re t rouve  dans l e s  e x t r a i t s  à 50OC sous une 

forme dégradée.  

Malgré l e s  c a r a c t è r e s  p a r t i c u l i e r s  dc ces  e x t r a i t s  

sodiques  l ' e x t r a c t i o n  de  p ro tEincs  r i c h c s  en g l y c o c o l l e  ne 

semble pas dépendre e s scn t i e l l emcn t  de l ' a l c a l i n i t é  du mi l i eu  

d ' e x t r a c t i o n  puisque par  c c t i o n  de l ' z c i d c  chlorhydr ique on 

a b o u t i t  a u s s i  à l a  s o l u b i l i s s t i o n  d 'une  p c t i t c  quon t i t 6  de pro- 

t é i n e s  p r é sen t an t  l e s  mêmes c n r a c t d r i s t i q u e s  de  composition. 

Dans ce  cas  particulier, l ' a c t i o n  de H C 1  semble t r è s  sélective. 

En e f f e t ,  l e s  condi t ions  expér imenta lcs  c h o i s i e s  son t  c e l l e s  

d é c r i t e s  pa r  K2.SSENBECM (119)  e t  u t i l i s 6 e s  dans une é tude qu i  

met en  r e l a t i o n  l c  s o l u b i l i s a t i o n  des k é r a t i n e s  p r r  l ' c c i d e  

ch lorhydr ique  avec l ' a s p e c t  microscopique de l o  f i b r e ,  Cet 

remarque qu'une l a i n e  t r a i t é e  1 5  minutes pc r  H C 1  6 N à 60eC 

s u b i t  une modi f ica t ion  t r è s  n e t t e  de son a s p e c t  microscopique. 

On remarque 1s d i s p a r i t i o n  dcs ciments intercellulaires de 

l a  g a i n e  c u t i c u l a i r c  e t  de s  r é s i d u s  nuc lé iques  des  c e l l u l e s  pzra-  

c o r t i c a l e s .  I l  e s t  donc vra isembloblc  que l c s  p r o t é i n e s  quo nous 



solubilisons par HC1 proviennent de ces régions. 

En conclusion, l'extraction des protéines riches 

cn glycocolle et en s8rine ne peut être liée préférentiellement 

ni à la bssicité ni à l'activité du milieu d'extraction, il est 

donc normal de se demcnder si ces fractions n'existent pzs nntu- 

rellemcnt dans la laine i~ldrinos. 

Deux moyens différents peuvent être utilisés 

pour damontrer cette existence naturelle 

1) tenter d'extraire au moins partiellement des protéines dans 

des conditions très douces et dans un milieu constamment voisin 

de la neutralité. 

2) Rechercher si les SCNK cxtraites dans différents types de 

kératines contiennent aussi des SClviK-RG. 

L'action du thioglycolate d'ammonium 0,l IvI (ou 

0,01 ;i) à pH 8,O en milieu urde 4 Fi et à OeC (T 61) constitue 

un traitement extrêmement doux des kératines (T 61). Les quantités 

de protéines extraites restent cependant très faibles (2 à 3 $). 

Pialgré tout, leur teneur en glycocolle et en sérine (colonne 4 

du tableau XXVI) quoique moins élcvdc que celle des SCidK-RG 

permet de les apparenter à cette dernière fraction. L1Clectro- 

phorèse sur gel d'amidon permet de confirmer cet .~~pparcntemcnt. 

En effet, la laine traitée ur~e première fois par le thioglyco- 

late dlsmmonium est à nouvezu traitde par le thioglycolate de 

potassium dans les conditions habituelles. On obticnt alors des 

SCIjiK dont la fraction SCiiiK-RG est incomplète. En effet, certaines 

bandes caractéristiques des XCPiIC-RG et qui correspondent ~ ~ u x  

protéines primitivement extraites sont absentes. 

Une confirmation de lfexiste.ncc naturelle de ces 

composés riches en glycocolle et en sdrinc est fournie par lc 

comparaison des protéines constitutives des SCPX de la lcinc 

Fiérinos ct du poil iiohair. Les SCIviIC qui dérivent préfércnticl 

lcmcnt de l'orthocortcx de la laine Mérinos (FRASER et &)(120), 
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MOSCIIETTO et BISERTE (1 21 ) sont électrophor6tiquement identiques 

à celle de la laine IkIohair dont le cortex présente presque uni- 

quement le caractère orthocortical. D'autre part, les composi- 

tions en ,amino-acides des deux types de fibre sont presque 

identiques (CREWTHER et a.) (122). 
Il résulte de ces caractères communs que le 

comportement de l~orthocortex de ces deux fibres vis-à-vis du 

thioglycolate doit être identique. 

L'absence des SCl4K-RG dans les SCiLElC dérivées du 

poil idohair confirmée par tous lcs fractionnements utilisds 

permet donc d'affirmer que les RG-kératines ne proviennent pas 

des coupures des chaînes kératiniques par les réactifs utilisés. 

Le problème Cte l'origine des SCPK-li cst certainement cnalogue. 

Ces fractions cxistent à l'état naturel dans 12 

fibre, quand elle s'y trouvent, et de plus, elles sont en majeure 

partie originaires du cortex dc la fibre suisquton peut aussi les 

extraire des cellulcs orthocorticales. 

Cette remarque quant à la localisation des SCTIII(-~-A 

et SCFiK-RG est très importante car DE DEUR1T;SRDER et - cl. (123) 

parviennent aussi à extraire une fraction qui est riche en 

glycocolle et en tyrosine, elle est de plus, riche en tryptophanne 

et en phénylalanine. L'extraction est faite sur ln laine par une 

solution de tri~(diéth~lcminodthy1) phosphine dans la formamidc 

et les examens en microscopic électronique des fibres sinsi 

traitées ,permettent aux auteurs de conclure que les protéines 

extraites, dérivent des membranes situées entre les cellules 

cuticulaires. Cependant ces protéines ne représentent vraisem- 

blablement qu'une très faible fraction des SCPIICRG qui, nous le 

répétons sont locclisdes dans tout le cortex de lc fibre. 

L'rubsence des SCidK-RG n'est pas spéciale à la 

fibre liiohair. Lc chromatographie sur DE>&-Sephcdcx, des SCJE déri- 

vCes des kératines du cheveu humain montre aussi l'cbscncc de 



de ces fractions riches en glycocolle, de plus les SCbK-Pi sont, 

aussi absentes. 

VI11 - CONCLUSION 
1) L'ensemble des fractionnements utilisés et en parti- 

culier l'emploi du DE2;E-Sephadex permet de mettre en évidence 

11extr8me complexité des S-carboxyméthylkératines dérivées de 

la laine Piérinos. Celles-ci constituent un mélange ne contenant 

pas moins de trente protéines distinctes. L'utilisation du 

DEi3-Sephadex montre en particulier que les SCIIX-L constituent 

un groupe de protéines beaucoup plus complexe qu'on nc le pensai 

Celles-ci sont en effet sssociées à un autre ensemble de protéi- 

nes (SCHK-Bi) lui-même très complexe, surtout caractérisé par une 

forte teneur en sérine. 

2) La comparaison des fractionnements chromntographiques 

réalisés sur les SCB1IC extraites soit de ln laine Nérinos, soit, 

du poil Mohair, montre sans ambiguité que les SCPIIC-RG ne provien 

nent pas de coupures de liaisons peptidiqucs des chaînes k6rnti- 

niques par les réactifs utilisés. 

Ces protéines neCreprésentent qutun pourcentage 

relativement faible des SCMK (5 à 10 $), mais leur composition 

en mino-acides est si inhabituelle qu'elle justifie à elle 

seule des tentatives de purification et dlisolem.ent. L'une d'en* 

elles a d'ailleurs pu êtrc isolée dans un état de puret6 très 

avancé et est très bien caractérisée par une teneur élevéc en 

glycocolle et en tyrosine. 



DISCUSSlOlJ GiGJ2BALg XI! CONCLUSIONS 

A - INTRODUCTION 
Le but de nos recherches a été d'isoler un certain 

nombre de constituants protéiques des kératines en vue de 

préciser ultérieurement la structure de la laine et de tenter 

d'expliquer certaines propriétés de cette fibre. 

Xn particulier, les différences de réactivité de 

l'orthocortex et du paracortex de la fibre.vis-à-vis des agents 

chimiques (acides, bases) ou enzymatiques trouveraient sans 

doute une explication si on connaissait mieux la structure des 

protéines constitutives de ces deux fractions morphologiques. 

Les problèmes à résoudre ont donc été successivement : 

1) la séparation des constituants morphologiques de la laine. 

2) l'étude des protéines constitutives des kératines. 

Un troisième problème se pose quant à la différenciation précise 

des protéines ortho- et paracorticales. Il ne peut être résolu 

qu'en se référant aux données acquises sur les protéines de 

la laine vierge. biais l'étude des protéines paracorticales ne 

peut être abordée directement et nécessiterait des modifications 

chimiques préalables de ce composant morphologique afin de faci- 

liter la dispersion des protéines. Nous n'avons donc pas abordé .: 
ce dernier aspect. 



La séparation des cellules ortho et paracorticales 

est relativement facile. Les critères utilisés pour le contrsle 

du fractionnement du cortex de la laine et l'étude des protéines 

dérivées aussi bien des cellules corticales que de la laine 

vierge ont évolué parallèlement aux progrès techniques réalisés 

en biochimie analytique. L'utilisation de la DZU-cellulose nous 

a montré l'hétérogénéité des protéines extraites. L'application 

ultérieure de la gel-filtration sur Sephadex nous a permis dtenvi- 

sager l'isolement des différents groupes de protéines. Le 

couplage judicieux des deux méthodes chromatographiques nous a 

conduit à l'isolement de protéines très purifiées. Jnfin, l'utili- 

sation de l'électrophorèse en gel d'amidon nous a permis de 

contrôler efficacement notre plan de fractionnement. De plus, 

la technique de dosage des amino-acides de PiOOBE et S'i'dISJ a aussi 

remplacé avantageusement la méthode des dinitrophénylamino- 

acides, moins précise et moins rapide. 

3 - SEPi32.I;TION DES CONSTITUiS.JTS T*iOitPHOLOGIQUES DE LL LLkI2dZ 

Nous avons montré que les principales méthodes 

utilisées pour la séparation de llorthocortex et du paracortex 

de la laine modifiaient les protéines que l'on pouvait extraire 

ultérieurement de ces composants morphologiques. 

Nous avons donc précisé les conditions optimales 

de séparation de llorthocortex et du paracortex afin de ne pas 

altérer leur structure protéique. L'utilisation de l'hydrolyse 

pepsique nous a permis de décrire un protocole de séparation 

satisfaisant. Nous avons déterminé la composition en amino- 

acides des'hydrolysats à différents stades de l'attaque enzyma- 

tique. La composition de ces hydrolysats est sensiblement 

constante dans le temps, ce qui prouve que la pepsine attaque 

des régions très précises de la fibre qui sont pauvres en soufre. 



Après l'hydrolyse pepsique, la fibre se désagrége en cellules 

corticales que nous séparons ensuite en cellules ortho- et 

paracorticales. Les propriétés chimiques des protéines qu'on 

peut extraire de ces cellules (sous forme de d-carboxyméthyl- 

kératines) sont identiques à celles des protéines dérivées 

directement de la laine vierge. On peut donc conclure que la 

méthode que nous avons mise au point est celle qui à l'heure 

actuelle respecte le plus ltintCgrité des kératines. 

C - C L k S S I I q C A T I O N  Ddq YiZOTdIIJdS C O N S T I T U T I V 2 S  D Z S  iiSIZXTIiJSS. 

1 ) icld'i'IiODiS C ~ ~ ~ O L . ~ ~ L T O C ; ~ A ~ ? ~ I  (j-dds .- 

Les protéines extractibles par le thioglycolate de 

potassium et modifiées après blocage des groupements thiol 

libres par l'acide iodoacétique constituent les 3-carboxymétliyl- 

kératines (ou SCibX) 

Les SCPK peuvent être divisées en deux classes 

principales : les SCi.iiZ-k pauvres en soufre et les SCI.JC-~ riches 

en soufre. Nous avons montré de plus l'existence de deux classes 

mineures, les SCi-G<-1ZG et les SCI'J(-Li. Les SCi.LC-A et les SCiX-3 

peuvent être séparées par des méthodes actuellement classiques, 

reposant sur une précipitation aux environ de pIi 4. Cette sépa- 

ration n'est vraiment spécifique que si elle s'effectue en 

présence de sels neutres à une concentration telle que la force 

ionique soit comprise entre 0,4 et û , S  (o'DOPTI?JSLL et TZOi380N) 

(124), Certes, ce procédE constitue un fractionnement de base 

très satisfaisant que nous aTrons largement utilisé. r~ais, les 

fractions ainsi isolécs doivent cependant être purifiées. Diffé- 

rentes techniques ont déjbu ;té décrites par quelques auteurs ; 

pour notre part, noils nons socmes orientésdès le début de notre 

travail vers les fraci,ionnzments chromatographiques. 



Les SCl+iX-B, qui constituent la fraction pauvre en 

soufre et qui sont précipitables en milieu acide, ont été 

purifiées par la méthode de gel-filtration sur Sephadex G75. 

Nous avons montré que l'on obtenait par cette méthode deux 

pics chromatographiques parfaitement séparés. Le premier pic 

majeur contient les SCiJ<-L et le second, de moindre importance 

et hétérogène, contient des fractions mineures riches en glyco- 

colle et en tyrosine. Les mesures que nous avons effectuées par 

la méthode de gel-filtration montren-b que les poids moléculaires 

des SC1.X-A s'échelonnent entre 70.000 et 1GO.000. Ces valeurs 

sont en accord avec celles déterminées par OtùOL7JIJJLL et TJOOIIS 

( 1 2 5 ) ~  mais les valeurs minimales que nous avons trouvées sont 

supérieures à celles décrites par ces auteurs. 

Les SCliK-3 constituent la fraction riche en soufre 

et sont acido-solubles. ?Tous avons montré qu'elles étaient 

facilement fractionnées sur Sephadex G200 (voir la figure 32 A) .  

Zlles sont constitu6es de deux fractions principales. Les poids 

moléculaires que nous avons déterminés par la méthode de gel- 

filtration sont respectivement de 29.000 et de 16.000. Les 

valeurs habituellemen-b trouvées pour les SCî'2Z-3 sont comprises 

entre 18.000 et 21,000 (GILLZSYI~) (126) et entre 8.000 et 

10.000 par la mesure des tensions superficielles (L%uidiL') (127). 

On peut cependant expliquer cette discordance. Zn effet, nous 

avons trouvé en plus des deux fractions principales, une petite 

quantité de protéines dont le poids moléculaire moyen est infé- 

rieur à 10.000. Cette observation explique le fait que nous 

ayons obtenu, pour les fractions principales, des valeurs de 

poids moléculaire supérieures à celles d'autres auteurs qui 

ont déterminé des poids molCculaires moyens de fractions non 

purifiées. 



Les SCdC-iiG représentent la fraction mineure obtenue 

par chromatographie sur Sephadex G75 des SC1.X-I? (voir plus 

haut), Slles constituent un groupe de protéines caractérisées 

par une très forte teneur en glycocolle, en Cyrosine et en 

sérine. Ces trois cmino-acides représentent 50 à 60 p. 100 du 

nombre de résidus dtamino-acides. A la suite de nos travsux, 

l'isolement et la caractérisation de cette fraction ont 6tc?,.con- 

firmér; par les recherches australiennes de CIZ3IJT:iSIi et & (12U) 
en 1965. Comme les SCi..J( totales, mais en milieu dc faible force 

ionique, les SCl\ill-XG peuvent se subdiviser en deux sous-frcctions 

par précipitation en milieu acide. La fraction acido-soluble a 

une teneur en soufre un peu plus élevée que celle de 12 fraction 

précipitable. >iais, les teneurs cn soufre de ces deux sous- 

fractions restent faibles et seulement un peu plus élevées que 

celle dcs SCki:C-A. 

Les SC~+II;-IA que nous avons mises en évidence par 

chromatographie sur DSid-Sephadex à partir des SCiZC ou dcs 

SCid<-A, constituent un groupe de protéines très complexe. Ces 

protéines sont surtout très riches en sérine et, à l'inverse 

des SCk;<-ZG, leur teneur en tyrosine est assez faible. La 

chromatographie sur D%U-Sephadex montre que l'on peut distinguer, 

comme pour les SCiLIZ-RG, deux fractions dont les teneurs en 

soufre cystinique, quoique faibles, sont différentes. (voir 

le tableau XiCIX). 

Nous avons pu montrer que les deux groupes mineurs 

(SCi,E-&û et BCitE-EL), qui représentent chacun 5 à 10 p. 100 

du poids des SCi*dC-A, existent à l'état natif dans les kératines. 

Ils nc proviennent pas de coupurcs dcs chaînes peptidiques. 

Par contre, on ne les trouve pas en égale proportion dans les 



diverses fibres kératiniques : les SCrd<-RG sont absentes dans 

la fibre Plohair ; les SCIA-IZG et les SCi\iK-li n'ont pu être mises 

en évidence dans le cheveu humain. 

La chromatographie sur Sephadex G200 dans les condi- 

tions que nous avons définies (voir la figure 28 et le tableau 

YJII) confirme llensemble de la classification que nous venons 

de proposer. 

2) ETUI).d dLECTROPLOBJTI~Vi3 

La classification des kératines en 4 groupes que 

nous venons de définir par des méthodes chromatographiques 

concorde parfaitement avec les études électrophorétiqucs que 

nous avons effectuées..L1utilisstion de llélectrophorèse en 

gel d'amidon nous a permis une étude comparée de ces qurtre 

groupes. Tout d'abord, chacun dlcux est constitué d'un certain 

nombre de protéines révélécs sur les électrophorégrammes. 

L'ensemble des quatre groupes correspond au moins i 30 protéines 

nettement différenciées. Mous avons défini chacune de ces 

protéines par une mobilité Clcctrophorétique relative. 

P~algré leur homogénéité en électrophorèse libre eL 

en ultracentrifugation, les SCkiII-A se révèlent en électrophorèse 

en gel d'amidon comme un groupe encore complexe. Il est constitué 

de huit protéines nettement individuslisécs et d t m  groupc 

révèlé d'une façon très diffuse. Les mobilités dc ces protéines 

sont assez faibles et les SCIX-A se révèlent d'autre part, sous 

la forme d'un système compact de bandes. 

Les SmX-3 sont zu contraire très rapides et sont 

révélées saus forme de deux bandes asscz étalées. Ln plus rapide 

contient au moins deux constituants de mobilité très voisine. 



Les SCii.K-BG ont des mobilités voisines des SCEiC-3 

mais sont composées de bandes fines et intensément colorées. 

Quant ûux SCi~ii[-~i, elles migrent en partie comme les 

SCliiC-k mais la plupart des constituants se trouvent répartis 

dans la région médiane de l'électrophorégramme. L'ensemble 

de tous ces résultats a été consigné sous forme d'un tableau 

comparatif (voir tableau XXIII). 

Les différents groupes identifiés ci-dessus ont été 

caractérisés par lcur composition en amino-acides. Le problème 

de l'isolement des protéines constitutives de ces groupes 

ne peut .Qtre résolu dans son ensemble dans le cadre de notre 

travail. 

Nous avons malgré tout essayé de préciser la compo- 

sition en amino-acides dc certains composants. L1isolcmcnt de 
A protéines très purifiées ne peut ctre réalisé que pour le 

couplage des méthodcs chromatogrsphiques. Cc problème n'c été 

abordé que par quelques spécialistes de la laine. Par exemple, 

O ' DOIJIJdLL et TiiOi.i?SOI\J (1 29) ont proposé un sous-f ractionnement 

des SCEX-A, (GILLXSPI~) (1 30) a proposé une méthode de séparation 

des SChK-B. Dans le premier cas, deux protéines ont été iso- 

lées, qui diffèrent fortement dans lcur composition en amino- 

acides, Dans le sccond cas, lc résultat est plus douteux. 

iJous avons donc abordé le problème du fractioni~ement 

des SCi.X-B avcc les méthodcs chromatogrsphiques que nous avions 

mises au point, Ces protéines sont facilement fractionnées sur 

Sephadcx G 2 0 0  (voir la figure 32 A ) .  Une purification ulké-  

rieure peut être obtenue par couplage avec une chromatographie 

sur DEU-cellulose ou sur D313-Scphcdex, ITous sommes parvenus 

à isoler une des pro-téincs constitutives des SCiaïIC-B dans un 



état dc pureté tel qu'on nc révèle qu'une seule bande majeure 

en électrophorèse sur gcl d'amidon. L a  composition en amino- 

acides a été déterminée. Cette fraction a une teneur assez 

Elevéc cn cystinc et en prolinc. 

De même le couplage des chromatographies sur DJid- 

cellulose et sur Ddid-Scphadex nous a permis dlisolcr une 

SCidL2G dont nous avons également déterminé la composition cn 

amino-scides. Comme le groupe dont elle dérive, cette protéine 

z une haute teneur en glycocolle, en tyrosine et en sérine. 

dn conclusion, notre contribution à llétudc des 

kératines de la lainc nous a permis de définir quatre groupes 

distincts de protéines. $eus avons mis au point plusicurs 

méthodes d'isolement et de caractérisation des S-carboxyméthyl- 

kératincs. Deux protéines ont pu êtrc isolées dans un état 

dc pureté éIectrophorétiquc satisfsisznt ct leur composition 

en amino-acides a été déterminée. 

L'étude de ccs protéines nous a permis de montrer 

que la méthode de séparation de la laine cn ses composants 

morphologiques par hydrolysc pcpsiquc n'altèrc pas lcs pro- 

téines constitutives de ces frottions. 

L'ensemble de cc travail canstitue une étape indis- 

pensable pour entreprendre des études plus poussées sur les 

diverses kératines. 



C H A P I T R E  V I 1  

EXPOSE DES TECHNIQUES 

1 - SUBSTRATS ET RXkCTIFS 
- LUNE MERINOS (T 1) (*)  

1) Origine 
La laine utilisée est constituée par la toison complète 

d'un mouton Mérinos élevé en Australie. L'animal est élevé 

d m s  les conditions atmosphériqueset alimentaires constantes 

pour obtenir toujours le même type de laine. Nous avons utilisé 

deux tontes SV 286 et SW 294 aimablement fournie par Messieurs 

les Docteurs ROBERTS N.F. et JLJkiES J.F. du C.S.I.R.O. 

Au début de notre étude nous avons utilisé occasion- 

nellement une laine, lavée industriellement mais dans des condi- 

tions douces, et fournie par le Centre Textile de Contrôle et 

de Recherche Scientifique de Roubaix sous forme de ruban peigné. 

L'utilisation de cette laine est signalée dans le texte pour 

les abréviations (R.P.) 

2) Traitement de la laine en toison 

La toison est déployée. Les pointes des fibres, qui 

représentent la partie la plus externe de la toison , sont coupées. 
Les débris végétaux sont éliminés. La laine est ensuite traitée 

48 h à l'éther de pétrole dans un extracteur de Soxhlet pour 

extraire le suint. Elle est ensuite séchée à l'air puis lavée 

à l'eau distillée pour dissoudre les sels minéraux. La laine es- 

sorée est ensuite séchée sous forte ventilation à l'étuvc à 

37-40QC 
---------------------L--------u---------------------------- 

(*) Les indications T. entre parenthèses indiquent les différents 
paragraphes relatlfs aux diverses techniques utilisées et 
correspondent aux références indiquées dans l'exposé de notre 
travail. 



B - FIBRE MOHAIR (T 2) 
Le Mohair, poil de chèvre Lngora, nous a été fourni en 

toison et en ruban peigné par le C.T.C,R.S. de Roubaix. Il 

provenait du CAP. 

C - ENZnES (T 3) 
1) Pepsine 

La pepsine employée est cristallisée deux fois 

(WOrthington Biochemical Corp. Lot 646). 

2) Trypsine 

La trypsine utilisée est cristallisée une fois en 

présence de lig S04 (~cravac Laboratories, Ci3E TOWN, SOUTH LFRICi,) 

D - RELCTIFS ET PRODUITS CHIMIQUES (T 4) 
Tous les réactifs et produits chimiques utilisés sont 

à l'état de pureté pour analyse ou sont amenés à cet état par 

purification au laboratoire. 

Echangeurs d'ions 

- Diéthylaminoéthylcellulosc ou DEîiE-cellulose POWDER DE 50 
"\?H~LTMAN " . 
- DEIL%-SEPHADEX 1. 50 ttIviEDIUPi't 

3,5 5 0,5 mI3dg, granulation : 100 - 270 mesh. Volume de gel 
par gramme sec : 10 - 15 ml (dans un tampon phosphate 0,2 id de 

pH 7 ) . ( t'PHi"&lvLICI iLft UPPSUP, SUEDE ) . 
- "Cation Exchange Resinl' DOIIEX 50 x 4 ('BIo-R;~~ Laboratories", 

U*S.SL. ) 

ihgents de gel-filtration 

- SEPIL"J)EX G75 
Prise d'eau : 7,5 2 0,5 g/g, granulation : 40-120 p. 

Volume de gel par gramme sec : 12-15 ml, 



- SEPHADEX G10K 

P r i s e  dl eau : 10 3- 1 g/g9 g r a n u l a t i o n  : 40-1 20 p - Volume 

de  gel p a r  gramms s e c  : 15-20 m l .  

- SEPHADEX G200 - 
P r i s e  d ' e a u  20 - -î- 2 g/g9 granu l a t i on  40-120 11 - volume de 

g e l  par  gramme sec  : 30-40 m l .  

Le Sephadex sous t o u t e s  s e s  formes e s t  f o u r n i  pa r  "PHi,RjlLCIii" 

(UPPSAL~L, SUEDE ) . 

L - LNALYSE DES ACIDES AIiIIJES PL8 LA 1lETHOP)E DF PIEZ ET -- ----*- -.---- 
NORRIS ( T  6 )  

1  ) G é n é r a l i t é s  ---- -- 
L a  méthode de dosage des  ac ide s  aminés donnant 5 

l ' h e u r e  a c t u e l l e  l e s  r é s u l t a t s  l e s  p lu s  s a t i s f a i s a n t s  e s t  

c e l l e  d é c r i t e  par  SPACIOiAN, STEIN e4ü Ev100RE (737  ) .  Nous u t i l i -  

sons  une v a r i a n t e  de c e t t c  d e r n i è r e  d é c r i t e  pa r  PII3Z e t  MORRIS 

(132)  e t  adaptée à l ' s p p c ~ r e i l l s g e  u t i l i s é  dans l c  l a b o r s t o i r c  

(TECHNICON) par D2JTREV:JJX (137 ) .  Le mode opéra+,oi rc  corfiprend 

schématiqucmcnt deux p a r t i e s  :: Is sépa ra t i on  ch;.omstogrwphique 

de s  a c i d e s  aminés c t  l e u r  dosage nutomntiquc. 

2 )  Sépara t ion  c h r o m a t ~ q r , ~ p h ~ y ~ ~  (1 7 )  

La ch rom~~tog raph i c  c s t  r é a l i s b c  s u r  une colonnc dc 

r é s i n e  su1font:c (091TdX 50 X 1 2 )  d ' u ~ i c  lonzüeir; ILC 133 cm e t  

d ' u n  diamètre  dc 0 , 9  cm. Cc t ype  dc r8s inn  per:?et 12" sépara- 

t i o n  de t o u s  l e s  a c i d e s  aminés habituels en une s e u l e  opér2"- 

t i o n ,  mais il n é c e s s i t e  unc température  & l é l u t i o n  dc 60QC c t  

un c a l i b r a g e  p a r f a i t  de  l n  r é s i n e  (22  mi-crois) , L ' é l u t i o n  des 

amino-acides f i x é s  au  scmne% de l a  colonne e s t  r 6 a l i s é e  par  

un tampon c i t r a 3 e  6.e sodi1.n - a c j . 6 ~  cl tr iqv.c de ?II e t  de 

m o l a r i t é  c r o i s s a n t s  : l c  g r a d i e i ~ ' ~  conVinu czV oStenu s u  moycn 



d'un "Varigrad" (PETERSON eV SOBER) (1 34) permettant le 

mélange progressif au cours de 1s chromatographie, du contenu 

de chacune des 9 cellules de l'appareil. La composition du 

tampon de chaque cellcle (Tableau Y X V I I )  conditionne 1 ' évolu- 
tion du pH et de la molzrité du tampon injecté au sommet de 

la résine. 

L'injection au sommet de la colonne est réalisée au 

moyen d'une pompe ( -E )  permettsn'i un débit constant de 30 ml/h 

sous une pression de 1 à 3 kg/cm selon 1s molsrité du tampon. 

La durée d'une chromatographie est de 21 heures. Après ce laps 

de temps et pour éviter toute perte d'amino-acides on continue 

à injecter pendant 1 heure supplémentaire une solution de 

citrate trisodiquc 2,4 N. La colonne est ensuite directement 

régénérée et équilibrée par un tampon citrate de sodiwn- 

acide citrique 0,25 Il de pH 2,91.  Toutes ces opérations sont 

effectuées automatiquement par llouverture de vannes électro- 

magnétiques commandées par un programmateur électronique. 

3) Dosage (T 8) 

Dans cette deuxième partie du processus opéra-boire 

d'ailleurs simulVanéc à la chroma%ographic, une partie 

aliquote de l'c'lust (0~32 nïl/minute) est prélevée et mélangéc 

(*) I4inipump (PIILTON RCY cO~VI?;J?I) dc'bit O à 1 1 4  ml/h. 



T;&BLEilU L W 1 1  - 
COiLIPOSITION DES TiJIPONS DU "VI'JZI G R i S "  

(PIEZ et PIORRI S ) ( 1 3 5) 

1 : Tampon 0,25 b1, pH 2,91 ; 

595 ,2  g citrate trisodique 5,5 H20. 
1624 g acide citrique H O 

2 

1 ml d'acide g-caprylique 

H O q.s.p. 20 litres 2 
îijuster à pH 2,91 avec de l'acide citrique, le pK de 
la solution obtenue étant g6néralement trop élevé. 

Ce tampon est privé d'ammoniaque par pas a c sur une S 
colonne dlAmberlite IR 320 sous forme Na équilibrée à 
pH 2991. 

iAvant usage on ajoute 2,70 p. 1000 d'une solution de 
"Brij 35", agent tensioactif (50 g dissous à chaud dans 
dans 150 ml d'eau e t  5 p. 100 de thiodiglycol (milieu 
réducteur, pour isoler le mélange cystine-cystéine sous 
forme de cystéine ('~OORE et STEIN) (136) 

II : Citrate de Na 2 , 4  & 



au réactif 2 la ninhydrine (*). La colonne liquidienne ainsi 

formée est d'autre part fragmentée par injection de bulles 

d'azote (0,lO ml/minute) e-b le tout est amené dans un bain- 

marie à 95OC où le mélange circule pendant 20 minutes. Ltinjec- 

tion de l'éluat et de l'azote est réalisée au moyen de la 

pompe proportionnante à galets de l'lutoanalyseur. Le réactif 

(*) Le réactif à la ninhydrine est obtenu en mélangeant les 
deux solutions suivantes : 
1Q) Unc solution de l ?  g de ninhydrine et de 1,65 g dlhydrin 
dantine dans 412 ml d'ester monoéthylique du glycol ; ccttc 
solution est préparée sous atmosphère d'czote. 

22) Un mélange dc 2100 ml d'ester monoéthylique du glycol, de 
3075 ml d'eau bidistilléc, de 2 ml d'une solution de complexon 
à 2,5 p. 100 et de 420 ml de tnmpon acétatc de sodium-acide 
acétique 4 M de pH 5,5 qui a été coiiservé 12 à 24 h sous stmos- 
phère d'azote ; l'ester monodthylique du glycol utilisé est 
préalablement distill6 siIr couple Cu-Zn (EUSSON et &.) (137) 
on s'assure de plus de l'abçcnce de peroxyde par action sur 
l'iodure de potassium. 

Ce réactif est étalonné avant chaque dosage par rapport 
à une solution 0,5 miil de leucine. Les densi56s optiques lues 
pour cette solution par chacun des 3 colorimè-Lrcs de l'appareil 
utilisé (TECHNICON) sont d'environ 0,400 2our Ie colorimètre 
ne 1 ,  0,800 pour le coloï-imètre no 2 et 0,290 pour le colori- 
mètrc nQ 3 (voir plus loin). Ces densités optiques sont ramenées 
à des valeurs fixées arbitrairement ct communes à tous les 
dosages (0,450 - 0,900 - 0,200). 



à la ninhydrine est au contraire injecté au moyen d'une 

"i+liniyumpl' (débit : 144 ml/h), Le schéma d'ensemble de l'appa- 

reil est illustré par la figure 34. 

Lu sortir du bain-marie on reprend au moyen de la pompe 

proportionnelle une 2artie du mélange r6actionnel (2,90 ml/ 

minute) à laquelle on injecte de l'air, de façon à réoxyder 

l'hydrindantine rlsiduelle en ninhydrine. Finûlement, le mélange 

est conduit à une série de trois colorimètres permettant la 

lecture à dcux longueurs d'onde ct dcux sensibilités diffGrentes. 

Deux des colorimètres équipés de filtres à 573 et à 571 rnp 

permettent la lecture de la coloration bleue-violette à deux 

sensibilités différentes (cuves de 4 et de 8 mm d'épaisseur) 

et le troisième équipé d'un filtre à 441 mp permet la lecture 

de la coloration jaune donnée sar la proline et l'hydroxypro- 

line. Les densités optiques indiquées par ces colorimètres sont 

simultanément inscrites sur le papier d'un enregistreur à 

plusieurs canaux sous la forme de trois courbes diff6rentes 

( ~ i ~ u r e  35). 

4) Interprétation des résultats (T 9) 

Le calcul des quantités d'acides aminés mises en jeu 

dans le dosage est réalisé à partir des courbes d'élution : il 

consiste à mesurer la surface dc chaque pic de la courbe en 

l'assimilant à un triangle (S = H x l3). Des essais préliminaires 

effectués sur des mélanges tomoins dSemino-acides en concentra- 

tion équimoléculaire permettent de connaître le rendement colo- 

rimétrique exact de la réaction de la ninhydrine avec chaque 

amino-acide. 

Les surfaces de chaque pic dlnmino-acide sont ensuite 

corrigées en fonction de ces coefficients calorimétriques. 

D'autre part, lcs hydrolyses dcs protéines sont en général 

effectuées pendant deux durdes différentes (24 h et 72 h). Ces 

deux temps différents permettent de tenir compte de la destruc- 



POMPE PROPORT1  ONNELLE 

V E R S  LES C O L O R I M E T R E S  

VERS L ' E V I E R  
B A I Y  M A R I E  

1 5 1  = mélangeurs 
rl 
1 = tubes  de l a  pompe 

p r o p o r t i o n n e l l e  : T 1 : d é b i t  0,S2 ml/heure 
T 2 : d é b i t  3,42 ml/heure 
T 3 : d é b i t  1 ,20 ml/heure 
T 4 : Géb i t  2,90  mllheure 

T 5 e t  T 6 : d é b i t  2,00 ml/heure 



CHRO~ULTOGRAPHIE D 'UN HYDROLYSÎLT CHLORHYDRIQUE 

DE PROTEINE 

Courbe sup6rieure : colorimétrie à 571 mp, cuve de 8 mm. 

Courbe médiane : colorimétrie à 573 mp, cuve do 4 mm. 

Courbe inférieure : colorimétrie à 441 rnp, cuve de 4 mm. 



destruction de certains acides aminés au cours de l'hydrolyse 

(tyrosine, sérine, thréonine, acides aspartique et glutamique). 

On peut ensuite extrapoler à la valeur Ao, représentant 

la teneur de la protéine en acide aminé au temps O de llhydro- 

lyse, les valeurs Al et A2 qui sont les résultats du dosage 

après des durées d'hydrolyse tl et t2. Pour ce calcul on peut 

appliquer la formule de HIRS, STEIN et NOORE (138)  qui suppose 

une destruction des acides aminés par une réaction d'ordre 1 

t2 logAo - -  x log Al - 1 
- t2 - -LI t2 - tl x log A2 

Dans de nombreux cas la formule 

donne des résultats sensiblement identiques. 

5) Conditions d'hydrolyse &.--- des protéines (T 1 0 )  

Les hydrolyses sont réalisées de façon à éviter toute 

oxydation des amino-aciees ct tou-5e perte par réactions secon- 

daires au cours de l'élimination de l'acide chlorhydrique, 

Dans le cas de la S-carbo~:yméthylcystéine par exemple, si 

on n'a pas pris la précaution de dégazer soigneusement sous 

vide avant l'hydrolyse, on peut enregistrer des pertes allant 

jusque 50 p, 1 0 0  (COLEY, STEIN et P~ooEE) (139). A-paremment, 

le sulfoxyde f ormé par o:rycla5ion es% instable dans HC1 chaud 

comme dans le cas du sulfoxydc de Is S-méJ~hylcgsV6inc. 

D'autre part, si on é ~ s p 3 - c  les hydrolyscts par dessica- 

tion sous vide sur Na03 on cn~egistrc souvent une diminution du 

taux de sérine. IICATIA et S!"TZTJL (340) cxpliqucnS ce déficit en 

sérine par la formation ?-'esters du type O (gamms-glutamyl)- 

sérine. Pour éviter cot invoivCnicnt, il faut procéder à une 



évaporation rapide et en milieu dc faible concentration en HC1. 

Ces remarques nous ont amené à utiliser Ie protocole 

d'hydrolyse suivant : 

Une quantité voisine de 4 mg dc protéine, pcsée au 1/100 

de mg, est introduite dans un micro-bécher de 0,3 ml cnviron 

et de forme haute. On laisse tomber ce dernier dans un tube de 

verre pyrex (épais) haut de 25 cm et d'un diamètre dc 1,5 cm, 

fermé à la base et contenant 4 ml d'une solution aqueuse de 

HC1 à 50 p. 100 (v /V) .  Cctte solution est préparée extempora- 

némcnt à partir d'acide chlorhydrique Plerck et d'eau bidistillée. 

Le tube est ensuite épaissi su chalumeau au 2/3 de sa hauteur 

et l'extrémité en est brulée pour enlever le mordant du verre. 

Après refroidissement complet, on congèle dans un mélange neige 

carbonique-acétone et on dégaze sous vide (pompe à vide). Le 

dégazage doit être poursuivi plusieurs minutes après la 

décongélation. On scelle ensuite le tube au chalumeau cn 

maintenant le vide. L'hydrolyse dure ensuite 24 ou 72 heures 

à la température constante dc 1 1 0 Q C ,  Après refroidissement rapide 

et ouverture du tube à hydrolyse, llhydrolysat est transvasé 

quantitativement dans un flacon à plasma dz 500 ml cn effectuant 

de nombreux rinçages k l'eau distillée. Le volume final est 

amené à 100-150 ml. Après ro~gélation & - 209C le contenu du 

flacon est lyophilisé puis repris par 4 ml d'une solution milli- 

molaire de Norleucine. La présence de Norleucinc permet de 

connaître exactement la quantité d'hydrolysst déposée sur 1s 

colonne de résine. Dans lc c a s  dcs glycoprotéines la solution 

chlorhydrique utilisée contient cnviron 0 , 0 3  p. 790 de trichlo- 

rure de titane (p/~) afin d'évi-bcr la formation de dépôts 

charbonneux pendan3 1 11iydr31.ys e 



B - DOSAGE DES ACIDES ANINES TOTAUX PAR LA PETHODE DE LEVY (T 11) 
1) Principe de la méthode et généralités (141) 

La dinitrophénylntion est une méthode introduite par 

SANGER (142) en 1945 pour l'étude de la structure des protéines. 

Le 1-fluoro-2,4-dinitrobenzène (FDNB) se fixe facilement, à la 

température du laboratoire et en milieu légèrement alcalin, sur 

les groupes a-aminés libres d'un acide aminé, d'un peptide ou 

d'une protéine. Au cours de cette condensation, le radical 

dinitrophényle sc  fixe aussi sur les groupements thiol de la 

cystéine et phénol de la tyrosine, les groupes o-aminés des 

acides diaminés ainsi que sur le noyau imidazole de l'histidine. 

L'argininc et les amides dcs acides dicarboxyliques nc donnent 

qu'un dérive mono-dinitrophénylé sur lc groupe a-aminé. 

Les dinitrophénylamino-acides (DNP-amino-acides) se 

classent en deux groupes suivant leur solubilité : le groupc 

des éthéro-solubles et le groupc des hydrosolublcs. Lc groupe 

des hydrosolublcs englobe les dérivés suivants : a-mono-DNP- 

arginine, a-mono-DNP-histidine ct acide DNP-cystéique . Le groupe 
des DNP-éthérosolubles englobe tous les autres dérivés y compris 

la S-carboxyméthyl-DNP-cystéine que l'on rencontre lorque l'on 

traite des protéines S-carboxyméthylées après réduction (voir 

la revue générale de BISERTE et &) (143). Un exposé pratique 

de la méthode a récemment été fait par BISERTE et MOSCHZTTO 

(144). L'hydrolyse totale de la protéine est faite à llaidc 

HC1 6 N, après dégazage sous vide. Les hydrolysnts étendus 

d'eau sont lyophilisés. L'hydrolysat lyophilisé correspondant 

à 10 mg de protéine est repris dans de l'eau distillée (10 ml). 

La condensation des amino-acides avec le l-fluoro-2,4- 

dinitrobenzène a lieu à 4 0 c C  et à pH constant dc 9. 

Après refroidissement et élimination de l'excès de FUNB 

par extraction à l'éther, une partie des DNP-smino-acicies est 



extraite à l'éther après acidification du milieu. Cette 

extraction est complétée à l'aide d'acétate d'éthyle, Les 

extraits réunis constituent la phase éthérée qui contient 

tous les amino-acides à l'exception de l'acide DNP-cystéique, 

de la DNP-arginine et de l'a-mono-DNP-histidine. 

Ces dérivés (DNP-hydrosolubles) restent dans la phase 

aqueuse ct sont extraits par un mélange acétate d'éthyle et 

n-butanol. Les deux phases "éther" et 'tbutanol'f sont évaporées - 
séparément et le dinitrophénol qui les souille est éliminé par 

sublimation. 

Les DNP-amino-acides sont ensuite repris par de l'acétone 

et déposés sur papier IJhatman no 1 en vue de leur séparation 

chromatographique. Les DNP-éthérosolubles subissent une 

chromatographie bidimensionnelle dans le système solvant toluène- 

phosphate de BISERTE et OSTEUX (145). 

Les DNP hydrosolubles sont chromatographiés en une seule 

dimension dans le premier solvant de ce système. 

Pour le dosage calorimétrique, les taches colorées 

en jaune sont éluées avec une solution de bicarbonate à 2 p, 

100 et les lectures sont faites à 360 mp sauf pour la DNP- 

prolinc. (385 mp) . 
La condensation des acides aminés avec le 2-4 dinitrofluo- 

robenzène n'étant pas totale et variant avec chaque acide 

aminé, il y a lieu de multiplier les densités optiques obtenues 

par des facteurs de correction calculés par LEVY (146). Les 

résultats sont exprimés en nombre de résidus dlamino-acides 

pour 100 acides aminés. 

C - DOSAGE DES ACIDES 1LPIINES - TJ-TERILINAUX SELON LA IGTHODE DE 

SANGER (147) (T 12) 

La condensation de la protéine avec le fluorodinitroben- 

zène se fait à 25OC pendant 24 h en milieu tamponné par du 



bicarbonate de sodium. Le milieu contient en plus du chlorhy- 

de guanidine (PHILLIPS) (148). 

L a  dinitrophényl-protéine ainsi obtenue, généralement 

insoluble, est hydrolysée par IICl 5,6 N pendant 16 h à 110GC. 

Les DNP-amino-acides terminaux sont extraits sélectivement 

identifiés par chromatographie et dosés selon le protocole 

exposé précèdemment. 

D - DOSiLGl3 DU SOUFRZ THlOL ET DISULFURE (x~N~~~,R;L) (149) (T 13) 

1) Principe 

Le dosage de la cystéine est fondé sur l'oxydation du ........................ 
groupement thiol qui s'accompagne de la formation de 1 molécule 

de cystine pour 2 molécules de cystéine. Cette oxydation est 

faite par un excès de phospho-18-tungstate de sodium (Y 2 8  O Na 6 

(W03)18> 22 H 2 O) qui est réduit quantitativement avec forma- 
tion d'un composé bleu intense selon la réaction. 

2 R - SH + 2 P20gNa6 (110~) 18 " --.- w--"-m~-.-am--"... - -9 

(1) R-S-S-B + B20 + 

L'intensité de la coloration bleue est proportionnelle au 

nombre de groupements thiols oxydés. 

Le dosage de la cystine nécessite sa réduction préalable ....................... 
en cystéine par action du bisulfite de sodium 

(2) 2 R-S-S-R + 2 S03 Na H 2 R - SH + 2 R - S - S03 Na2 

Le mode opératoire que nous décrivons permet donc de 

doser à la fois la cystéine présente initialement dans la laine 

et celle apparue par réduction de la cystine à l'aide du 

bisulfite de sodium. 



2) Piode opératoire 

a) Pour avoir une réduction complète de la cystinc, il 

est nécessaire qu'elle soit à l'état libre ou engagée dans des 

oligopeptides à cystine. 

Dans ce but des échantillons de 100 mg de laine sont 

hydrolysés partiellement par 20 ml de HC1 5 N à l'ébullition 

à reflux pendant 6 heures. L'hydrolysat amené à 100 ml avec de 

l'eau distillée est filtré. 

b) La cystine est ensuite dosée sur des prises d'essais 

de 5 ml. S'il est nécessaire de faire des prises d'essais 

inférieures ou supérieures, on ajoutera resepctivement une 

quantité correspondante de HG1 N/I ou de NaOH N/I pour que 

celles-ci contiennent toujours 0,005 mEq de IIC1. La constance 

du pH est en effet indispensable pour avoir un développement 

régulier de la coloration et surtout une reproductibilité 

parfaite des densités optiques données par les essais à blanc, 

Le pH final au moment du développement dc la coloration doit 

%tre compris entrc 5 et 5,l. Après dosage le pH est d'ailleurs 

contrôlé et les essais dont le pH s'écarte de ces valeurs 

sont rccommencés. 

c) Le milieu est tamponné par 20 ml de tampon acétate 

de sodium 0,6 $1 -acide acétique 0,07 M. 

d) La réduction de la cystine en cystéine est faite au 

moyen de 3 ml d'une solution de bisulfite de sodium préparée 

extemporanément par dilution dc 40 ml d'une solution à 30QB à 

100 ml avec de l'cau distillée. On agite et attend quelques 

minutes. 

e) On ajoute alors 4 ml de réactif phosphotungstique 

(solution aqueuse de phosphotungstate de sodium à 95 g/l), 

agite et amène à 50 ml. On laisse la coloration SC développer 



à l'obscurité pendant 20 minutes à la température du labora- 

toire. Les lectures de densité optique sont ensuite faites à 

650 mp. 

f) Pour tenir compte de la coloration très faible 

produite par les réducteurs autres que la cystéine, on fait 

parallèlement des essais à blanc. On procède comme pour le 

dosage mais, pour éviter que la cystéine ne réagisse avec le 

réactif phosphotungstique, celle-ci es% compléxée par formation 

d'un mercaptide qui ne réagit pas. 

2 R-2% + H g  C l 2  --i%sR-S-Hg-S-R +- 2 H C l  

Ce mercaptide est formé en ajoutant avant le réactif phospho- 

fungstique 3 ml d'une solution 0,l PJ de chlorure mercurique. 

On attend 3 minutes avant d'ajouter le réactif phosphotungstique. 

g) Les teneurs en cystinc sont déterminées par réfé- 

rence à une courbe étalon établie avec des solutions de cystine 

de concentration connue, Dans la pratique, les résultats sont 

exprimés en g de soufre pour 100 g de substance. 

Les teneurs en azote sont déterminées par micro-kjeldahl. 

La pro-téine (20 mg) est minéralisée par 10 ml d'acide sulfurique 

concentré sur, à l'ébullition pendant 24 heures en présence 

d'une goutte de mercure, de 250 mg de catalyseur (sélénite de 

sodium : 10 g ; sulfate de cuivre : IO g g sulfate Ge potassium : 

80 mg). 

Une minéralisation de 2n heures est nécessaire pour 

estimer tout l'azote protéique des kératines. 

Après minéralisation et refroidissement, on complète à 

50 ml avec de l'eau distillée. Sur une prise d'essai de 20 ml, 

après addition de 20 ml de lessive de potasse à 1000 g par 



litre, l'ammoniaque est entraînée à la vapeur. Le distillat 

est reçu dans 20 ml de H2S04 ~ / 5 0  et l'ammoniaque est titrée 

en retour par KOH ~ / 5 0  en présence d'alizarine sulfonste de 

sodium comme indicateur de virage. 

F - ELECTROPHORESE EN VEINE - LIQUIDE ( T  15) 

Nous avons utilisé la méthode décrite par TISELIUS (150) 

et un appareillage " I J v ~ I N C O "  (société Radiophon, Poris) . 
1) Principe 

L la limite de deux liquides, l'un constitué d'un tampon, 

l'autre d'une solution de protéines dans ce tampon, on formc 

une "frontière". Cette frontière est constituée par une surface 

de séparation parfaitement plane entre la solution tampon et 

la solution de protéine, Cetto frontière correspond à une 

variation brusque de l'indice de réfraction (en réalité cette 

variation est continue à cause des phénomènes de diffusion). 

Cette variation d'indice est mise à profit dans la méthode de 

TISELIUS pour visualiser à l'aide d'un système optique complexe 

la frontière sous forme d'un pic électrophorétique. 

Si on établit dans la colonne liquide un champ électrique, 

les molécules protéiques chargées électriquement vont se 

déplacer provoquant une migra-bion dc la frontière. 

Le déplsccment de cette frontière permet de calculer la 

mobilité électrophorétique d'une protéine. 

Rappelons que l'on ap-elle mobilité électrophorétique 

d'une particule chargée Olectriquemcnt, le rapport u = où E 
v désigne la vitesse de la ~nr-ticule et E le champ électrique. 

V En remplaçant par sa valeui E = -- 
cl où V exprime la d.d.p. aux 

électrodes e-b d la distance entre ces dernières, on obtient : 



V = en volts 

d'où l'expression de u en cm2 voit-' sec - 1 

Dans la pratique, et compte tenu des caractéristiques de 

l'appareil utilisé, 1a mobilité d'une protéine sera calculée 

par la relation 

2 
u = la mobilité cn cm par vol% ct par seconde (cm2 volt-' sec-') 

hx = le déplaccment dc la 5rontière en cm dans la cellule. 

k = ln conductibilité spécifique en mho/cm à OgC. 

s = la surface de la section principale d'une branche de 
2 la cellule cn cm . 

t = le temps en secondes pour produire le déplaccment n x .  

i = le courant en ampères. 

G - ELECTROCHROPULTOG3Al?FIIE : C0UFLA4LGE ELECTROPHORESE 1, pH 3 , 9  + - ---- .----- - .- ---a- ---- 
CHRObIi~TOGRi2111E ( T  1 6 ) 

Les conditions cxpérimcntnlcs sont celles décrites par 

BISERTE et, -. al. (1 51 ) 

1 ) Première étcip~ : 

Electrophorèse 'd. -1: 3 , 9  sur papier Vhatman nQ 3 (57 cm x 

47 cm) sous 633 vol-Ls pcndant 7 B 8 heures ou 450 volts pendant 

15 heures dans le scns  de la plus grande dimension de la 

feuille. Lc dép6V es5 efTcc-bué dans un coin de la feuille à 

20 cm du côté zno3Fqlic eV Ir3 cm de l'autre bord. 



Le tampon de pH 3,9 a la composition suivante : pyridine- 

acide acétique-eau (3 : 10 : 487). 

2) Deuxième étape 

Aprè.s séchage sous une hotte par ventilation d'air froid, 

la chromatographie descendante est réalisée perpendiculairement 

au sens de migration électrophorétique dans le système classi- 

que 2-butanol-acide acétique-eau (4 : 1 : 5) pendant 24 à 

30 heures, 

3) Révélation 

La révélation des peptides est faite à l'aide d'une 

solution de ninhydrinc à 1 p. 100 dans de l'acétone aqueuse à 

90 p. 100. Le développement de la coloration se fait par 

chauffage durant une période de 15 à 30 minutes à 80eC sous 

surveillance pour éviter l'apparition d'un fond violacé. 

Les électrochromatogrammes sont conservés après pulvéri- 

sation du réactif de Kawcreau (1 ml d'une solution aqueuse 

saturée de nitrate de cuivre additionné de 0,2 ml d'acide 

nitrique à 10 p. 100 (vol/vol) et dilué dans un ballon de 

100 ml par de l'éthanol). Après pulvérisation les taches 

violettes prennent une coloration rouge, stable à l'obscurité. 

H - ELECTROPHORESE EN GEL D1i&IDON (T 17) 

Les électrophorèses en gel dl amidon horizontal (SIVIITHIES) 

(152) sont faites en utilisant le système tampon discontinu 

Tris-borate de POULIK (153) 

Dans le tampon servant à faire le gel, on utilise de 

1 'urée 8 M comme agent de désagrégation (POULIK) (1 54) (*) 
- 

(*) Formule du tampon Tris-borate de pH 8,6 (POULIK) (156) 
Tampon du ne1 : 

Tris-hydroxyméthyl-amino-méthane 0,076 M (9,196 g), acide 
citrique 0,005 M (1,051 g ) ,  Eau distillée q.s.p. 1000 ml, 
Tampon des électrodes : 

Lcide borique 0,3 M (18,552 g ) ,  soude 0,05 M (2 g), Eau 
distillée q.s.p. 1000 ml. 



L'amidon de pomme de  BENDER DER et HOBEIN) est hydrolysé 
partiellement par l'acide chlorhydrique à 3 p. 100 dans 1' 

acétone pendant 85 minutes. Après lavage à 1' eau pour éliminer 

les sels minéraux, l'amidon est déshydraté à l'acétone et 

séché à l'étuvc à 37QC. 20 g d'amidon hydrolysé sont mis cn 

suspension dans 100 ml de tampon Tris-citrique. 

On chauffe 5,5 minutes à 85gC et on ajoute 80 g d'urée. 

Lc chauffage à 859C est encore poursuivi pendant 3 minutes sous 

agitation à l'aide d'un agitateur en verre. iLprès ce temps 

le gel qui est parfaitement liquide est dégazé sous vide. 

Il est coulé chaud dans des cuves à électrophorèse à deux 

compartiments (200 mm x 22 mm x 6 mm). 

Les gels ne sont utilisés qu'après une prise de 24 heures 

à la températurc du laboratoire. Les protéines sont appliquées 

par insertion dans le gel de bandes de papier Vhatman no 3 l1 M 

imprégn8es d'une solution de protéines à la concentration 

maximale de 1 p. 100 (THOMPSON et O 'DoNNEL) (1 5 5). 

Les électrophorèses sont réalisées dans des enceintes en 

PLEXIGLAS maintenues à la température constante de 4QC. La 

tension appliquée est cnlculée pour avoir une différence de 

potentiel dans le gel d'environ 16 v/cm. La migration des 

SCNK se fait de la cathode vers 1' anode. 

Après l'électrophorèse les gels sont coupés en deux par 

la tranche et colorés avec une solution de nigrosine à 1 p. 1000 

dans un mélange méthanol-eau-acide acétique (45-45-10) (V/V) ,  

La décoloration dcs gels se fait dans le mélange méthanol 

eau-acide acétique (30-65-~)(v/v). 

Les gels sont ensuite conservés en tubes fermés dans le 

mélange ci-dessus. 



1 - PESURE DES PlOBILITES RELATIVES DES PROTEINES EN GEL Dti&IDON - 
(T 18) 

Les distances de migration des protéines sont mesurdes 

sur les photographies des gels. Les mobilités Clectrophoréti- 

ques relatives sont calculées par rapport à une protéine déter- 

minée qui est soit présente dans le mélange, soit introduite 

sous la forme d'un témoin interne. On détermine les distances 

de migration des dcux extrémités de la bande témoin par rapport 

au point de départ et on prend la valeur moyenne. Cette valeur 

sert à calculer les mobilités relatives qui sont exprimdes 

par deux nombres : le premicr donne la valeur correspondant 

à la partie cathodique de La bande et le second correspond à la 

partie anodique lu plus rapide. On a ainsi d'une part une idée 

précise de la position de la bande sur le diagramme et d'autre 

part de sa largeur. 

J - ESTIL~L'~TION DES POIDS iviOLECULLIiiES PlJ3 Li& BUTHODE DE --- 
GEL-FILTRATION (T 1 9) 

Nous avons appliqué la méthode décrite par 1JHIT;LKER (157) 

Une colonne de Sephadex est étalonnée en utilisant des protéines 

dc poids moléculaires connus. On détermine le volume dlélution 

(V ) dc chacune de ces protéines. Les protéines de très haut e 
poids moléculaire ne diffusent pas dans les pores du g e l  et 

sont exclues. Ces protéines ont un volume d'élution correspon- 

dant au volume mort de la colonne (V ) .  
O 

WHITlJU3R a montré qu'il existe une relation linéaire 

entre le rapport - Ve pour iine protéine donnée et le logarithme vo 
de son poids moléculaire. 

Dans le cas des kératines, nous avons utilisé la filtra- 

tion sur Sephadex G200, dans les conditions décrites plus 

loin (T 25 et T 26). L'étalonnage d'une colonne dc 108 cm de 

haut et de 4,4 cm de diamètre nous a donné les résultats 



suivants : 

Volume 
d' éliltion ---- 
(en ml) 

Bleu 2000 592,9 

a2-macroglobuline 604,l 

y-globuline 599,7 

Sérumalbumine bovine 990,9 

a-chymotrypsine 1.155,4 

Cytochrom~ c (monomère) 1.244,2 

Poids 
moléculaire 

Les valeurs de ce tableau obtenues pour des protéines 

déposées séparément montrent que les y-globulines sont prati- 

quement exclues du gel de Scphadcx G2OO. Théoriqucmcnt ces 

protéines devraient être retenues puisqulon psrvicnt très 

facilement à les séparer dc l'a -macroglobuline par cette 
2 

méthode. Si les protéines son5 déposées sous la forme d'un 

mélange de l'ensemble, Les valeurs obtenues sont différentes 
Ve Pour les y-globulines on obtient un rapport - = 1,33. Pour 
Vo 

la sérumalbumine reste constant avec une valeur de 1,68 

tandis qu'il s'élève pour le cytochromc c à 2,66. En pratique, 

on note quc la relation entre - et le logarithme du poids 
vo 

moléculaire est linéaire entre le cytochrome c et la sérum- 

albumine. Pour les molécules plus grosses, on note une diminu- 

tion de la pente de la courbe représentative de cette relation. 

K - ULTRACENTRIFUGLTION (T 20) 
Les ultracentrifugations ont été effectuées par la Station 

Centrale du C.N.R.S.. Nous tenons à remercier tout particuliè- 

rement PI. le Pr. 'liURMSER et ses collaborateurs de leur très 

compétente collaboration. 



III - BETHODES CHROlVI;,TOGRAPHIQUES DE SEPAFthTION DES PROTEINES - 
L,) - CHROPULTOGRLPHIE SUR DE1;E-CELLULOSE (T 21 ) -- 

Les chromatographies sont faites sur des colonnes de 

DEsfE-cellulose (ilnion Sxchange Die thy laminoe thy lce l lu lose  

POIJDER DE 50 Whatman) d'un diamètre intérieur de 22 mm. Après 
2 tassage à l'air comprimé sous une pression de 1 kg/cm , la 

DEbE-cellulose occupe une hauteur de 23 cm dans la colonne, 

Le tassage de la colonne est effectué à partir d'une 

suspension de DEiS-cellulose dans le tampon choisi, Le tampon 

de cette suspension a été renouvelé plusieurs fois jusqutà 

l'équilibre, c'est-à-dire jusqu'à pH constant, Cette suspension 

dégazée est alors versée dans la colonne et tassée. La colonne 

est ensuite équilibrée une dernière fois pendant une nuit à 

l'aide du même tsmpon. Après contrôle du pH de l'effluent, une 

solution de 500 mg de protéines dans 15 ml de tampon est intro- 

duite au sommet dc la colonne par fractions de 5 ml. On rince 

cinq fois avec 2 ml de tampon et on procède à l'élution. Signalons 

cependant que dans la première partie de notre travail (voir 

chapitre III), l'élution des protéines a été faite en utilisant 

2 tampons (un tampon phosphate de sodium de pH 6,6 et un tampon 

alcalin constitué par une solution de carbonate de sodium). 

Ultérieurement, nous avons remplacé le carbonate de sodium 

par du Trishydroxyméthylaminométhanc. 

Le tampon dYéquilibrage est unc solution 0,05 $1 de Tris, 

de pH 10,4, L'llution est obtenue par un gradient de chlorure 

de sodium (O k 1 Pi). L'utilisation d'un tampon Tris 0,05 bi - 
NaCl 1 PA - urée 8 $i permet de compléter l'élution. 

B ) -- RE.hTJI %A.-- SiATION DES GRîADIEhTTS DE CONCENTRLTION POUR LES .-----.----.-- 
ELUTIONS CHROlvi.li,TrC*fZ,iPHIEES - ..-- -- ( T  22 ) 

Les gradients linéaires de chlorure de sodium sont 

réalisés à l'aide de deux chambres cylindriques communiquant 



par leur partie inférieure au moyen d'un tube capillaire. 

La chambre de m8lange munie d'un agitateur constitu6 d'une 

lame verticale de Teflon contient le tampon sans IlaC1, llautre 

chambre contient le tampon à la concentrction finale dCsiréc en 

i,T ac 1 . 
a) Pour les colonnes de 2,2 cm de diamètre et de 23 cm de hru- 

teur on utilise des chambres de 21 cm de hauteur et de 4,4 cm 

de diamètre. Chaque chambre contient 300 ml de tamson, occasion- 

nellement 350 ml si on d6sire un gradient plus lent. 

b) Pour les colonnes de 1 cm de diamètre et de 25 cm de hauteur 

on utilise des chambres de 20 cm de hauteur et de 3 cm de diamè- 

tre. Chaque chambre contient 100 ml de tampon. 

1 ) Chromatogra2hie sur Sephadex G75 (T 24) 

Les gels sont faits avec du Sephadex G75 (*)  

3eux types de tamson ont été utilisés : 

1) Urée 8,3 Li (500 g/l), acide thioglycolique 0,035 i,i g le 135 

est ajustc' à 4,O avec de 1s potasse à 1000 E/l. 

(5)  Dans le Chapitre III du prEsent mémoire nous zvons utilisé du 
Sephadex G75 (fraction biEdium-Vater Bcgain 7,9 g). Ultdrieurement 
nous avons utilisé du Sephadex perl8 (T 5) dès que cette pr8sen- 
tation fut commercialisée. 
L'homogénéité de la granulation du Bephadex perlé 2erme-b dt61i- 
miner toute la phase de tamisage exposée plus loin et donne 
un Gcoulement plus régulier des colonnes. 



2) Urée 8 L i  ou 4 ZL, Trishydroxym6thylaminométhane 0,05 PL ; le 

pK est ajustO h &,O avec SC1 5,6 N. 

Le premier tampon est ün milieu réducteur qui est bien 

adzpté à la chromatographie des kératines réduites non carbo- 

xyméthylées. 

Le second est utilisé exclusivement pour la chromatographie 

des SCkX ou des kératoses. 

On laisse gonfler le Se2hadex dans un des tampons précédents 

pendant une nuit, puis on le rince rapidement à l'eau distillée 

et on tamise par petites fractions sur un tamis no 60 (ou 80). 

Seule la fraction retenue par le tamis est rEcu?érée, puis 

rééquilibrée avec le tampon urée-acide thioglycolique. On profi- 

te de ces rééquilibrages successifs pour éliminer les 2articu- 

les les plus fines qui peuvent encore rester en suspension. Au 

cours de la décantation, la limite supérieure du gel doit &tre 

rapidement nette. La suspension (correspondant à 40 - 45 g de 

Sephadex sec) est ensuite versLe dans une colonne de 55 cm de 

hauteur et de 3,5 cm de diamètre, surmontée d'un entonnoir à col 

large d'une capcité de 3 litres environ et munie à sa pa,rtie 

inférieure d'une plaque de verre fritté de porositc' nQ 2. La 

suspension Ctant versde, on arr8te le débit de la colonne et on 

laisse décanter le Sej$~adêx ;>endant une nuit. Cc n'est que lorsque 

la ddcantation est complète que l'on fait débiter 1s colonne. Le 

gel se tasse et, lorsque le niveau du gel de Sephadcx est devenu 

constant, on arrête llCcoulement de la colonne, on enlève l'excé- 

dent du gel pour ne laisser qu'une hauteur de 45 cm. On ajuste 

sur la colonne une tête dlaLdcction constituée par un rodage 

surmonté d'un tube capillaire, On fait couler du tampon frais 

pendant 24 heures pour équilibrer la colonne. Anfin, on élimine 

l'excès de tampon au dessus du niveau de la colonne et on dépose 

une solution de 1 5 9  mg de SCLU dans 8 ml de tampon. Lorsque cette 



s o l u t i o n  a  péné t r é  l e  g e l ,  on r i n c e  avec 1 m l  de tampon. Lprès 

r inçage  on a j o u t e  une d i za ine  de m l  de tampon, on dépose un p e t i t  

d isque de mousse de polyur4thane qu i  f l o t t e  à l a  s u r f a c e  du 

l i q u i d e  e t  Cvi te  l e s  remous, e t  on rebouche l a  t ê t e  d ' zdduc t ion .  

Pour une p re s s ion  dans l a  colonne correspondant à une hauteur  

de 40 cm de tampon, l e  d é b i t  e s t  d ' env i ron  30 m l  à l ' h e u r e .  Une 

t e l l e  colonne peut fonc t ionner  pendant p l u s i e u r s  mois. La repro-  

d u c t i b i l i t é  d e s  f ract ionnements  e s t  p a r f a i t c .  

2)  - Chromatographie - s u r  Sephadex G200 -- (T 25) 

Le Sephadex u t i l i s é  e s t  du Sephadex p e r l é  (PI ;~~I~.LcIL,  

Up2sala) l o t  ne To 3737) ( T  5 ) .  

On u t i l i s e  un tsmpon Tris-hydroxyméthylaminomdthanc 

0,076 M-acide c i t r i q u e  0,005 n ,  s e l  d isodique de 1'2.D.T.L. 

0 ,01 pi ,  urée  4  14, ch lo ru re  de sodium 0 , 5  k;. Ile p;'l e s t  compris 

e n t r e  8 ,6  e t  C,7.  Le g e l  de Sephadex e s t  f a i t  d i rectement  dans 

l e  tampon, c inq  jours  GU moins avant  son emploi. 

Les colonnes u t i l i s é e s  on t  un diamètre i n t é r i e u r  de 4,1 cm 

e t  son t  rempl ies  de g e l  sur  une hauteur  de 1023 cm. La couche 

supér ieure  du g e l  e s t  maintenue pzr fa i t emcnt  plane à l ' a i d e  

d 'un  v o i l e  de nylon tendu  sur  un mandrin creux en l rpo lys tyrène  

c r i s t a l "  de 4,1 cm de diamktre e x t é r i e u r  e t  de 6 cm de hauteur.  

Les dépôts d e s  s o l u t i o n s  p ro t é iques  son t  f a i t s  immédiatement 

ap rè s  assèchement du g e l  au niveau du v o i l e  par é l imina t ion  du 

tampon en excès  à l ' a i d e  d'une se r ingue .  

Lors de  l a  première u Jb i l i s s t i on  d ' une  colonne on prockde 

en premier l i e u  à l a  s t n b i l l s a t i o n  du gonflement des  g r a i n s  de 

g e l .  c e t  e f f e t ,  on f a i t  d é b i t e r  l a  colonne pendant 48 heures  

à son d é b i t  d ' u t i l i s a t i o n .  Il e s t  e n s u i t e  ind i spensab le  que l e  

d é b i t  ne v a r i e  pas pendûnt t o u t e  l a  durée u l t é r i e u r e  d ' u t i l i s a t i o n  

de l a  colonne. 





à i n t e r v a l l e s  de temps r é g u l i e r s .  i i iais,  dans ce cas encore ,  

l ' u s u r e  p rog re s s ive  des  tuyaux de l a  pom2e peu t  i n t r o d u i r e  de s  

e r r e u r  S. 

4 )  Chromatographie su r  3di.E-Sdi3HiD2X ( T  27) 

a )  P r é p a r a t i o n  du D2G-Sephadex ........................... 
Dans un bécher de 2 1 contenant  10 à 20 g de 

N a C l  e t  1500 m l  d ' e a u ,  on ve r se  lentement  e t  sous a g i t a t i o n  

magnétique l e  3dU-Sephadex en é v i t a n t  l e s  grumeaux. On l a i s s e  

g o n f l e r  une n u i t ,  r i n c e  à l ' e a u  e t  e ssore .  

On remet en suspension dans l ' e a u  e t  on a j o u t e  50 p. 100 

en volume dlHC1 0 , 2  Ig. - Lprès  quelques minutes on e s s o r e ,  remet 

en suspension dans l ' e a u ,  e t  a j o u t e  un volume de NaOH 0 , 2  N. On 

l a i s s e  en con t ac t  10 minutes. On e s s o r e  e t  remet en suspension dans 

Na05 0 , 2  N. On l a i s s e  cn con tac t  30 minutes. On f i l t r e  e t  

recommence l e  t r a i t e m e n t  à l a  soude 0 , 2  N. 

On r i n c e  à l ' e a u  j u s q u f à  n e u t r a l i t é  p u i s  é q u i l i b r e  avec 

l e  tampon à u t i l i s e r .  

On p r o f i t e  de t o u t e s  ces  opé ra t i ons  pour é l iminer  l e s  

f i n e s  p a r t i c u l e s  de DX&-Sephadex. La régénéra t ion  du DdU- 

Sephadex ap rè s  u t i l i s a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  en f a i s a n t  un t r a i t e -  

ment à l a  soude comme ci-dessus. 

b )  Chromatographie --------------- 
Les colonnes son t  t a s s é e s  comme l e  Sephadex ordi -  

n a i r e .  Nous avons u t i l i s d  d i f f é r e n t s  types  de colonnes e t  d i f f é -  

r e n t e s  cond i t i ons  su ivan t  l e s  s é p a r a t i o n s  recherchécs .  Le d é b i t  

de  t o u t e s  l e s  colonnes e s t  r é g l é  e n t r e  30 e t  40 rnl/heure. 

1 ) Chromatographie en tampon -. T r i s  de  pH 10,4.  

L e  tampon e s t  ui1c s o l u t i o n  0,OS de Tris-hydroxyméthyl- 

minométhane. 

a )  Une colonne de I l  cm x 1 cm e t  l ' u t i l i s a t i o n  d 'un  



gradient de NaCl 0,25 à 1 l i  (chambres de 3 cm de diamètre et 

20 cm de hauteur) permettent une séparation assez voisine de 

celle obtenue sur ULd-cellulose. 

f3) Une colonne de 20 cm x 1,8 cm et l'utilisation d'un 

gradient de ITaCl 0,25 à 1 id (chambre de 4,4 cm de diamètre et 

21 cm de hauteur) permettent en plus de l'échange ionique de 

faire intervenir le phbnomène de gel-filtration. On obtient 

une meilleure séparation des différents groupes de protéines. 

2) Chromatographie en tampon Tris de 93 10,4 et en milieu 

urée 4 PI. 

Ce tampon est utilis8 pour obtenir le maximum d'effet de 

désagrégation et un très haut pouvoir de sdparation. 

On utilise alors des colonnes de 2,1 cm de diamètre et 60 cm 

de hauteur. 

Le gradient IJctC1 O,SS à 1 i\, est réclisé à l'aide de chambresde 

4,4 cm x 21 cm. 

I V  - 1 SOLZisGfJT ET C ~ i l L ~ C X i Z I h ; i . T 1  OPJ DES COPLPOS~G;IJTS MOlZPEOLOGIQUES 

DE Lk LiiIIIMS - 
A) S Y D R O L Y S ~  P d P S I Q U J  SJLGN --- l3ISXBTd - XT PIGACZE (1 58) (T 2 8 )  

2es échantillons de O à I O  g de laine sont mis en 

suspension dans cinquante fois leur poids d'acide chlorhydrique 

~ / 1 0 .  On ajoute à la suspension une quantité de pepsine cristal- 

lisée telle que le rapport enzyme/substrat soit de 1/100 (en 

poids). Les hydrolyses sont réalisées entre 37 et 40QC pendcnt 

10 jours avec agitation ~cnuelle plusieurs fois pax jour. La 

laine hydrolysée est ensuite essorée sur creuset filtrant à 

pores larges, rincée à l'eau distillée, puis neutralisée 24 h. 

dans une solution de pyridine à 1 p. 100 (v/v). La laine est 

essorée, rincée à nouveau puis lzvée 48 h dans l'eau dislillée. 

Après avoir été essorCe une nouvelle fois, elle est séchée à, 

l'étuve à 37OC. 



B)  - DESAGICSGI~'IOM riEC,,ïJIQUE J E  Li; LrJMS BYDROLYUG Pi& Lk 

PdYSINE (T 29) 

La méthode générale utilisée est sensiblement celle décrite 

par LZVZILU (159). La laine hydrolysée (7 à C g )  est mise en 

suspension dans 400 à 500 ml d'eau distillée et soumise durant 

une minute à l'action d'un broyeur à couteaux (du genre de ceux 

utilis6s pour les usages culinaires). Après désagrégztion par- 

tielle, le broyat est filtré sur une toile métallique (16 meilles/ 
2 

cm ). La "maille réelle" d'un tel tamis est nettement plus 

faible car la laine elle-même joue le rôle de filtre. Une certaine 

quantité de cellules passe au travers du filtre. Le résidu 

fibreux est remis en suspension dans l'eau un certain nombre 

de fois puis refiltré jusqulà ce qu'il ne dEgage plus de 

cellules. Les suspensions cellulaires obtenues par filtration 

sont réunies et on isole une fraction de très fines cellules 
2 par tamisage sur un tamis à 3.600 mailles/cm : 1s sous- 

fraction ainsi obtenue (Figure 36) est broyée pendont 10 mn & la 

plus grande vitesse du broyeur à couteaux. 

Ce traitement n'affecte pratiquement pas les cellules, 

mais réduit les débris cuticulaires en fragments qui peuvent 

passer au travers un verre fritté nQ 2 à pores larges (LLV~~LU)  

(160) (Figure 37). dn repassant plusieurs fois sur le verre 

fritté, on obtient ainsi facilement une fraction cellulaire 

débarrassée de cuticule (Figure 3 8 ) .  Le résidu fibreux précédent 

est alors remis en suspension dans l'eau, puis soumis à un 

nouveau à un broyage de une minute. On extrait alors les cellules 

comme précédemment. On soumet ainsi la fibre à des broyages 

successifs jusqulà ce que 1s désagrégation ne libère presque 

plus de cellules. 

c ) hYDlLOLYS2 i?dPSI Q ï J J  Si3LOIT b~OSCiiETTO , BI XZRTZ et PIGkCI iX 

(161)(~ 30) 

Les conditions générales d'hydrolyse sont identiques à 
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celles décrites au paragraphe précédent, mais le milieu dthydro- 

lyse a la composition suivante : EiC1 0,1 1.1 - ricétate de sodium, 
3X20 0,044 11 - BaOI-1 0,006 - ph 1,8. La laine ainsi hydrolysée 

libère une abondante quzntilé de cellules corticales que lton 

peut isoler facilement. 

D) ISOLEbSNT DdS CELLULES CORTICLLGS 

La laine hydrolysée est mise en suspension dans l'eau 

distillée et pressée à la main. Cette simple opération suffit à 

libérer une importante quantité de cellules. L'opération est 

recommencée sur le résidu fibreux jusqu'à ce qu'il ne se dégage 

pratiquement plus de cellules. k titre indicatif, pour un échan- 

tillon de 100 g de laine, on pratique 50 rinçages nécessitant 

50 litres d'eau environ. Les cellules sont isolées par tamisage 
2 sur un tamis (16 mailles au cm ). 

2 )  PUi2IFI CATION DZS CULLULES ORTHOCOiXTIClJIGS (T 3 2) 

Les cellules brutes sont mises en suspension dans une 

solution aqueuse de pyridine à 1,3 p. 100 (volume/volume) à 

raison d'environ 100 ml de solution par gramme de cellules brutes. 

La suspension est homogénéisée manuellement avec un agitcteur de 

verre. On laisse alors décanter plusieurs heures. Lprès décan- 

tation on obtient deux couches parfaitement séparées, une 

couche surnageante qui représente de 10 à 15 p. 100 du poids 

total des cellules et qui se présente au microscope comme 

constituée d'amas de cellules non désagrégées,de débris de 

fibres, de cellules cuticulaires et de cellules isolées ; la 

couche inférieure déposée au fond du vase & décentation est 

constituée uniquement de cellules et de débris cuticulaires. 

La couche supérieure est éliminée par succion à l'aide 

d'un ajutage communiquant avec le vide d'une trompe i eau. L 1  

opération de mise en suspension, 1s décantation et la sépcrction 



sont recommencées encore 2 fois. Au cours des deux dernières 

opérations, la couche supérieure se réduit à une fine pellicule, 

la couche inférieure est essorée et rincée 48 heures dans l'eau 

distillée. On procède ensuite à un broyage des préparations de 

cellules brutes à l'aide d'un broyeur à couteaux en vue de 

désegréger les débris cellulaires. Les cellules sont ensuite 

filtrées par petites quantités sur verre fritté no 2 et séchées 

à 37QC. 

F) PU~IPICL'LTIO~~ Dd LA F;iACTIOI\J FIi3i3ZUSJ !:~~JULCO~~TICI.LZ ( T  33) 

Après élimination des cellules par rinçage, le résidu 

fibreux est mis en suspension dans l'eau à raison de log environ 

pour 500 ml d'eau et traité par un broyeur à couteaux gendcnt 

10 périodes consécutives de 2 ?L 3 minutes chacune. On profite 

des périodes nécessaires au refroidissement du broyeur pour 

éliminer par filtration les cellules qui se dégagent. Il fzut 

prendre garde qu'au cours du broyage, la température de la 

suspension ne s'élève pas su-dessus de 40OC. Les cellules ainsi 

éliminées ne sont pas récupérées. 

G )  dTU3EI Dd L A i  CIi'JdTIQUZ ild L 'I-IYBROLYSd P3PSIGUd ( T  34) 

Les hydrolyses de différentes durées sont pratiquées 

sur des échantillons de 1 g de laine suivant les modalités 

techniques exposées ci-dessus, en présence d'acétate de sodium. 

Le pH est contrôlé plusieurs fois par jour et au besoin ajusté à 

l , G  avec de l'acide chlorhydriqu~ N. &LU cours de l'njustement 

du pK, le volume d'acide chlorhydrique ajouté est exactement 

mesuré et les dosages de l'azote protéique dans lthydrolysat 

sont ultérieurement corrig6s en fonction de ces sdditions et de la 

quantité de pepsine utilisEe. 

Le taux d'hydrolyse est évalué d'une part en pesant la 

laine résiduelle non hydrolys6e) d'autre part en dosant l'azote 



2rotéique solubilisé au cours de l'hydrolyse par la méthode de 

Iijeldahl. 

Lu cours de ces expériences, le milieu d'hydrolyse n'est 

jamais renouvelé et il n'y a pas d'addition d'enzyme. 

La laine résiduelle est séparée du milieu dthydro- 

lyse:. par filtration sur creuset filtrant à pores fins, préala- 

blement taré no 3),puis mise en suspension 24 heures 

dans 400 ml d'une solution aqueuse de pyridine à 1 p. 100 

(p/v) à la température du laboratoire. On lave ensuite 48 heures 

l'eau distillée, renouvelée deux fois, puis essore sur le 

creuset filtrant. On sèche alors 24 heures à l'étuve à 4 0 2 C ,  

puis 4 heures à 1 0 5 g C .  Les échantillons sont refroidis en 

atmosphère anhydre sur P O e t  sont pesés. 
2 5 

1) S S T I ~ I ~ L T I O N  POTJD2Zi;L;1: DU Ti.UX 3% LI3dS;mLTION DZS 

CZLLULdS CORTICILi3S  ( T  36) 

Les échantillons de laine hydrolysée, après pesée pour 

estimation du taux d'hydrolyse, sont remis en suspension 24 h 

dans lfeau distillde. Cette suspcnsion est alors filtrée sur 
2 un t m i s  de 16 mailles au cm . 

On procède à 7 lavages et tamisages sur chaque échantillon 

en utilisant 500 ml d'eau par lavage. Pour aider la libérztion 

des cellules, la laine en suspension est agitée manuellement 

avec une pince brucelle. On pèse d'une part les cellules 

corticales libérées et d'autre pcrt, le résidu fibreux (après 

séchage 24 h à 4 0 9 C  et étuvage de 4 heures à 1 0 5 9 C ) .  L e s  deux 

pesées permettent de contrôler qufil n'y a pas eu de pertes par 

suite des manipulations successives. Le bilan ponddral de 

r8cupération est toujours de l'ordre de 97 à 102 p. 100. 



Nous avons vérifié sur plusieurs échantillons que le 

taux de cellules dégagées n'est pas influencé par le fait d'avoir 

porté préalablement la laine hydrolys4e 4 heures 'a 1 0 5 2 C .  

Les hydrolyses sont faites de la manière habituelle. 

Chaque jour l'ensemble des échantillons correspondant à 1 g de 

laine est soigneusement essoré sur un creuset filtrant i pores 

fins (préalablement taré) puis remis en suspension dons 50 ml 

de tampon pli l , 8 ,  dans lequel on a dissout juste avant l'emploi 

10 mg de pepsine. 

Le creuset filtrant taré utilisé pour chaque échantillon 

est toujours le même jusqu'à la fin de l'hydrolyse. La laine 

hydrolysée est ensuite traitde de la manière habituelle en 

vue de l'estimation des taux d'hydrolyse et de libération des 

cellules corticales. 

IC) IDENT1FICrlTION i)JS CLLLULdS COIZTICIIL~S D d  LLX Li&II\TJ 

6 L ' A I D E  DU "BLEU LACTOYFdIJOL1l ( T  38)  

L'utilisation de ce rEactif histochimique est recommcndé 

par N O P I T S C H  (162) pour le diagnostic de llcltération de la 

laine par divers agents. Son utilisation pour la différencie- 

tion des cellules ortho- e t  paracorticoles de la laine s été 

introduite par LAVELJJ (163).  Lc composition du réactif est 

Ir? suivante : 

Solution 1 : Acide lactique 20 ml 

Phénol 20 g 

Glycérine 40 ml 

&au distill8e 20 ml 

Solution 2 : Solution aqueuse de Bleu pour coton II ( 3 ~ Y d 2 )  

saturée à froid, 



On mélange 50 ml de la solution (~actophénol) et 10 ml 

de 1s solution 2 ;  

Les coupes transversales de la laine ou les cellules corti- 

ccles sont montées entre lame et lamelle dans une goutte de 

Bleu lactophénol.  LU bout de cinq à dix minutes la prépzrction 

est examinée au microscope en contraste de phase. Les cellules 

orthocorticales sont colorées en bleu foncé, tandis que les 

cellules paracorticales prenccnt p u  de coiorcnt et appcraissent 

comme des fuseaux brillants. 

3es échantillons de 1 g des fractions étudi6es (ramené en 

poids anhydre) sont trsités 2 h par 100 ml de thioglycolate de 

potassium 0,1 5.1 à pl-; 1 1  et à 5 O e C .  Si la fraction traitée est 

fibreuse, on filtre sur creuset filtrant taré, Si 1s fraction 

est cellulaire, on centrifuge pour isoler 1s pcrtie non 2ttaquée o 

toute filtration est impossible, car les filtres se colnrtent 

instantcnément. kprès filtration ou centrifugation on rince 

deux fois à la température ordinaire avec 50 ml de thioglyco- 

late G,1 Fi à pl3 11, puis plusieurs fois à l'eau distillEc. Lprès 

le dernier rinçage, dans le ccs d'un substrat centrifugé, le 

culot de centrifugation est déposé sur un creuset filtr2nt 

taré. On essore ensuite soigneusement et laisse sécher 24 h sous 

vide et sur P205, puis 48 h à 4 O o C  à ll&tuve et enfin 4 h 2 

1 0 5 e C .  Lprès pesée du résidu on déduit le taux dlextraction 

par dif f érance. 



V - S-Ci~ZBOXYi~dTF~YLICI:ii:.i.TIlJ~S (P;121>13i ,~  I OiJ - PUi112'1 CLTI OTT - 

La laine ou les fractions morphologiques étudiées 

sont traitées par une solution cqueuse de tliioglycolcte de 

potassium 0 , l  1.1 ajustée à pi- 11,0 avec de la potasse & 1000 g/l. 

L'extraction dure 2 heures à 5 O e C  sous agitation douce. 

On utilise 100 ml de thioglycolate par gramme de lzine traitée. 

Les solutions de thioglycolste de potcssium sont fzites 

à partir de solution 10 i,i d'ecide thioglycolique. Lprès extroc- 

tion le résidu est éliminé soit par filtration, soit pzr centri- 

fugation. 

Les extraits sont refroidis rapidement à lOeC et les 

protéines sont précipitées par zbsissement du p9 oux environs 

de 4,5-5 à l'aide d'acide acétique .& 30 p. 100 (v/v). 

Après décantation et élimination du surnageant,le préci- 

pité est redissout dans le minimum de thioglycolate et mzintenu 

en suspension par agitation douce. Le pH est amené lentement 

aux environs de 1G-10,5 à l'cide de XGI-I 2. La solubilis~tion 
du prCcipité commence vers p1-i 8 .  On laisse 30 minutes sous 

agitation pour obtenir une solution limpide. 

2) CarboxyrnCthylation ( T  42) ------------------ 
Les groupementsthiol apparus par réduction au thioglyco- 



sont bloqués à l'aide dlccide monoiodoacétique. 

Kératines Y-CII -COOX + IIIT 
2 

( 3 CL+iIC ) 

Cette carboxyméthylstion évite 1s reforrnation des ponts disulfure. 

On prépare une solution concentrée d'acide monoiodozc6tique 

qu'on amène S pE 6 -7 à l'aide de potasse. On utilise 50 2 d' 

acide monoiodoacétique pour 10 g de lzine traitée. L c  Lotalité 

de la solution d'acide monoiodozcétique est versCe dans les 

extraits. Le pE bcisse très rapidement et il est maintenu cons- 

tant entre 8 et 8,5 pzr addition de potasse, soit nicnuellernent, 

soit à l'aide d'un autotitrateur. Lorsque la réduction est ter- 

minée le pi; se stabilise. On vérifie à ltoide du "test au 

nitroprussiatc de potassiumtf qu'il n'y s plus de grougement SN 

libre. i~ partir de ce moment, on attend encore une demi-heure. 

On dialyse ensuite sous agitation contre de l'eau distillCc 

renouvelée fréquemment. Les solutions sont ensuite lyophilisées. 

Les protéines ainsi obtenues ne sont remises en solution qu'su 

moment de leur utilisation. 

3) Test au nitroprussiate de sodium (T 43) .............................. 
La présence de groupements 28 libres peut être mise 

en évidence par la coloration rouge intense qui cppzrcît en 

milieu ammoniaccl pcr nddition de nitroprussiate de sodium 

( G R X ~ I . J S T ~ I ~ . J )  (1 64) ct GiZXDdSTAIN et E D S U L  (1 65 ) . 
1, 1 ml de la solution protéique on ajoute 1 goutte 

d'ammoniaque concentréeet 1 goutte d'une solution cqueuse de 

nitroprussiate de sodium à 5 p. 100 (y/v). 

Sn présence de grounement-SE une colorstios rouge intense 

persistante se développe immddiztement. 



3) FRkCTIGiJWJi~ilï~T I)dS SCIiTZ PiLt P'rZECIPITBTIOW ii ph 3 . 9  (T 44) 

Le fractionnement des SCidX à ppiI 3,9 et en milieu de 

force ionique 0,4-0,5, est réalisé suivant la méthode de 

GILLSSPId ee-1; coll. (166) et de 1TOODS (167). 

Il permet d'obtenir deux fractions. 

La première est insoluble et contient moins de soufre 

que les kérotines dont elle est issue : elle constitue les 

SClZ-i,. La seconde est soluble et contient ou contraire plus 

de soufre : elle constitue les SCEX-B. 

C) PURIPICkTIOIJ DES S C l d - l *  Piil?, PRdCIPITkTIOIJ ~LCZTO~JIS~UJ 

(T 45) 

Ela précipitation à pi-: 3,9 des SCPX permet de séparer les 

X i  XI(-k de s SCIdC-B . 
Les SCi.i;C-A contiennent encore des composants mineurs 

rapides ainsi que le révèle l'électrophorèse libre. 

LTous avons donc complété le fractionnement en faisant des 

précipitations partielles à l'acétone suivant une technique 

décrite par COIIN et - al. (16s)  et appliquée avec succès par 

GILLZSPIS (169) aux protéines extraites de 1s laine vierge par 

le thioglycolate de potassium. ïJous avons repris les conditions 

expérimentales décrites par ces auteurs. La solution aqueuse 

de protéine à 0,2 p. 100 est ajustée à pK 5 (valeur voisine du 

de précipitation). On précipite alors pnr l'acétone qu'on 

ajoute par petites fr2ctions jusqu'à ce qu'environ 60 p. 100 

de la quantité initicle dc protéines soient précipitées (*). 

*) On 6vclue la quantité de protéines précipité~~ en estimant 
a concentration protéique dans le surnageant après chacune des 
ernières additions d'acétone. Cette estimation est fcite par 
évaluntion spectrophotomCtrique de l'intensité de 12 coloration 
du biurct et en se référcnt à une courbe étclon prdclcùlernent 
établie. 



La fraction précipitée est filtrée, rincée à l'eau, remise en 

solution per alc~linisation, dialysée, puis lyophilisée. Les 

protéines ainsi traitées sont remises en solution dcns l'eau 

(concentration 2,2 p. 100) puis reprécipitées par l'acétone dans 

les mêmes conditions que ci-dessus. Toutefois, la gr~cipitation 

est arrêtée lorsque environ SO p. 100 des protéines redissoutes 

sont précipitées. Le prscipité final est trcité comme ci-dessus 

jusqulà la lyophilisation. Xprès cette seconde étape de purifi- 

cation, une solution de cette fraction protéique étudiée en 

électrophorèse libre montre un abaissement très net dc lc teneur 

en composants mineurs. Toutefois l'élimination de ces Ccrniers 

est incomplète. 

D ) 3XTitACTIOiJ FllkCTI OlTTTdZ DES U R ~ L T I I J J S  Pi22 LX ThIOGLYCOLATd 

15 g de laine dégraissée sont traités pendent 16 h 

à OeC dans 1500 m l  de thioglycolote de sotassium 0,1 k (pli I l  ) 

sous agitation douce. La laine résiduclle est sépzrée du filtrat 

par filtration sur entonnoirs i verre fritté dc porosité no 2. 

Les protéines sont ensuite traitées de lc manière h~bituelle 

jusqut à la csrboxyméthylation. Toutcs ces opérations sont foiLes 

Ln laine résiduelle du traitement précédent est misc en 

suspension dans 1000 ml de thioglycolate de potassium 0,l i l  à 

pE 11. Une nouvelle extraction est faite pendent 2 heures à 

SOQC. Les produits isolés sont ensuite carboxyméthylés. 

3) Extrc,ction à 5 O Q C  en présence d'urée O ii (T 49) ..................................... 
La laine résiduclle du traitement prbcédent est mise en 

suspension dans une solution de thi~glycol~te de potassium 0,1 



de pH 11 et 8 I;i - en urée. L'extraction dure 2 heures à 5OgC. Les 

extraits sont dialysés une nuit contre une solution de thiogly- 

colate 0,1 Ji - de pl-: 7 pour éliminer l'urée. Les protéines sont 
ensuite précipitées à pI; 4 , 5 - 5 ,  redissoutes dans le minimum de 

thioglycolate 0,1 pi? Il puis czrboxyméthylées. 

4) Détermination des tzux d'extrcction (S 50) ............................... 
Des échantillons de 2 g de laine (poids anhydre) sont 

soumis aux extractions succcssivcs d'abord 16 h à OCC, puis 

ensuite 2 h & 50@C, puis 2 h à SOQC en présence d'urée O 6;,  

chaque fois dans 200 ml de '~hioglycolate. L z  loine résiduelle 

est filtrée sur creuset filtrant tcrd, puis rincée 3 fois h 

l'eau. Lprès essorage complet on déshydrate sur P 0 sous vide 
2 5 

puis à l'étuve à 40QC pendant 48 heures et enfin 4 h à 105QC. 

Les pertes sont déterminées par pesée du résidu. 

Les opérations de rinçage et de déshydratction sur 2 O 
2 S 

sont faites à 4 9 C  pour la détermination des taux d'extraction 

i OQC. 

5) dstimation du taux de prot6ines riches et pouvres en --------------------------------------------- 
soufre (5' 51) ---- 

Des 6chantillons de 2 grammes de S-ccrboxyméthyl1~ératines 

sont solubilisés dans 200 ml d'une solution O,l ii d'ccétcte de 

sodium. Cette solution est amene'e à pII 10-1G,5 avec I J c O 3  li/l 

pour avoir une dissolution parfaite des protéines, on ajoute 

alors du chlorure de sodium pour amener lc molarité cn sel à 

0,3 Id. On précipite ensuite ?i l'?,ide d'acide zcStique concentré 

jusque pB 3 , 9 .  La force ionique du milieu est comprisa entre 

0,4 et 0,5. 

On laisse décanter et filtre sur verre fritté taré,& pores 

larges (sans dépression). Le filtrat est di~lysE et lyophilisé. 



Il constitue la fraction soluble riche en soufre, 

Le précipité est solubilisé dans les mêmes conditions 

que ci-dessus, puis précipité à nouveau. Le surnageant con- 

tient encore une certaine quantité de fractions riches en 

soufre que l'on récupère. 

Le précipité repris dans le minimum d'eau slcalinée à 

pH 10 avec NaOh ~ / 1  est remis en solution, dialysé et lyophilisé : 

il représente la fraction pauvre en soufre. 

Les pourcentages sont exprimés en se référant aux poids 

de protéines 1yophilisées.Le taux de récupération est toujours 

voisin de 100 p. 100. 

1 2 )  hydrolyse ( T  52) 

500 mg de S-carboxyméthylkératines sont solubilisés 

dans 20 ml d'eau alcalinisée par 1 goutte de soude N/l. Sous 

agitation, on ajoute 30 ml de tampon acétate de pH 1 , U  et 

ajuste à ce pli. On amène alors à 95 ml avec du tamson p:i l , G  et 

agite à 409C. Ces protéines d'abord précipitées se redissolvent. 

On injecte alors à l'aide d'une seringue une solution de 5 mg de 

pepsine dans 5 ml de tampon pH 1 , C .  

La cinétique est suivie en prélevant à intervalles 

déterminés des échantillons de 1 ml qui sont portés à l'ébul- 

lition rapidement pour inhiber la pepsine puis refroidis irnm6- 

diatement à l'eau et congelés & - 709C (acétone et neige carbo- 

nique) en attendant de faire les dosages ultérieurs. 

2 9 )  Détermination du taux d'hydrolyse (T 53) ................................. 
Le nombre de groupes a-NB terminaux libres apparus 2 

par coupure des liaisons peptidiques est évalué par estimation 

de la coloration donnée à la ninhydrine, exprimée en équivalents 

de norleucine. 



Le pourcentage d'hydrolyse est évalué en nombre de 

micromoles d'équivalent norleucine par micromole d'rzote protéi- 

que, estimée par la méthode de ICjeldahl. Tous les résultats 

sont corrigés pour la présence de la pepsine et pour la colo- 

ration que donne la protéine non hydrolysée avec la ninhydrine. 

Nous avons vérifié que le fait de porter la solution 

protéique à l'ébullition ne provoque pas de coupure décelable 

par la méthode utilisée. 

Pour les temps très courts il se forme, après décongé- 

lation, un trouble gue l'on peut éliminer par centrifugation. 

Seuls sont dosés les groupes aminés des protéines solubles. 

3 0 )  Hydrolyse pepsique aux temps courts (T 54.) ----------------------------------- 
On dissout 2 g de protéines dans 80 ml d'eau et on y 

ajoute quelques gouttes de NaOE N/1 . 
Sous agitation magnétique on ajoute 120 ml de tampon 

acétate de pl: 1,C. On attend que la dissolution soit complète 

et on ajuste le pl1 à 1 ,F. On complète à 395 ml avec du tampon. 

On amène la température à 4 0 O C  puis on ajoute 5 ml d'une 

solution de 20 mg de pepsine dans du tampon acétate de p1-i 1 , G .  

L1-hydrolyse dure le kenps désiré (O à 30  minutes). 

Après hydrolyse on verse sous agitation rapide la solution 

protéique dans un bécher de 1 litre contenant 400 ml d'cci.de 

trichloracdtique à 10 p. 100 amenée à 4QC.  Après 1 rninu'ce d '  

agitation, on centrifuge k 1000 +/m. Le culot est alors rincé 

avec un mélange t.anpoz de pK 1,8 - acide trichloracétique à 

10 p. 100(v/v) et recentrifugé. Le précipité est solubilisé dans 

75 à 100 ml d'eau distillée amenée à pET 5 avec fJaOII ~ / 1 .  On 

dialyse et on lyophilise. 

F) HYDROLYSA TkYPSIg'JiC -- 3SS SCI'L;: (en vue des cartes 

peptidiques) (T 55) 

On dissout 5 mg de protéines dans 0,7S ml d'une solution 



de sesquicarbonate d'ammonium à 1 p. 100. 

On a préparé au préalable une solution de 3 mg de Lryp- 

sine dans 1,5 ml de I;Cl i ~ / 1 6 .  

Cette solution est mise à incuber 24 h à 37QC pour détruire 

l'a-chymotrypsine qui peut souiller la préparation de trypsine. 

La trypsine n'est pas inhibée par ce traitement. On ajoute 

40 microlitres de la solution de trypsine à la solution protéique 

et on porte à l'étuve à 37QC. Le s E  est d'environ 8,5. 

Au bout de 6 heures d'hydrolyse on ajoute à nouveau 

40 microlitres de solution de trypsine et on prolonge l'hydro- 

lyse pendant 24 heures. On ajoute alors 7 à 8 ml d'eau et 

acidifie à pi; 4 avec de l'acide formique, on centrifuge et 

lyophilise la solution sans dialyser. 

Le lyophilisat est repris par 200 microlitres d'eau et 

cette solution est déposée sur papier Vhatman nQ 3 en vue des 

électrochromatographies. On rince avec 100 microlitres d'eau 

qu'on ajoute au dépôt. 

V I  - IUTEIODXB PJJ'ZTI CULIJXS 

A) dXTiliiCTIOTJ 33s I(ZilflINES l'uTL LA SOUDL !:/IO à 50OC ( T  56)  

10 g de laine sont traités sous agitation pendant 

24 h à 5OQC pour un litre de soude ~ / 1 0 .  Après filtration sur 

entonnoir filtrant à pores larges le filtrat est neutralisé 

avec de l'acide chlorhydrique concentré jusque pE1 7. On ajoute 

quelques gouttes d'alcool octylique et on concentre presque à 

sec sous vide à 40QC dans un évaporateur rotatif. Le résidu 

encore humide est repris par 100 ml d'eau. Cette solution très 

trouble est lyophilisée. Des échantillons de 750 mg de ce lyophi- 

lisat sont solubilisés dans l u  ml de tampon Tris 0,05 1.1 ajusté 

pli 8,O avec LC1 et 4 k i  en urée. Cette solution est dialysée 

deux fois contre 500 ml du mGme tampon pendant 12 heures pour 

éliminer les sels, les peptides et les amino-acides libres. La 



solution dialysée est alors filtrée sur gel de Sephadex G75 

(gros pains) dans du tampon Tris. Les colonnes mesurent 55 cm 

de hauteur et ont 3 , S  cm de diamètre. Le débit est réglé à 

environ 20 rnl/heure, L'éluat cst divisé en trois fractions qui 

sont dialysées et lyophilisées (voir figure 33). Chacune d'elles 

est soumise à une seconde chromatographie dans les mêmes con- 

ditions que la première fois. 

3)  =TRACTIOEJ DZS I I ~ ~ ~ B T I W J ~ S  PAE LA SO'JDE i'~/10 à OeC (T 57) 
10 g de laine sont traités sous agitation et pendant 

24 heures à OgC par un litre de soude N/IO. Après filtration 

le filtrat est neutralisé avec IiC1 concentré. Il se forme un 

précipité que l'on recueille par centrifugation. Le surnageant 

est éliminé (il ne contient pas de protéines), Le précipitS est 

lavé par 100 ml d'eau acidifiée par quelques gouttes de FiCl  N / I ,  

puis à l'eau distillée. Sa solubilisation nécessite un milieu 

très alcalin et, pour éviter ce traitement trop brutal, il 

est lyophilisé sous forme d'une suspension aqueuse. Aucun frac- 

tionnement ultérieur n'est effectué. 

C) DETd@.iINATION DES TLUX DtXXT3BCTION PkGt LA SOTJDJ (T 58) 

Les taux d'extraction sont déterminés sur des échantillons 

de 1 g de laine. Les résidus fibreux sont rincés à l'eau, essorés, 

séchés 48 heures à 400 puis 4 h à I O S G C .  Les pesées de ces 

résidus fibreux permettent de calculer le taux d'extraction. 

11 est aussi déterminé par dosage de l'azote protéique (Xjcldahl) 

solubilisé dans le filtrat et les eaux de rinçage. 

D) PRdPAItATIOM i)dS CX-~\;AI~ATGSXS (T 59) 

Deux méthodes ont été utilisées. 

La première est cellc décrite par ALEP&T\JDEIZ et Si\iITL 

(170). La laine est oxydée par l'acide peracétique dilué et 

les kératoses sont extraites 2ar l'arnrnonicque 3 

La secondc, décrite par XAYLATT et coll. (171 ) évite 



l'utilisation d'un milieu alcalin. La laine est oxydée par 

l'acide performique concentré (1 volume d'eau oxygénée à 30 p. 

100 -+ 9 volumes d'acide formique à 98-100 p. 100) à 2-4gC 

pendant 16 à 18 heures. L'extraction des kératoses est faite 

selon la méthode de 3U;ZLXY (172) par un tampon pyridine-acide 

ac6tique-eau (2/0,2'./87,5) de pk 6. Les a-kératoses sont préci- 

pitées de l'extrait total en abaissant le pK à 4,1 par de l'acide 

acétique. Slles sont recueillies par centrifugation, puis 

solubilisées dans du tampon pyridine de pE 6,O et lyophilisées 

sans dialyse préalable. Pour 5 g de laine Lraitée on obtient 

340 mg d'a-kératoses. 

E )  EXTilkCTION DES ICZXATIIJES PAiX L 'ACID3 CXL03HYfi?,I()UE 6 PJ 

(T 60) 
5 g de laine sont traités pendant 15 minutes par 100 ml 

de HC1 6 i J  à la température de 60OC. Après filtration rapide et 

rinçage par 200 ml d'eau, les extraits dilués à 500 ml son* 

évaporés sous vide à 402C dans un evaporateur rotatif. Lorsque 

le volume de la solution est réduit à 100 ml environ, on ajoute 

de l'eau pour amener à 500 ml et on évapore à nouveau, jusqufà 

un volume final dc 50 ml. Cette opération est recommencée une 

seconde fois. La solution finale est diluée avec 200 ml d'eau, 

congelée et lyophilisée. La fraction extraite sc présente sous 

la forme d'une poudre brunâtre. 

10 g de laine sont traités pendant 48 heures & OOC et sous 

agitation par une solution de tliioglycolate dlammonium 0,l Li de 

p;-7 8,0 et 4 i., en urée. ;&près extraction la fibre résiduelle 

est éliminée par filtration. Le filtrat est amen6 à pIi 4 à l'aide 

d'acide acétique puis dialysé pendant 24 heures sous agitation 



magnétique contre 5 litres d'eau distillée additionnée de 

500 ml de thioglycolate d'ammonium 0,l hi de pI< Û et ne contenant 

pas d'urée. Le milieu de dialyse reste réducteur et est ajusté 

à $1 4 avec de l'acide acétique ; il est renouvelé au bout de 

12 heures. Les protéines précipitées sont séparées du filtrat 

par décantation pendant une nuit. Ensuite on élimine le 

maximum de surnageant et on isole le précipité par unc cutre 

centrifugation à très petite vitesse. Le précipité est repris 

par 50 ml de thioglycolate (0 , l  PI, ph 8,0, urée 4 i i ) .  Sa solu- 

bilisation demande 24 h à l'abri de l'air sous agitstion magné- 

tique. On procède ensuite à la carboxyméthylation à pi7 O. Les 

SCi\.JC sont alors dialysées contre eau distillée puis lyophili- 

sées. Toutes les opérations précédentes sont effectuées à 4eC.  

Une préparation en vuc de son étude en électrophorèse sur gel 

d'amidon a subi une seconde carboxyméthylation à pz 8-G,5 en 

milieu urée 8 Bi et à la températ1~re ordinaire, ct est utilisée 

sans fractionnement ultérieur. 

l~abituellement, les extraits lyophilisés sont chromato- 

graplziés sur Sephadex G75 dans un tampon Tris de pI-; 8 et 4 i., 

en uréc. Les chromatographies sont faites à OCC. On élue ainsi 

deux fractions. La première (F 1) constitue l'extrait à OgC cité 

dans le texte. La seconde éluée beaucoup plus tardivemcnt corres- 

pond à des composés de faiblepoids moléculaires. Son étude 

n'a pas été faite. Signalons cependant que ces  constituants 

non protéiques absorbent très fortement à 278 mkt. 

G) I;YI)ROLYSE SULI;IURIQUd DZS IZEILATIiJdS (T 62) 

La laine ou les fractions morphologiques étudises sont 

hydrolysées par de l'acide sulfuriquc i~/10 à l'ébullition et 

sous réfrigérant à reflux pendant des périodes comprises entre 

40 et 50 heures. Pour une hydrolyse de 5 g de laine on utilise 

100 ml d'acide sulfuriquc N/Io .  



Après traitement la fraction résiduelle séparée de 

l'hydrolysat par centrifugation est rincée cbondcmment. Jlle 

est seule étudiée. 

H) hYDZOLYSl3 PdYSIRUX Dl3 Lk LkINZ XN 33 L1Q:kLYS3 32 

LIEYD;lOLYSAT (T 63) 

Des échantillons de laine de 500 mg (poids anhydre) 

coupés finement sont placés 24 h à 4 0 g C  dnns 24 ml de tampon 

acétate de pH 1,8 utilisé pour l'hydrolyse pepsique. Pendznt ce 

temps la laine est imprégnée par le tampon et s'équilibre cu 

pR de 1,8. 

D'autre part, 25 mg de pepsine sont dissous dans 5 ml 

du même tampon conten~nt 25 micromoles de norleucine. 3e cette 

façon 1 ml de solution pepsique correspond à 5 nicromoles de 

norleucine. 

AU bout des 24 h. d'équilibrage des échantillons de lcine 

dans le tampon de pli 1,8, on ajoute 1 ml de la solution (~epsine 

+ norleucine). k la fin de l'hydrolyse enzymatique l'hydrolysat 

est isolé par filtration sur creuset filtrant ne 4. Les échan- 

tillons sont rincés plusieurs fois avec un total de 20 ml d'eau 

environ et soigneusement essorés. Le filtrat et les eaux de 

rinçage sont ensuite congelés et lyophilisés. 

1 ) DOSAGd DXb; AIiIiJO-BCIDJS 2I.I Wd Di3 L ' ANALYSJ i3LS 

HYDROLYS~LTS YZPSIQUJS (T 64) 

Ils sont effectués par la méthode de i.~00Rd et STXIiJ (T 5). 

Compte tenu de la présence des sels dans les hydrolysats lyo- 

philisés et pour que les hydrolyses chlorhydriques soient 

faites dans le même rapport protéine/Fi~l, la quantilé des 

prot6ines présente dans les lyophilissts est estimée dlcprès 

les taux d'hydrolyse habituellement rencontrés (voir la Figure 6) 

LEL totalité de l'hydrolysat est hydrolysée à raison de 1 ml de 



9C1 50 p. 100 pour 5 mg de protéines. Par exemple, la courbe 

représentant la cinétique de l'hydrolyse pepsique de la leine 

i-iérinos (Figure 6) montre qu'an 12 heures on hydrolyse 5 p. 100 

de 1s laine. L'hydrolyse chlorliydrique d'un hydrolysat pepsique de 

12 H. de 500 mg de laine sera donc faite en tenant compte de 

la présence de 500 x 5 
1 O0 = 25 mg de peptides eL de 5 mg de 

pepsine, soit 30 mg de "protCinetl. C'est-à-dire qu'on utilisera 

6 ml de hC1 à 50 p. 100 pour l'hydrolyse. 

Après hydrolyse, on prélève 1 ml exactement de ch~que 

hydrolysat qu'on dilue de la mcnière habituelle et on lyophilise. 

On reprend ensuite par 5 ml d'eau et dose les amino-ncides sur 

2 ml de cette solution. La quantité de norleucine révélée sur 

chaque dosage permet de faire la correspondance exscte avec la 

quantité réelle dthydrolysat pepsique analysé. 

J ) PiZdPmATIOM ùdh; IG3iiTIiJJS IidJ?OI?TdIrlS kLiTIFI C1ii)LLAdirT 

(T 65) 
15 mg de laine vierge dégraissée (poids anhydre) sont 

traités par du thioglycolate de potassium 0,1 &i à pi1 11 et à 

50QC pendant 2 heures de la manière habituelle (100 ml de solu- 

tion de thioglycolate par gramme de laine). Après filtration, la 

solution protéique est acidifiée vers pE 4,5. Les kératines 

réduites et solubilisées précipitent. dlles sont abondamment 

lavées avec un tampon acétate de sodium - X5C1 0 , l  ibi de 4,S. 

On décante, rince plusieurs fois à l'eau distill6e en décantant 

à chaque fois pour éliminer les sels. On essore ensuite, on 

centrifuge, puis on sèche sous vide sur P O pendant 3 jours pour 
2 5 

éliminer l'eau jusqulà l'obtention d'une masse flexible. On 

porte ensuite à l'étuve à 40QC pendsnt 42 h sous ventilation 

puis on abandonne 15 jours à 1 mois en chambre froide à 4QC et 

à l'sir libre. 
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