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Page 36 : Tableau V, 2éme colonne : au lieu de 2 X G75, lire
1 X G75.

Page 64 : Tablecau XV, 2&me colonne : au lieu de
Phénylalanine : 3,8, lire Phénylalanine : 1,8

Page 66 : Tableau XVI, 4éme colonne : au lieu de Cystine :
12,3, lire Cystine : 12,3.

Page 90 : 1leme ligne au lieu de bande, lire bandes

Page 111 : Tableau XXV, 1eére colonne : au lieu de .rginine ;
7,0, lire .rginine : 8,0

Page 127 : I - .. - 1) ligne 5 : au lieu de fournie, lire
fournies

Page 131 : Tableau XXVII, 5eme colonne : au licu de

cellule n® 6, piE = 4,30, lire pH 4,42.
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LVERTISSEMENT LU LECTEUR

Le travail que nous présentons est exposé en 7 chapitres.

Le premier chapitre rappelle quelques connaissances fonda-

mentales relatives & la structure de la laine.

Les chapitres I1 & V constituent 1'exposé de notre travail

personnel.

Le chapitre VI est plus particuliérement réservé a la

discussion générale des résultats acquis ¢t aux conclusions
Ce chapitre est précédé dans la theése d'unc feuille bleue,
épaisse et non paginde qui permet facilement 1'ouverture du
volume 2 cet endroit.

Le chapitre VII est consacré a l'exposé des techniques. 4

chaque technique est attribué un numéro précédé de la lettre T
(T 21) par cxemple. Ces références sont rappelées d'une part
dens le texte pour indiquer les techniques utilisées, et d'autre
part dans la table des matieres.

La bibliographic est imprimée sur papier jaunc. En t8te

figurent les noms d'auteurs classés par ordre alphabétique,
suivis du nom de la revue dans laquelle est publié le travail
cité. Viennent cnsuite les références : année, lLome, premierc
page de 1'article. Les numéros entrc parcntheses qui suivent
les références correspondent & 1'ordre d'apparition des cita-
tions dans le texte.

La table des matiéres située & la fin de 1l'ouvrage est

imprimée sur papier rose-—saumon.



SCMK

SCHMK-4

SCMK-B

SCMK-RG

SCHMK-M

SCHMK (PS—a1)

SCHK (0C)
SCHK (PC)
SCHMK (LV)

ABREVILTIONS UTILISEES

S—carboxyméthylkératines (voir page 163)

Fraction majeure auvre en soufre ev
)
précipitable en milieu acide.

Fraction majeure, riche en soufre et acido-
soluble.

Fraction mineure riche en glyccceclle et en
tyrosine.

Fraction mineure riche en sérine.

Préparation particuliére obtenue par frac-
tionnement acétonique des SCHK-A.

Les indications 0C, PC et LV entre parenthéscs
précisent, quand il y .2 lieu, l'origine des
SCMK : orthocortex, paracortex ou laine
vierge.

Les abréviations SCHK-4i(0C), SCiiK-B(OC), ctc.
précisent 1l'origine des SCMK-i ou SCHK-B,

etc.
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ITTRO0ODUCTIOHN

Les kératines forment une classe de protéines résistantes
et insolubles que 1l'on trouve dans 1'épiderme des Vertébrés et
dans leurs appendices : poils, plumes, griffes, cornes etc. Le
nom de "kératinisation" est donné au processus par lequel ces
tissus deviennent durs et insolubles. Un certain nombre de carac-
teres physiques et chimiques sont communs & l'ensemble des kéra-

tines, en particulier leur richesse en L-cystine

?OOu ?OOE
H2N - ? - I hzﬂ - ? - H
({n2 zaz
L—~cystine

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

et de 1'insolubilité des kératines. I1 peut participer & la
formation d'un réseau tridimensionnel dense de chafres peptidiques,
par 1l'intermédiaire de ponts disulfure interchaines (ou interpep-
tidiques) créés entre deux résidus de cystéinz appartcnant &

deux chafnes peptidiques voisgines.

chafne A Cystéinyl H>&—XCystéinyl —N

) : : ]

! !
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] :
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chafne B X—>¢—>¢Cystéinyl- 5 0 61iny e

Parmi les différentes kdratines nous avons choisi

d'étudier particuliérement le noil de mouten lérinos ou laine
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Mérinos. Ce choix a été zuidé par les études antérieures effec-
tudes dans le laboratoire sur ce sujet.

Deux méthodes classiques permettent de solubiliser
partiellement la fibre de laine. Il s'agit soit de la réduction
des ponts disulfure (GODDALRD et MICHALLIS) (1), soit de leur
oxydation ((SMITE et HixRIS) (2), TOLUNIZSet al. (3), ALEXAIDER
et al. (4)).

Les dérivés kératiniques sont isolés soit sous la
forme de S-carboxyméthylkératines (ou SCIHK par abréviation), 1la
réduction étant suivie d'une alkylation par l'acide mono-iodo-
acétique, soit sous forme de kératoses, l'oxydation étant réalisée
par les peracides. Le fractionnement des mélanges protéiques
complexes qui sont ainsi obtenus a fait l'objet de nos recherches.

Hous avons choisi comme mode d'extraction la voie de
la réduction par le thioglycolate de potassium en milieu aicalin
suivant la méthode de GILLSSPIH (5) et GILLESPIE et al. (6).

La réduction et 1l'extraction sont suivies d'une S-
carboxyméthylation pour éviter le repontage ultérieur des groupes

thiol apparus. Nous n'avons pas rvetenu 1l'extraction des kératoses

3

N

par oxydation de la laine 2 vide des peracides (ALSZAITDELR et

),4
(,D

al.)(7) 3 car nous avons en effet constaté, & la suite de

0 'DOMHELL et TLOMPION (8), 1a formation de peptides dialysables

’

en assez grande gquantité. Ces méthodes d'oxydation entrainent
donc la coupure d'un cerbtain nombhre de liaisons peptidiques.

9

Les premiers cssais de fractionnement des kératines

)

¢s S-carboxyméthylkératines par

pod

ont été faits en 1935 sur
GODDARD et HICHATLIS (9).

ces auteurs ont pu isoler deux fractions différant notablement

[

ar précipitation au sulfate d'ammonium

Fod

par leur teneur en souvfre.

Depuis, de noabreux travoux ont été effectués en vue

de 1'isolement de types de kératines bien définis.
Les fracticns caractérisées sont isoldes, soit par
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oxydation (ALEZANDER et EARLAID (10) ; SPEAKMAIl et DAS (11) ;
CORFIZLD et al. (12) ; O'DONNELL et THOLPSON (13), soit par réduc-
tion GILLESPIEZ et LENNOX (14) ; GILLESPIE et al. (15), soit
encore par hydrolyse partielle . LINDLEY. (16), BISERTE et

PIGACHE (17) ; PIGACILE (18) ; BLACKBURN (19)),

Tous ces travaux conduisent & l'isolement de deux
classes de protéines bien distinctes, 1'une étant pauvre en soufre
et l'autre riche en soufre comparativement & la laine d'origine.
Ils utilisent des méthodes physiques de séparation : précipitation
au point iso-électrique, précipitation fractionnée par des ions
métalliques ou encore extraction fractionnde. Ces méthodes
valables pour obtenir un fractionnement de base n'aboutissent
malzré tout qu'd l'obtention de mélanges protéiques trés complexes.
Lorsque nous avons commencé notre travail en 1960, en vue de
résoudre le probléme du fractionnement des kératines, nous nous

sommes Proposés

1¢) d'isoler un certain nombre de composants morphologiques
de la laine.

(Les raisons de cette étape préliminaire sont exposées au
chapitre I1 de cette thése) ;

29) d'appliquer les méthodes chromatographiques les plus
récentes et de tenter d'isoler un certain nombre de protéines ou

de groupes de protéines bien définis.
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CHAPITRE I

GEUERALITES SUR LA STRUCTURE DES KARATINSES DE LA LAINE

I - INTRODUCTION

Dans ce chapitre nous nous limiterons volontairement

\

a un bref apercu sur la constitution des kératines de la laine en
vue de permetire une bonne compréhension des chapitres suivants.
D'ailleurs deux revues générales sur les kératines ont
été publiédes pendant la réalisation de notre travail.
La premiére résume les connaissances acquises sur les
kératines jusqu'en 1962 (LUNDGRAN et WARD) (20), la seconde plus
importante résume l'ensemble des connaissancessur les kératines

P

et analyse les travaux effectuéds jusqu'd la fin de 1964 (GREWTIER

et al.) (21)

IT - LORPLOLOGIw Di La LATNE

La laine, ainsi que tous les poils animaux, a une

constitution morphologique complexo.

De 1'extérieur vers le centre de la fibre on distingue
plusieurs zones nettement différencides.

La CUTICULE (Figure 1) correspond & la zone externe

que l'on peut subdiviser en trois régions :

£XCCUTICUL.
MES0CUTICULE
ENDOCUTICULE
Cette membrane externe entoure une zone interne appelde
CORTEZX (TFigure 2). Le cortex est lui m8me constitué de cellules
corticales qui possedent elles aussi une structure définie
(microfibrilles, protofibrilles et ciments). Les cellules corti-

cales sont_liées entre elles par un ciment intercellulaire.




Le cortex peut &tre divisé en deux zones distinctes

L'ORTHOCORTEX facilement accessible aux colorants et aux réactifs

chimiques.
Le PARACORTEX peu accessible aux colorants et aux réactifs chi-

miques.

- os
PIGURE 1 FIGURS 2

smpreinte négative sur Section transversale d'une fibre de
polystyrene d'une fibre de laine liérinos d'hAustralie vue au
laine de 21 microns de dia- microscope électronique. La diffé-
metre, rence dans la texture des macrofi-
Ombrage au chrome et micros-— brilles est trés marquée : fines
copie électronique d'apres granulations dans l'orthocortex et
SWERDLOV et 3&BMAN (22). granulations grossieéres dans le

paracortex. D'aprés ROGSRS (23).
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L'hétérogénéité du cortex de la fibre a été mise en
évidence pour la premiére fois en 1953 par HORIO et KONDO (24) en
fonction des résultats obtenus par la fixation sdélective de cer-~
tains colorants.

La structure ultrafine des cellules corticales ne peut
8tre revélée que par la microscopie électronique & trés fort
grossissement. L'orthocortex et le paracortex (Figures 3 et 4)
sont alors trés nettement différenciés par 1l'arrangement spatial
des microfibrilles.

“n général, en microscopie électronique aprés 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 "matrice" 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 microphoto~
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 SCul-4 ou a~kératoses a une teneur en
soufre plus faible que les protéines d'origine alors que le
surnageant SCMK-D ou y-kératose a une teneur en soufre beaucoup
plus élevée.

L'isolement de ces deux fractions '"pauvre en soufre”
et "riche en soufre" est en relation directe avec la structure
morphologique de la fibre, d'apres les travaux des chercheurs
australiens.

La fraction pauvre en soufre est issue des "micro-



FIGURE 3

e

STRUCTURE FINE Di L'ORTHOCORTEX
(d'apres ROGERS) (25)

hrrangement spiralé des microfibrilles dans l'orthocortex
(poil de lapin). Cette microphotographie électronique montre 1les
macrofibrilles spiralées (mac) partiellement séparées par un
matériau absorbant fortement les électrons (im) comme dans un seg=-
ment orthocortical de laine mais avec une plus forte proportion
de "matrice".

Les fleéches indiquent des microfibrilles particuliérement
bien délimitées, sectionnées transversalement alors que les autres

le sont plus ou moins obliquement.



‘ FIGURE 4
STRUCTURE FINS DU PARACORTEX (d'apres ROGERS) (26)

srrangement des microfibrilles dans le paracortex de la
laine lérinos.

Les microfibrilles ont environ 60 2 de diamétre et sont sé-
parées par une fine couche de "matrice". Cette section transversale
montre des empilements hexagonaux (L), en couches (L) et irrégu-
liers (I).

Les macrofibrilles individuelles sont partiellement séparées
par un matériau absorbant fortement les électrons (im 1) en masses
importantes et en "failles" (im 2 et im 3).
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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 & une structure amorphe. ROGERS (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 important de preuves
indirectes ont été apportées & cette conception par HERCZIR (28),
par ROGERS (29) et par FILSHIZ et ROGERS (30).

Cependant, pour les chercheurs anglais l1l'isolement
de ces deux fractions ne serait qu'un"artefact", sans aucun
rapport avec la structure morphologique, qui serait cnnditionné
par la coupure des chafnes protéiques isolées (BLACK3URN) (31).
Les caracteres de solubilité de ces deux fractions seraient en
relation directe avec leur composition en aminoacide (CORFIZLD)
(32).

Mise & 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 1a'figure 5 reproduits d'aprés l'article de FRASLER et
LENNOX (33).
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FIGUi 5

BLANHITS STUUCTURAUA DE LA TIBE DX LAIND

La figure 5 4 donne une vue générale des éléments morpholo-

giques de la fibre de laine telle qu'on peut 1l'examiner au micros-
cope optique ou en microscopie électronique 2 faible grossisse-
ment (1C 000 X).

La figure 5 5 schématise les éléments que 1'on peut observer
en microscopie électronique & trés fort grossissement, c'est-a-

dire les microfibrilles et la matrice agglomérées en microfibrilles.

La figure 5 C est déduite d'observations & de trés forts
grossissements et donne une idée de la substructure d'une micro-
fibrille. Celle—-ci est composée de 11 protofibrilles constitudes
elles-mémes de chalnes protéiques G'amino-acides disposées en
hélice « (Figure 5 D).

Les dimensions de ces univés structurales sont en accord
avec les distances trouvées par les mesures de diffraction des

rayons .
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C . APITRE 11

SEPARATION DS CONSTITUANTS MORPEOLOGIQUZS DE LA LAINE.
ACTION D& LA PEPSINZ LN RELATION AVEC LA STRUCTURE HORPLEOLOGIQUS
DES TFIBRES KERATINIQUES

I - INTRODUCTION

L'étude des kératines de la fibre de la laine se
heurte 2 de nombreuses difficultés, la principale étant 1'insolu-
bilité de la laine dans les solvants usuels des protéines. D'autre
part, la complexité morphologique de la laine constitue elle-
méme un autre obstacle, car les protéines constitutives de chaque
composant morphologique peuvent &étre différentes. Pour cette
raison, il nous a paru nécessaire, avant d'entreprendre une étude
structurale des kératines, de procéder en premier lieu & une
séparation des constituants morphologiques pour en cxtraire
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
entrafnait une diminution de la complexité des protéines isolées.

I1 est donc indispensable de faire appel & des méthodes
de séparation des constituants morphologiques aussi douces que
possible et n'altérant pas (ou trés peu) les constituants protéiques.

La mise au point d'une telle méthode s'est vite avérde
nécessaire. 8n effet, les techniques décrites sont en général
trop brutales. illes nécessitent un prétraitement qui altdre la
structure des protéines, ou mettent en jeu la destruction préfé-
rentielle de 1'un des constituants.

C'est ainsi que MERCER (34) détruit préférentielle-
ment 1'orthocortex. La laine finement coupée est portéde 1 h 30 &

120¢2C dans de 1l'eau en tube scellé. Ce traitement provoque le
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phénoméne de "supercontraction" de 1l'orthocortex gui peut &tre
hydrolysé ultérieurement par la trypsine tandis que le paracortex
et les cellules cuticulaires subsistent. GOLDEN et al. (35)
utilisent également ce procédé avec des conditions expdérimentales
légerement diffdérentes.

Toutes les autres méthodes font intervenir un traite-
ment acide plus ou moins violent. LINDLEY (36) hydrolyse les
fonctions amides de la laine par traitement & l'acide cétyl-sulfo~
nique. La laine ainsi traitée est partiellement dispersée par
agitation dans les alcalis dilués (pi: 11). L'orthocortex 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 (LUWUDGREN (37) ; WARD et BARTULOVICHE
(38) ; SIMkONDS et BARTULOVICH (39) ; LEVEBAU (40) ; SCHORBERL
(41)) utilisent tous un prétraitement & 1'acide chlorhydrique. La
laine hydrolysée partiellement est ensuite désagrégée en consti-
tuants morphologiques & 1l'aide d'un broyeur & couteau.

Les conditions expérimentales et les caractéristiques
de ces méthodes sont résumées dans le tableau I.

Le remplacement de l'hydrolyse acide par 1'hydrolyse
pepsique de la laine nous a permis de décrire unec méthode satisfai-
sante d'isolement de 1'orthocortex et du paracortex (T 28 & T 33)*%

Cette méthode a été appliquée comparativement 2 deux
fibres de structures morphologiques différentes : la laine

liédrinos (constituée d'ortho et de paracortex) et la fibre iiohair

- —— ———— —— " o — " T —_— S

(*) Les nombres cités entre parenthéses et précédés de la lettre
T correspondent aux paragraphes de la description des Techni-
ques (Chapitre VII).
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(presque exclusivement composée de kératines & caractére ortho~
cortical). Nous démontrons au Chapitre III que les fractions

morphologiques ainsi isolées ne sont pas modifiées chimiquement.

IT - RESULTATS EXPERINENTAUX

A) MISE BN EVIDENCE DE L'HETEROGENEITE DU CORTEX BT METHODE
PREPARATIVE D'ISOLEMiNT D CELLULLS CORTICALES.

L'hydrolyse pepsique en milieu chlorhydrique non tamponné
(T 28) suivant la technique de BISERTE et PIGACHE (42) nécessite

l'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 1II) : le premier est pauvre en soufre
et s'apparente & l'orthocortex, le second, plus riche, peut &tre
assimilé au paracortex. Toutefois, ce procédé par broyage se
préte assez mal & des préparations en grande quantité de cellules
corticales. in effet, les fibres de laine ne sont pas attaquées
d'une fagon homogéne et la désagrégation est fonction de la
présence plus ou moins prolongée d'une fibre donnée dans la région
des couteaux du broyeur. A 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 1l'obtention de cellules
corticales & basse teneur en soufre (orthocortex) est rendue
possible en élevant légerement le ph initial du milieu d'hydrolyse
pepsique (T 30). Dans ces conditions les cellules sont libérées
naturellement (T 31) d'une facon trés homogeéne ainsi que le
révélent leurs propriétés chimiques (courbes de la figure 9) ou
1l'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 33),

ou pour 1'élimination des cellules cuticulaires de 1l'orthocortex

(T 32).
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B - INFLUENCE DU MILINY D'LYDROLYSE PePSIQUE SUR L4 LIBE-
RATION DES CSLLULLS COaTICALES

Dans une premieére série d'essais, le pH du milieu d'hydro-
lyse pepsique est ajusté uniquement au départ & 1,75 -~ 1,00. L
la fin de 1'hydrolyse sa valeur est de 2,38 - 2,40. Les pourcen~
tages respectifs des fractions isolées sont réunis dans le
tableau III (colonne 2).

Dans une seconde série d'essais, le pi est ajusté quotidien—
nement. La laine hydrolysée, malaxée a la main dans 1l'eau, dégage
une importante quantité de cellules qui peut atteindre 60 p. 100
du poids de la fibre (colonne 3 du tableau III).

Apres purification, les cellules constituant la fraction
"pauvre en soufre" ont une teneur en soufre (thiol + disulfure)
de 3,13 % (+ 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 (+ 0,05) p. 100.

C ~ CINETIQUS Did L'LYDROLYSE PiPSIQUL (T 34)

La cinétique d'hydrolyse pepsique de la laine luérinos
(Figure 6) montre que le taux maximum d'hydrolyse est limité aux
environs de 13-14 p. 100. Pour d'autres fibres, comme la fibre
Fiohair, le taux d'hydrolyse est plus bas et de 1l'ordre de & ». 100,
Les résultats obtenus soit par dosage pondéral, soit par dosage

de l'azote protéique sont concordants.
D - CINUTIQUE D& LISERATION DES CELLULES CORTICAL:S (T 35,
T 36)

La libération des cellules corticales "Mérinos" est plus

lente et moins compléte que celle des cellules "kohair" (Figure 7).
Pour la laine Mérinos le taux maximum est situé suivant les essais
entre 60 et 70 p. 100 au Hout de quinze & vingt jours alors que

pour la fibre iwohair la désintégration des cellules est totale
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% DE FIBRE SOLUBILISEE

% D’AZOTE SOLUBILISEE

% DE, FIBRE SOLUBILISEE

..........

et e Y D’AZOTE SOLUBILISEE

°/o DE SOUFRE SOLUBILISE

~— MERINOS
......... MOHAIR

5 10 15 20
DUREE DE L"HYDROLYSE PEPSIQUE EN JOURS

Cinétique de solubilisation de la laine

par hydrolyse pepsique en milieu tamponné a pi 1,8.
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au 5éme jour d'hydrolyse dans les mémes conditions. Pour obtenir
un taux analogue avec la laine érinos, il faut renouveler
chaque jour le milieu d'hydrolyse (T 37)

& ~- RSLATION ENTRE LA SOLUBILISATION DU _SOUFRz (THIOL +
DISULFURE) ET LA LIBZRATION DES CsLLULES CORTICALZES

Au cours de plusieurs expériences de cinétiques d'hydrolyse

pepsique nous avons dosé le soufre solubilisé (T 13) en fonction
du degré de 1l'hydrolyse. Dans le cas de la pepsine, on ne solubi~-
lise qu'une trés faible partie du soufre total contenu dans la
laine (4 p. 100 au maximum).

" Au cours dé ces m8mes hydrolyses, nous avons déterminé le
pourcentage de libération des cellules corticales., La courbe
représentant la libération des cellules en fonction de 1la solubi-
lisation du soufre est assez particulidre (Figure 8).

La majeure partie du soufre solubilisé (3,5 p. 1C0)
correspond & une période d'hydrolyse ol relativement peu de
cellules corticales sont libérées (25 & 30 p. 100). La 1libération
du reste des cellules corticales correspond & la solubilisation

de seulement 0,5 & 1 p. 100 du soufre total.

F - PROPRIETLS DS CuLLULSS CORTICALES el FONCTIONW DU TAUL
D'EYDROLYSE PePSIQU.

Nous avons tenté de rechercher quelle était 1l'évolution
de certaines des propriétés caractéristiques des cellules cortica-
les libérées au cours de l'hydrolyse pepsique de la laine Hérinos
et liohair. Hous avons retenu & cet effet deux éléments qui nous
semblent caractéristiques : d'une part 1l'estimation de la teneur
en soufre (thiol + disulfure) (T 13) 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.
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FIGURE 8

Relation entre la solubilisation du soufre
(thiol + disulfure) par hydrolyse pepsique et la

libération des cellules corticales.
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IIT - DISCUSSION DES RESULTATS
4) PTHODE D'ISOLLLENT DE L 'ORTHOCORTEX ET DU PARACORTEL

Une des propriétés essentielles du paracortex est d'8&tre
plus riche en soufre que l'orthocortex. Certains auteurs consi-
dérent cette richesse en soufre comme un artefact de préparation
dft 2 un enrichissement relatif en cystine causé par 1'énucléation
préférentielle d'amino-acides (LEVEAU) (48).

D'autres, au contraire, la considérent comme une propridté
propre & cette fraction (ROGERS) (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, & 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 LEVZAU (50) sur une laine
hydrolysée par l'acide chlorhydrique. Comme cet auteur, on ne
peut s'emp&cher de remarquer que, plus on avance dans la désagré-
gation de la fibre, plus la teneur en soufre des cellules libérées
se rapproche de celle du résidu fibreux dont elles proviennent.
C'est dire que le broyage mécanique ne permet une distinction
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 constitudes d'orthocortex. Des colorations
spécifiques au bleu de lactophénol (T 38) effectudes par LIVZAU
ont montré & 1'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
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a4 pi constant en présence d'acétate de sodium. De cette facgon,
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 contrdler 1'état
de pureté des cellules obtenues, nous nous sommes fondés sur le
taux d'extraction des protéines par le thioglycolate de potas—
sium. 4 l'aide de ce réactif , les protéines sont principalement
extraites de l'orthocortex. Plus les préparations d'orthocortex
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 critéres de pureté énoncés
ci-dessus la supériorité du procédé de préparation des cellules

par hydrolyse pepsique & pH constant
TASLEAU IV

TAUZ D'EXTRACTION AU TEIOGLYCOLATE DE POTASSIUN 0,1 M (pZ 11 ;
TEMPERATURZ 50°C ; DUREE 120 min.)

Laine Laine hydrolysée par la pepsi- i Laine hydrolysée par la
vierge ne en milieu non tamponné l pepsine en milieu tamponné
1
Laine Laine ortho- para- || Laine ortho- Para-—
vierge hydrolysée cortex cortex } hydrolysée cortex cortex
i
46 % 63 % { 56 %
S Y 75 % 39 % | 3 0,5 % 36,5 %
[
4C 9 65 % 3 57 %
l
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3) HYDROLYSE PuPSIQUE &N RELATION AVEC Li STRUCTURZE HORPEO-
LOGIQUE Dii LA LAINS

Les taux de solubilisation de la laine par la pepsine sont
voisins de ceux observés en général par action des autres enzy-
mes. La fibre liohair est beaucoup moins hydrolysée (8 p. 100) que
la laine HMérinos (14 p. 100). Compte tenu de la sensibilité
relativement grande de 1l'orthocortex aux agents d'hydrolyse, il
efit été logique que le poil riohair fit plus hydrolysé : en effet,
il est cbnsidéré comme presque exclusivement constitué d'ortho-
cortex, alors que la laine lérinos étudiée (2 structure bilaté-
rale) est constituée sensiblement de 2/3 d'orthocortex 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 hohair. Certains chercheurs indiquent
en effet que, dans ce poil, la petite quantité de paracortex se
trouve répartie & la périphérie de la fibre. Cette "gaine" de
paracortex, treées résistant aux agents d'hydrolyse, constituerait
alors une barriére de protection. Toutefois, il ne semble pas
que cette hypothése puisse &tre retenue : en effet, dans les
mémes conditions d'hydrolyse, on observe une désagrégation en
cellules corticales plus lente pour la laine liérinos dans laquelle
l'orthocortex et le paracortex sont répartis de chaque c6té de
la fibre (structure bilatérale) et dont par conséquent 1'ortho-
cortex est plus facilement accessible. Au bout de cing jours
d'hydrolyse, le hiohair est presque completement réduit en
cellules corticales, alors que le taux de désagrégation de la
laine liérinos n'atteint que 40 p. 100 (Figure 7). D'autre part,
le rendement maximum de cellules corticales est de 60 p. 100
environ pour la laine [iérinos en 10 jours, contre 90 p. 100
pour le hohair 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 général
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possible que par broyage mécanique ou par renouvellement
journalier du milieu d'hydrolyse (Figure 7). De toutes fagons
elle est beaucoup plus lente que dans la zone orthocorticale.
La définition de ces deux zones d'attaque distinctes 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 dohair est de 75 p. 100 (Figure 9), treés
voisin des 80 p. 100 trouvés pour 1l'orthocortex purifié de la
laine iiérinos (Tableau IV). Ce taux ne baisse ensuite que trés
lentement jusqu'id la désagrégation compléte de la fibre ce qui
prouve la structure presque essentiecllement orthocorticale du
lohair.

Dans le cas de la laine liérinos, le taux d'extraction des
protéines est aussi le fidele reflet de la nature des cellules
libérées : 70 p. 100 environ de la fibre sont constitués d'ortho-
cortex avec un taux moyen d'extraction de 75 p. 100 (Figure 9)
Au deld de 70 p. 100 de désagrégation, on note une brusque chute
de ces taux d'extraction, en relation avec une libération de
cellules a caractére paracortical.

Des constatations identiques peuvent &tre faites en se
référant & 1'évolution de la teneur en soufre des cellules
1ibérées (Figure 9). On vérifie ainsi la valeur de 1l'extraction
au thioglycolate de potassium pour la détermination du carac-
tere morphologique des cellules corticales. Les taux d'extraction
au thioglycolate et les teneurs en soufre rapportées sur la
figure 9 sont légeérement plus faibles que pour les fractions
purifides du tableau IV, Ceci s'explique par le fait que pour
1'étude de la cinédtique de libération des cellules corticales,
aucune purification n'a été faite en vue de parfaire la sépara-—
tion orthocortex-paracortex. Le bon accord entre ces résultats

et les proportions relatives des constituants morphologiques
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des fibres étudiées, révélé par l'ensemble des courbes de la
figure 9, semble prouver d'une fagon certaine qu'il existe
réellement une différence de teneur en cystine entre 1l'orthocor-

tex et le paracortex.

=

C) RELATION BHTRE Li SOLUBILISATION D& Li CYSTIN
LIBEZRATION DES CHLLULES CORTICALAES.

Le soufre cystinique passant en solution au cours de

8 &7 Li

1'hydrolyse pepsique de la laine lkérinos représente environ 4 p.
100 du soufre total de la fibre traitée. Ces résultats sont en
bon accord avec ceux trouvés par BISERTE et PIGACHEE (51). La
courbe de la figure 3 montre que dans le cas de la laine liérinos
l1'hydrolyse se fait en deux étapes. Dans la premiére étape la
majeure partie du soufre 1ibéré au cours de l'hydrolyse corres—
pond & un "dégagement" 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 Mohair, la quantité de soufre 1ibéré n'est que de 1 2

2 p. 100 du soufre total et peut méme &tre presque nulle pour
certains échantillons. Compte tenu de la rapidité de 1la libéra-
tion des cellules, une courbe construite sur le méme principe

que celle de la figure & aurait 1'allure de la 2&me partie de
celle~ci. Un moyen d'expliquer les deux pentes différentes de

la courbe de la figure & serait d'admettre qu'avant la libération
des cellules corticales biérinos, il est nécessaire d'hydrolyser
certaines fractions contenant un taux de cystine relativement
plus élevé que celui des protéines hydrolysées ultérieurement.
Cette hypothése serait valable dans le cas de l'hydrolyse de la
laine kérinos, mais pas dans le cas de 1'hydrolyse de la fibre
liohair, ol on libére treés peu de soufre. Il semble bien gqu'il
faille admettre que la laine iérinos est un cas particulier et

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

libération des cellules.
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Jne autre hypothése consisterait & rattacher ces deux
stades distincts dans la solubilisation du soufre de la laine
lérinos & la structure morphologique de cette fibre. Dans la
premiére phase de solubilisation, la cuticule et les membranes
cellulaires protegent partiellement le cortex contre l'azection
de 1l'enzyme en maintenant une certaine cohésion mécanique, mais
en n'emp&chant pas une certaine solubilisation des kératines.
Dans un second stade, apreés la destruction lente de cette bar-
riére, le cortex lui-méme serait attaqué. Cependant, il ne sem-
ble pas que la cuticule limite vraiment le taux de 1'hydrolyse
et qu'on puisse retenir cette autre explication. in effet, une
étude de GREZENWOOD et SPEAKMAN (52) montre que, pour une laine
broyée finement dans 1l'azote liquide et dont les fragments sont
plus petits que les cellules corticales, le taux d'hydrolyse
enzymatique est légerement augmenté & cause de la dénaturation
provoquée par le broyage, mais reste toujours treés limité. De
plus, le m@me processus de solubilisation en deux étapes devrait
se retrouver dans le cas de la fibre Fiohair, ce qui n'est pas
observé.

L'explication la plus plausible est qu'on hydrolyse dans
un premier stade des constituants protéiques ne faisant pas partie
des chafnes kératiniques, qui seraicent présents dans la laine
iiérinos et absents dans le kohair. Ces composés n'aurasient qu'unc
influence relativement faible sur la structure générale de la
fibre. Dans le second stade, on observait une hydrolyse de
certaines régions de la fibre conduisant & la destruction com-
plete de son architecture. Ce mécanisme a l'avantage d'expliquer
gue le taux d'hydrolyse est plus élevé pour la laine Liérinos
que pour le riohair. D'autre part, 1'hypothése de la présence de
certaines fractions kératiniques en plus ou moins grande quantité
suivant le type de fibre étudié a été vérifide par unc étude
chromatographique et électrophorétique des S~carboxyméthylkéra-
tines dérivdées de la laine liérinos et de la fibre liohair (voir

Chapitre V).



COMPARATSON DES S—-CARBOXYHETEYLKSRATINGS SXTRAITSS DS
CELLULES CORTICALES LT DE LA LAINE VIGRGS

I ~ INTRODUCTION ()

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 (LOSCHZTTO
et BISERTE) (53). L'utilisation de la filtration sur gel de
Sephadex conduit & la mise en évidence et & 1'isolement d'une
fraction riche en glycocolle, en sérine et en tyrosine (ZISIRTE
et LOSCHUTTO) (54) ; (LOSCHETTO et BISERTZ) (55).

IT - FRACTIONNSLWNT DS S—-CARBOXYHETLYLKERATINGS BXTRAITES Did
CELLULES ORTHOCORTICALES (SCuK(0C) SUR DisAR—CZLLULOSE BT PiR
PRIECIPITATION.

4) FRACTIQNNILENT SUR DEiis-CELLULOSE

Au cours d'essais préliminaires, nous avons déterminé
que la majeure partie des S-carboxyméthylkératines de la laine

pouvait &tre fixée sur la Diid-cellulose équilibrée avec un

———— v >t o —— T A G B s it o Rl e RS it St SR W B Y P P M WA Wt A

(*) Dans ce chapitre les termes utilisés dans la nomenclature
générale (SCHK, SCIK-i, SCHK-B etc.) sont complétés par les
abréviations (LV) ou (0OC) pour préciser l'origine des OCLXK
(1aine vierge ou orthocortex) chaque fois qu'une confusion est
possible.



tampon phosphate de sodium 0,005 ki de pH 6,6. D'ailleurs, le
taux de fixation n'est pas nettement influencé par le pi de
la solution tampon dans une zone comprise entre 6 et 9. iu con-
traire, 1'élution des protéines fixées peut se faire soit par
augmentation de la force ionique du tampon phosphate & pi cons-
tant soit par augmentation du pH de 1'éluant (T 21).

4u cours de la mise au point de notre systéme chromatogra—
phique nous avons remarqué que le passage sur la colonne, du
tampon phosphate 0,005 i1 permettait d'éluer une petite quantité
de protéines non fixédes, variable d'un essai & l'autre. L'augmen-
tation lindaire de la concentration de phosphate & pii constant
(gradient de concentration de 0,05 ki & 0,08 M (T 22)) élue
lentement une fraction qui ne représente encore qu'une faible
quantité de protéine. L'utilisation de ce gradient a été rempla-
cée dans la technique définitive par le passage d'une solution
0,8 i» de phosphate (Figure 10). Les protéines éludes constituent
la fraction 2 des chromatographies. L'élution est poursuivie
par l'augmentation du pi. On utilise d'abord une solution de
carbonate de sodium 0,05 i qui donne deux zones d'élution distinc-
tes (fractions 3 et 4). La chromatographie est enfin terminde
2 l'aide d'une solution de carbonate de sodium 0,5 ii (Fraction 5).

Dans un but préparatif’on utilise des colonnes de grandes
dimensions. La fractions 3 est alors hétérogene. ille peut &tre
arbitrairement divisée en sous-fractions (3a, 3b, 3d et 3e). Il
en est de méme de la fraction 4 que 1l'on divise en deux sous-
fractions (4 et 4') (Figure 11). Les fractions principales ont
été purifides par une seconde chromatographie sur DiiZ-cellu-—
lose et étudiées en électrophorése.

La fraction 3d est hétérogeéne (Figure 12b), mais la
proportion du composanit le plus rapide a considérablement aug-—
menté par comparaison avec le diagramme électrophorétique d'une

protéine brute (TFigure 122).
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CHROHATOGRAPLIW DS GCHK(0C) SUR DiBiac-CALLULOSE

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

2 1'heure (T 21)

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

le texte.
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Vitesse d'écoulement : 150 ml/heure (T 21). Le passage des
tampons phosphate se fait & la température du laboratoire.
Le reste de la chromatographie est réalisé 2 3 -~ 42C. Pour

la signification des chiffres (1, 2 etc.), voir le texte.
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FIGURE 12

Blectrophorégramme des protéines des fractions éluées
au cours de la chromatographie préparative (Figure 11)
Diagramme en frontidres ascendantes (~ememe),
Tampon glycocolle de ph 11 et de force ionique 0,1 (T 15)

a) SCHK(0OC) avant chromatographie

b) SCHK(OC) fraction 3d

¢) SCuK(OC) fraction 4'



La fraction 4' donne un seul pic assez large sur le
diagramme (Figure 12c). Elle est donc constitude par un groupe
de protéines dont les mobilités électrophorétiques sont relati-
vement voisines.

B) FRACTIONNENENT Phidl PRUCIPITATIONS ISOTLACTRIQUZ T
ACETONIQUD

La chromatographie sur colonne de DiAil—cellulose dans les

conditions décrites ci-dessus permet un certain fractionnement,
mais les résultats sont dans 1'ensemble relativement peu satis-
faisants. Hous avons donc essayé d'isoler la fraction protéique
par un autre procédé.

L'acidification & pH 3,9 d'une solution de SCLK(0C) permet
la précipitation d'une partie des protéines (T 44) : une telle
observation a déja été faite pour les S—-carboxyméthylkératines
extraites de la laine vierge par GILLESPIE (56) et elle est &
la base d'une méthode de fractionnement d'une solution de SCiK
par dialyse contre tampon acide. Dans ce dernier cas, la fraction
précipitée (SCik~4 (LV)) est pauvre en soufre, tandis que la
fraction surnageante (SCHLK-3 (LV)) est riche en soufre.

Hotre fraction SCHK-A(OC) qui est dérivée des cellules
orthocorticales est pauvre en soufre. illle contient encore une
certaine quantité de fractions mineures rapides décelables par
électrophorése libre. Cependant, un fractionnement supplémentaire,
par précipitation acétonique (T 45) conduit & une fraction plus
homogeéne en électrophoréese libre désignée par 1l'abréviation

SCHK (PS-a1) .

C) CARACTERISATION CHINIQUE DE LA FRACTION IWSOLUBLE A pH

3,9 &T PURIFIEE.

1) Détermination des groupes a—-aminés terminaux libres

G s Yo S . S P e O S B P B e Y (A et M e B R A i i S i S S

La fraction protéique SCiK(PS-x1) contient une propor-
tion nettement prépondérante de glycocolle en position MN~-termi-

nale. Hous identifions aussi, mais en quantité moins importante
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de la sérine et de la thréonine (7 12)
Rappelons que THOMPSON (57) trouve aussi le glycocolle
en position NH-terminale dans une préparation de S-carboxyméthyl-
kératines (SCiK-4i2 de GILLESPIE et LENNOX) (58). Toutefois,
dans cette derniere, 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 SCiK(PS—
al) a été déterminée par la méthode des DNP-aminoacides de LZVY
(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, & cause de sa faible teneur en soufre
cystinique, on peut rapprocher cette protéine de la fraction

SCHK-A2 de GILLESPIL (Tableau V).

111 - LETLODE GENERALE DE FRACTIONHAMENT DES SCuK. &7 D'ISOLELENT
DS SCuik—4a (*)

La chromatographie sur Diii-cellulose et la méthode de
précipitation isocélectrique montrent bien 1'hétérogénéité des
SCliK mais ne nous ont pas permis d'obtenir des fractions
parfaitement homogénes en électrophordése libre. Pour compléter
le fractionnement, nous avons utilisé la méthode de filtration

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

—_— —— e o S Co— A W i L G~ ——2—

(*) Nous rappelons que les SCiuX représentent 1l'ensemble des
kératines extraites de la laine et carboxyméthylées, les SChK-4
constituant la fraction des SCiK insolubles en milieu acide et
les SCrK-B la fraction soluble.



TABLEAU V

CONPOSITION LN ALINO-ACIDES DsSS FRACTIONS OBTIITULS PAR

CHROLATOGRAPLIW SUR SEPHADEX GT75

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

SCHK—-4(0C)} SChK~4(0C) | SCHE~A(OC) | SCHEK(P3—a1) | SCLK—a2%***
(F1) (1) *¥%
(2 x GT5)**¥}(2 x GT5)%*
(laine R&P)j (laine RP) |(laine SW) | (laine RP)
1 2 3 4 5
hlanine 6,9 7,6 8,1 6,6 6,9
Arginine 5,8 3,7 8,6 1,8 &,0
Ac.aspartique 8,7 9,6 9,8 3,9 9,5
Le.cystéique 0,6 0,2 0,3 - -
1/2 cystine 1,8 traces 0,6 1,4 -
Ac.glutamique 14,3 16,8 16,1 16,2 14,7
Glycocolle 11,9 7,9 7,5 11,5 7,1
Eistidine 1,3 0,2 0,8 1,1 0,8
Leucines 12,5 13,3 12,6 12,0 14,1
Lysine 2,9 3,1 2,6 3,0 4,2
méthionine traces traces - traces -
Phénylalanine 3,2 2,5 2,3 3,2 2,9
Proline 5,3 7,1 4,2 5,6 3,6
Sérine 7,7 9,7 9,9 12,0 3,5
Thréonine 4,5 5,1 5,9 6,0 4,9
Tyrosine 2,9 1,9 traces 0,8 - 3,7
Valine 5,7 5,6 6,0 5,1 5,8
S~carboxy-
méthyl cystéing 3,0 5,7 4,5 4,8 5,3
Zquivalent 1/2
cystine totale 5,4 5,9 5,4 6,2 5,3

(*) L'indication RP indique que la laine utilisée est du ruban peigné

et SW qu'il s'agit d'une laine en toison
recherches (T 1)
(¥*) les abréviations 1 x G75 et 2 x G75

spécialement traitée pour les

correspondent & des fractions obte=

nues respectivement aprés une ou deux chromatographies sur Sephadex G75.
(*%*) Fraction protéique obtenue par fractionnement acétonique (Chapitre III)
(¥%x%) TFraction protéique (dite pauvre en soufre) abtenue par fractionnement
des SCIX(LV) par 1l'acétate de zinc (GILLESPIZ et LENNOX) (60)
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Le plan général de fractionnement que nous avons suivi
est résumé dans le tableau VI. L'obtention de SCiK-4 homogénes
en électrophorése libre et en ultracentrifugation est rendue
possible par l'association de la précipitation isoélectrique
& pi 3,9 et de la filtration sur gel de Sephadex.

4) PRACTIONNZMENT ChHrOMATOGKAPLIQUE DAS PROTALIES ZATRAITES
D185 CuLLUL®S ORTHOCORTICALLS

12) Chromatographie des SCHK(0C)

Les S-carboxyméthylkératines brutes, qui sont hétérogeénes
en électrophorése libre (Figure 13a), ont été soumises & un
fractionnement par chromatographie sur Sephadex G75 (T 24). Deux
fractions peuvent &tre obtenues (Figure 14a). La fraction 1,
qui contient la majeure partie des protéines, est encore hété-
rogéne en électrophorése libre (Figure 13b). Zlle est donc
rechromatographiée dans les mémes conditions que précédemment
(Figure 14b). La fraction correspondant au pic principal (Figure
14a) est cette fois pratiquement homogine en électrophorese
libre (Figure 13c¢). L'élimination progressive de la fraction
riche en soufre au cours des différentes chromatographies des
SCili sur Sephadex peut &tre mise en paralléle avec 1l'évolution
des mobilités électrophorétiques (Tableau VII, colonne de
gauche).

TABLEAU VII

LVOLUTION Dis LOBILITAS BLECTROPHORSTIQUES DiS SCLK(QC)
&N FONCTION DU FRACTIONNEMENT SUR SEPLADLA G75 (*)

SCHK(0C) 9,3 SCLK-4(0C) 9,2
SCHE(0C) (F1) 9,15 SCHE-A(0C) (1) 8,85
f 1 x G75
SCHK(0C) (F1) SCLE-A(0C) (F1)
2 x G75 3,5 2 x G75 3,65

(*) Les mobilités sont exprimées en cmz.vol‘b'—1 sec—1 x10'-5 (T 15).
Llles sont calculées d'aprés les déplacements de la frontiere ascen-
dante. Les protéines étudiées proviennent toutes de la laine 3V 286
(T 1).



FIGURs 13

Diagrammes d'électrophortse libre (frontidres ascendantes
———z2) des S~-carboxyméthylkératines extraites des cellules ortho-
corticales de la laine. Tampon glycocolle de pZ 11,0 (force
ionique 0,1). 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 aussitdt apres

lyophilisation.
L ¢ SCix(oC)
B : scuK(oc)(r1)(1 x G75)
C : SCiLK(oC)(F1)(2 x G75)
D : SCHK-4A(0C)
® s SCHK-4(02)(F1)(1 x GT75)
Fo: SCuK-ia(0C)(F1)(2 x GT5)
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FIGURE 14

Chromatographie de filtration sur gel des S-carboxyméthyl-
atines (SCHK(OC) et SCik~a(0C)). Colonnes de Sephadex G75 de
cm X 45 cm j; Dépdt : 150 mgy de protéines. Fractions de 3,3 ml.

: Chromatographie de SCuX(0C)

: Rechromatographie de la fraction 1 de SCHK(OC)

: Chromatographie de SCiHK-A(OC)

: Rechromatographie de la fraction 1 de SCiuK-4(0C).



22) Chromatographie des SCLK-A(0C)

La fraction SCHE-4(0C) obtenue par précipitation des
SCLK(OC) & pi 3,9 est hétérogéne en électrophorése libre (Tigure
13d). La chromatographie de cette fraction sur Sephadex G75 est
trés comparable & celle de la fraction SCHK(OC) (Figure 14c).
Toutefois, la fraction 2 correspondante contient beaucoup moins
de protéines. La fraction 1 de cette premiére chromatographie
des SCHK-A(OC) est pratiquement homogéne en électrophorése libre
(Figure 13e). Une seconde chromatographie permet une purification
supplémentaire (Figure 14d) qui conduit & une protéine parfai-
tement homogéne en électrophorése libre (Figure 13f). Comme dans
le cas du fractionnement des SCHK(0C) on remarque que 1'élimina-
tion progressive des protéines du 2eme pic chromatographique des
SClX~A(CC) peut &tre mise en paralléle avec une diminution des
mobilités électrophorétiques (Tableau VII, colonne de droite).

La fraction purifide des SCi{-A(OC) est également
homogéne 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 légé;e asymétrie de la base du pic : la
présence d'un composant trés mineur ne peut donc &tre éliminée.
La constante de sédimentation est de 4,6 Unités Svedberg a 209C

pour une dilution infinie.

3¢) Chromatographie des SCLK-3(0C)

La fraction des SCiiX-B(0C) solubles & pd 3,9 est
également hétérogéne en électrophorese libre (Figure 15b). Par
chromatographie sur Sephadex G75 (Figure 15a) on n'obtient qu'un
pic majeur qui est étalé et asymétrique. iifme apreés rechromato-—
graphie, on ne peut obtenir des fractions homogeénes.

B) FRACTIONNLMENT CLROMATOGRAPHIQUE DES PROTEINES “XTRAITIES
D LA LAINE VIERGE

Les protéines extraites par le thioglycolate a partir

de la laine vierge sont hétérogénes en électrophorese libre
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4 3 Chromatographie de gel-filtration de la fraction
SCMK-B(0C) ;(m8mes conditions opératoires que dans la figure 14).

B : Electrophorése libre de SCMK~B(0C) (m8mes conditions

opératoires que dans la figure 13),
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(Figure 16a). Un premier fractionnement est obtenu par préeci-
pitation isoélectrique a pH 3,9 suivant la technique de GILLES~
PIE et al. (61). La fraction insoluble & pH 3,9 (SCMK-4(LV))
est hétérogéne en électrophorése libre (Figure 16b) et se sépare
en chromatographie sur Sephadex G75 en deux sous-fractions F1
et F2 (Figure 17a). Aprés une seconde chromatographie de la
sous-fraction F1, les SCHK-4i(LV)) ainsi obtenues sont homogdnes
en électrophordse libre. (Figure 16c).

La fraction soluble & pH 3,9 (SCHK-B(LV) est chromatographiée
sur Sephadex G75, elle donne un diagramme d'élution (Figure 17b)

semblable & celui obtenu pour SCiK~5(0C) (Figure 15).

IV - ETUDE CHIMIQUZ Dig SCHX. |
A) ETUDE DES PHOTEINES ZXTRAITES DES CELLULZS ORTHOCORTICALES

12) Composition en acides aminds

a) SCLK-4(0C)

Dans le tableau V, nous avons rassemblé les différentes
compositions de la fraction SCiK-A obtenue par précipitation
isoélectrique et de la fraction 3CHMK-A & différents stades de
purification par chromatographie de gel-filtration. A part un
abaissement tres net de la teneur en glycocolle, la fraction
SCMK-4(F1) a la composition générale des a-kératines. En effet,
la comparaison est possible avec la fraction SCMK-A2 (tableau V ;
colonne 5), extraite de la laine vierge par GILLESPIZ et LENNOX
(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 (SCMK-A(OC)(F2))obtenue par chromatographie
sur Sephadex G75 est au contraire trés différente des a-kératines
(tableau VIII). ©lle contient une tres grende quantité de

glycocolle, ainsi qu'une teneur en sérine assez importante.
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FIGUREZ 16

Diagramme d'électrophordse libre (frontiéres ascendan-
tes ——3=) des S-carboxyméthylkératines extraites de la
laine vierge (16 h & 02C). bMémes conditions opératoires
que dans la figure 13.

A : SCHK(LV)
B : SCHK-A(LV)

C : SCHK~A(LV)(F1) : apres deux chromatographies sur Sephadex
G75 (concentration de la solution protdique pour 1'élec-
trophorése : 0,9 g. p. 100).
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FIGURSE 17

Chromatographie de gel-filtration des S-carboxyméthyl-
kératines extraites de la laine vierge. li€mes conditions
opératoires que dans la figure 14,

a : SCHMK-4(LV) ; b : SCHK-B(LV).



TABLSAU VIII

COMPOSITION itN AMINO-ACIDES DiS FRACTIONS OBTHENUES
PAR CIROMATOGRAPLIE SUR SEPHADEX G75

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

3CMK (0C) SCHK-A(0C)| SCMK-A(OC) | SCHK-A(OC) |SCrK~4(LV)
(F2) (F2) * (F2)x* (F2) * (F2)**
(Laine 8W)| (Laine RP)| (Laine RP){ (Laine SVW)| (Laine SW)
1 2 3 4 5

Alanine 3,1 2,6 1,6 2,3 1,7
Arginine 5,4 6,1 2,8 8,4 5,6
Ac.aspartique 4,6 6,4 4,2 4,2 3,9
Ac.cystéique 0,5 1,8 0,2 0,6 0,4
Cystine 1,5 0,7 0,3 0,0 0,7
Ac.glutamique 5,2 5,0 3,0 5,5 1,9
Glycocolle 17,7 39,5 33,8 24,0 34,4
Histidine 0,8 0,7 2,9 3,0 5,6
Leucines 7,3 4,6 6,8 6,9 5,8
Lysine 0,5 0,2 0,1 0,3 0,1
Phénylalanine 4,5 4,9 7,1 4,8 5,9
Proline 11,2 6,8 6,1 6,8 6,5
Sérine 13,1 13,3 12,6 14,1 13,3
Thréonine 7,2 3,0 2,6 4,3 2,9
Tyrosine 3,5 0,5 8,1 3,9 0,9
Valine 4,6 1,8 2,2 2,8 2,0
Sjcarboxy~’ ' 8 1
méthyleystéine 9,1 2,1 5,5 7,5 ’ N

(*) Les préparations des colonnes 2 et 3 proviennent respectivement dkgggj
seule chromatographie, celle de la colonne 4 provient de la réunion des
éluats de 12 chromatographies.

(**) Cette fraction provient d'une laine traitée par le thioglycolate
pendant 16 heures a 0¢°C.
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lialgré 1l'existence de variations suivant l'origine des préparations
cette fraction est toujours caractérisée par sa haute tencur en
glycocolle et en sérine. Ces deux caractéristiques essentielles
sont valables aussi pour les fractions 2 obtenues par chromato-
graphie de SCHK(OC) et de SCHEK-A(LV) (colonnes 1 et 5 du tableau
VIII. Cette fraction 2 se caractérise aussi par sa richesse en
tyrosine (tableau XII, MOSCHZTTO et al. (63) (*). Cette fraction .
est constituée comme nous le verrons plus loin d'un groupe de
protéines auxquelles nous avons donné le nom général de SCHK~RG
pour rappeler leur grande richesse en glycocolle. Ces protéines
sont étudides plus en détail au chapitre V.

D'autre part, la fraction SCHMK~4(0C)(2 x G 75), qui est
homogeéne en électrophorése libre et dont la composition en acides
aminés a été rapportée dans le tableau V (colonne 3) a été rechro-
matographiée sur Sephadex G200 (* Elle est éluée sous la forme
d'un pic qui présente une légeére asymétrie. La composition en
acides aminés déterminde sur 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. De plus, les SCuK-i, malgré leur homogénéité en
électrophorese libre, se sont révélées hétérogeénes en électro-
phorese en gel d'amidon (T 17) (Figure 18).

b) SCHX-3(0C) : Les résultats préliminaires obtenus par chromato-
graphie des SChK-B nous montrent qu'il est possible d'obtenir un
certain fractionnement de la fraction riche en soufre. Un frac-
tionnement arbitraire réveéle des variations de la composition en

amino-acides, en particulier pour la fraction 3 (Figure 15a).

(¥) I1 faut cependan® noter que le dosage de la tyrosine par la
méthode des DNP-aminoacides est particuliérement délicate. Les
résultats sont plus valables avec la méthode de OORE et STEIN

(T 5).

(**) La colonne utilisée mesure 2 cm de diamétre et 23 cm de hau-
teur. Le Sephadex employé pour cette chromatographie ne possede pas
les propriétés du Sephadex G200 perlé qui n'a été commercialisé qu'
aprés 1l'exécution de nos essais (voir les rdésultats du chapitre V).



FIGURE 18

Electrophorése sur gel d'amidon des fractions de SCHK(LV)
obtenues sur Sephadex G75 (T 17). Les SChX ont été extraites
a 09C pendant 16 heures.

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

(4 et B) : SCiK-B : Ces deux électrophoréses mettent en
évidence des différences de comportement électrophorétique des
SCiK~B dues & de faibles variations de la force ionique au cours
du fractionnement des SCHMK par précipitation & pH 3,9.

SCMK-4A

SCMK-A apres deux passages sur Sephadex G75 ;

SCK-RG (fraction 2 sur Sephadex G75, partie insoluble
a4 pi 3,9, rechromatographide sur Sephadex G75) ;

: élange artificiel (5G p. 100, p/p) des fractions D et

BESO

L]
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Dans l1l'ensemble, cependant ces fractions ne different pas beau-
coup les unes des autres, mises 2 part des variations importantes

de la teneur en S-carboxyméthylcystéine (Tableau IX).

- g e S i b T e

La détermination des acides aminés en position N-ter-
minale (Tableau X) montre gue la fraction SChK-A(OC), m8me apres
deux chromatographies, contient encore plusieurs amino-acides
N-terminaux. Toutefois, au cours du fractionnement chromatogra-
phique, on note une augmentation de la proportion de la somme
(acide glutamique + acide aspartique) et une diminution de la
thréonine, comparativement & la fraction insoluble de départ.

Cette étude n'a d'intérédt que sur des protéines pré-
sentant certains criteres de pureté : c'est pourquoi nous ne
1l'avons pas faite sur la fraction SCiK-3 qui est hétérogene (voir
plus haut).

Le cas des protéines riches en glycocolle du tableau
VIII est un peu différent. Certes nous avons déja signalé la
variabilité de la composition en amino-acides, mais la prédomi-
nance du glycocolle, de la sérine et de la tyrosine justifiait
la recherche des groupes terminaux. Comme on pouvait s'y attendre,
nous trouvons plusieurs acides aminés en position N-terminsle,

mais le glycocolle et la sérine prédominent trés nettement.

B) COLPOSITION DS PROTeINIS HXTRAITES D& LA LAINEZ VISRGE

La fraction SCuii-4 dérivée des kératines de l1la laine

vierge, obtenue par le couplage de la précipitation isoélectrique
et de la filtration sur gel de Sephadex G75, est pauvre en soufre
et présente des criteres de pureté tres satisfaisants. En vue

d'une caractérisation plus précise, sa composition en amino-acides

a été déterminde par la méthode de MOORE et STEIN (Tableau XI).

C) DISCUSSION

La chromatogranhie sur Dukili~cellulose utilisant 1le



COiiPOSITION EN AMINO-ACIDES DES FRACTIONS SCHK~B(0C)

TABLEAU IX

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

SCMK~B(0C) | 5CHMK-B(0OC) SCHK-B(0C) | SCuKX-B(0C)
brutes (F1) (%) (F2) (%) (F3) (%)
(Laine SV) (Laine SW) (Laine SW) (Laine SW)
1 2 3 4

Alanine ) 3,2 3,2 4,0
Arginine s 6,3 6,5 10,1
Ac.aspartique R 1,5 2,6 4,0
Ac.cystéique ) 0,2 0,1 0,7
Cystine 1,9 0,9 0,8 2,4
hLc.glutamique 8,5 10,7 9,0 7,6
Glycocolle , 6 6,2 5,9 7,9
distidine y 0,2 0,6 1,2
Leucines R 4,8 6,6 5,1
Lysine y 0,2 0,2 0,1
#iéthionine - - - -
Phénylalanine 1,6 1,0 1,7 1,5
Proline 15,1 15,2 14,5 14,2
Sérine 13,5 14,0 12,5 13,5
Thréonine 10,8 11,1 10,7 10,1
Tyrosine 0,3 - traces traces
Valine 5,5 5,1 5,5 4,9
S=carboxyméthyl-~
cystéine 15,1 16,1 17,4 12,3
X(1ysine) (*x) 0,3 0,4 0,2 0,2
X(proline) (*¥%) 0,7 - 2,0 Bus

Ledetadi
ey

(*¥) Les traits pointillés verticaux de la figure 15 permettent de lOSETf:
ser ces différentes fractions.
(*¥*) Z(1ysine) et X(proline) correspondent & des taches non identifides
qui se localisent & c6té de la lysince et de la proline sur les chroma-
togrammes bidimensionnels ; leur nature chimique est entiérement

inconnue.
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TiBLELU XTI
COMPOSITION &1 .INO-.LCIDES DS PROTIINZS PAUVQQg
EN SQUFRE SXTRAITES D Li Lalie VIESRGE
(résultats en grammes de résidus pour 100 g de protéines)(*)
WNaUR BN LZOTE @ 16,80

i Hydrolysat de hydrolysat de -
24 heures 72 hZures koyenne :
bl
1 ! 2 3
Llanine 4,14 4,21 4,17 h
Lrginine 10,21 10,41 10,31 '
Le,aspartique 8,96 8,85 ¢,90 )
SCli-cystéine 7,55 7,57 7,56 ‘
1/2-cystine 0,34 0,31 0,33 .
ice.glutamique 17,89 17,96 17,93
Glycocolle 3,63 3,61 3,62
Histidine 0,82 0,88 0,85
Isolecucine 2,39 3,72 3,72
Leucine 9,13 9,14 5,13
Lysine 3,49 3,73 3,61 :
Méthionine 0,48 0,33 0,55 (*%*x)
Phénylalanine 3,41 3,39 3,40 :
Proline 3,46 3,29 3,38
Sérine 7,85 7,15 G, 20 (%%%)
Thréonine 4,71 4,49 4,32(%%%)
Tyrosine 5,17 5,20 5,19
Valine 4,13 4,93 4,93 (*%)
Lmmoniagque 2,46 2,50 2,48 (7ﬁﬁ
/

INEEN:

(*) Pour chaque temps d'hydrolyse on fait deux hydrolysats et deux
dosages sur chaque hydrolysat. Les analyses sont faites selon LOOZE
et STHIN (T 5). Les protéines asnalysées représentent le groupe
complet des SCHK-i & son stade maximum de pureté. Ceci jusitfiait
une détermination trés précise de la composition en amino-acides.

Le mode d'expression des résultats utilisé permet d'effectuer les
corrections pour la destruction des amino-acides en cours d'hydro-
lyse. Pour permettre la comparaison avec les autres dosages, ces
résultats sont partiellement repris dans le tableau ZII1 et exprimés
de la maniére habituelle en nombre de résidus d'amino-acides p. 100.

(*¥*) Lo valeur retenuc cst celle obtenuc apreés 72 heurces d'hydrolyse.

(**%) Résultats extrapolés pour un temps d'hydrolyse nul.
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carbonate de sodium comme¢ milieu d'élution montre la grande
hétérogénéité des SCMK extraites des cellules corticales. 0'DONNELL
et THOLPSON (64) arrivent 2 la m8me conclusion par chromatogra-
phie des SCiK de la laine vierge sur DiAE-cellulose avec élution
par gradient discontinu de chlorure de sodium. Comme pour les

SCiK extraites de la laine vierge, (WOODS (65), GILLSSPIZE et al.
(66)), ces protéines se divisent en deux groupes principaux : les

SCHE~A pauvres en soufre et les SCLK-B riches en soufre.

La chromatographie de gel-filtration montre en plus que
les SCLIK-4 contiennent au moins une autre fraction mincurc bien
caractérisée et composde de protéines riches en glycocolle, en
sérine et en tyrosine, que nous appelons SCHK riches cn glycocolle
(ou SCHK-RG par abréviation). Elle correspond 2 un mélange de
plusicurs protdines comme le montrent les électrophoreses sur
gel d'amidon de la figure 18 (Fraction ). Signalons que cette
fraction SCMK-RG peut égaloment &tre mise cn évidence par chroma-—
tographie sur DZAB-cellulose en milieu alcalin (TRIS 0,05 ki de
pE 10,4). Ce type de chromatographie que nous étudierons au
Chapitre V est trés reproductiblc. liise au point sur les SCHK(LV)
(MOSCHETTO et BISERTE) (68) ; cette chromatographic est particu-
liercment bien adaptée & l'isolement des SCK~B et des SCHEK-RG.
BElle permet d'éluer quatre fractions parfaitement définies ; la
premiére est constitude en majeure partie par les SCuk-D, la
3eme correspond aux SCHK-RG qui sont comparables & la seconde
fraction caractérisée au cours de la filtration sur Scphadex GT75
des SCHK ou des SCHK—i. '

Les diagrammes d'élution sont identiques pour les pro-
téines extraites soit de la laine vierge, soit des cellules corti-
cales.

L'identité va d'aillecurs 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 e¢lle-méme sont comparables, compte tenu des différences de

méthodes d'analyse.



COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DES FRACTIONS PROTEIQUSES

TABLEAU XTI

. Ditv LA LAINZS
(Nombre de résidus d'amino-acides pour cent amino-acides (%))

=54

SXTRAITES

Fraction pauvre Praction riche Fraction
en soufre en glycocolle pauvre riche
en en
soufre soufre
Laine cellules Laine Cellules
vierge |corticales| vierge corticales
Met 3 (DNP) (ki et B) (DNP) (%%%) (*%%)
1 2 3 4 5 6
Alanine 6,6 8,1 1,6 1,9 6,9 2,8
Arginine 7,4 8,6 4,6 4,5 7,0 5,6
Ac.aspartique 8,7 9,8 2,5 4,6 9,5 2,8
SCli-cystine 5,7 5,4 6,4 6,3 5,3 17,56
Lc.glutamique | 15,6 16,1 0,4 3,2 14,7 8,0
Glycocolle 7,2 7,5 34,3 29,3 7,1 6,5
distidine 0,7 0,8 0,7 0,5 0,8 0,8
Isoleucine 3,7 - 3,9 3,4
Leucine 9,1 12,6 5,2 y 10,2 3,7
Lysine 3,2 2,8 traces ’ 4,2 0,6
lnéthionine 0,5 - traces - - -
Phénylalanine 2,6 2,3 6,7 7,0 2,9 1,38
Proline 3,9 4,2 3,3 4,9 3,6 13,5
Sérine 10,6 9,9 11,4 11,6 3,5 14,2
Thréonine 5,4 5,9 3,0 2,6 4,9 11,1
Tyrosine 3,6 tgiggs 18,2 11,8 3,7 2,0
Valine 5,6 ,0 1,7 2,4 5,7 5,4 AN

(*) Ce mode d'expression permet la comparaison avec les résultats obtenu

par la méthode des dinitrophénylamino-acides (colonnes 2 et 4).

(**) I1 arrive fréquemment que par la méthode des dinitrophénylaminoacides
la tyrosine soit fortement sous-estimée. L'indication (li et $) correspond

aux dosages faits par la méthode de HOORE et STEIN, et (DNP) aux dosages

par la technique des dinitrophénylaminoacides.
(**%) Calculé d'apres les résultats de CREWTEER et DOWLING (69).
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I1 convient toutefois de s'interroger sur la différence
de composition de la fraction SCMK(PS—x1) (Tableau V, colonne 4)
obtenue par précipitation acétonique et de la fraction SCHK-A
des cellules orthocorticales recueillie par gel-filtration. La
premiére accuse des teneurs en glycocolle et en sérine supériecures
& celles de la seconde et surtout, la proportion de glycocolle
en position H-terminale est beaucoup plus importante. I1 est
possible que la précipitation acétonique ait enrichi cette pré-
paration en un certain nombre de composants des SCLK-RG, de
mobilité électrophorétique voisine de celle des SCHK-A et qui
ont aussi le glycocolle comme groupement N-terminal prépondérant.
La filtration sur gel de Sephadex permet d'éliminer ces SCLK-RG

Nous avons tenté d'expliquer la présence de nombrecux
groupements terminaux trouvés dans les SChK-L, qui sont cepen—
dant homogeénes en électrophorése libre et en ultracentrifugation.
2Zn fait, ces fractions analysées récemment par électrophordse en
gel d'amidon, sont encore hétérogenes : la figure 18 donne les
résultats obtenus sur des fractions extraites de la laine vierge.
La fraction correspondant aux SCMK-A, préparée par précipitation
isoélectrique et par gel-filtration, contient au moins quatre
groupes de protéines en électrophorese en gel d'amidon. Les
résultats obtenus avec les protéines issues des cellules corti-~

cales sont trés voisins.

V - CONCLUSIONS

Les résultats exposés dans ce chapitre montrent que les
protéines extraites, soit des cellules corticales, soit de la
laine vierge sont identiques. Certes, la présence d'une impor-
tante quantité de glycocolle en position N-terminale dans une
préparation de SChK-4A (SCHMK(PS-al))laisse subsister un certain
doute sur la possibilité d'un petit nombre de coupures des

chafnes kératiniques au niveau du glycocolle, mais 1l'ensemble
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des propriétés de ces deux types de protéines montre une trés
grande similitude, ce qui permet de considérer que 1l'hydrolyse
pepsique est un excellent moyen de préparation des cellules
orthocorticales. D'ailleurs, 1'électrophorése en gel d'amidon

des SCHK isolées des cellules corticales obtenues par hydrolyse
pepsique est tout & fait comparable & celle des SCHK extraites de
la laine vierge (Figures 19 A et B). Il n'en est pas de méme

pour les SCHK isoldes d'une laine traitée par l'acide chlorhy-
drique 6 I pendant 15 minutes a 60°C. Ce traitement qui est
utilisé pour 1l'obtention des cellules corticales suivant LEVEAU

(70) modifie donc nettement les SCiK isolées (Figure 19 C).
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FIGUERE 19

Electrophorése sur gel d'amidon de quelques SCHK
SCHK (laine vierge)

3CiK (orthocortex obtenu par hydrolyse pepsique de la
laine)

: SCK (laine traitée 15 minutes & 602C par HC1 6 H)

SCuK ("noyau" en hélice o obtenu par hydrolyse
pepsique de 10 minutes des SCMK-4)
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Ch APITR®® IV

SITES D'ACTION Dii LA PEPSINL AU COURS DE
L'EYDROLYSE #NZYLATIQUE DS KIRATINES

I - INTRODUCTICHN

L'ensemble des travaux relatés précédemment nous
montre d'une part que l'action de la pepsine sur la laine est
limitée quantitativement, et d'autre part que les protéines
isolées de la laine vierge ou des cellules corticales obtenues
par hydrolyse pepsique ont des propriétés physicochimiques
identiques.

Nous nous proposons maintenant de préciser quelle ecst
la nature des régions de la fibre solubilisées par la pepsine
et d'autre part quelle cst la sélectivité réelle d'action de
cet enzyme vis-3-vis des kératines.

Dans ce but nous avons étudié 1l'action de la pepsine :
1) sur les SCHK,

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

3) sur la laine vierge.

II ~ ACTION D& LA PEPSING SU Las SCHK (T 52 et 53).
L) HEYDROLYSE PePSIQUE DES SCMK~4(0C)

La solution protéique utilisée titre 32,8 pii d'azote
protéique par ml et correspond & 22,9 uilq de norleucine par ml

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

(*) 1 ml de solution de SCHK est hydrolysé pendant 24 heures sous
vide & 1102C par EC1 6 N. L'hydrolysat est traité comme pour une
analyse d'amino-acides (T 10). Par réaction & la ninhydrine et

en étalonnant la courbe de coloration & 573 mp & l'aide d'une
solution titrée de norleucine, on estime le nombre de NHZ réagis-
sant en équivalents de Norleucine.
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L'hydrolyse est tres rapide pendant la premiére demi-heure. Elle
est pratiquement terminée au bout de trois heures et ne progressec
plus que trds lentement (Figure 20) pour atteindre & la 9eme

heure un taux correspondant 2 l'apparition d'un nombre de HH2

N\

libres équivalant & 0,076 plEq de norleucine par pM d'azote
protéique. Apreés 24 heures le taux ne s'est élevé qu'd 0,087 pi
soit dans le cas présent 2,85 pig/ml. Comparée au nombre de HH2
libérés par hydrolyse totale chlorhydrique, cette valcur repré-
sente 12,5 % des NHZ, le reste de l'azote étant encore engagé
dans des liaisons peptidiques.

B) HYDROLYSE PEPSIQUL DS SCHK-B(0OC)

La solution protéique utilisée titre 26,5 plu d'azote

protéique par ml et correspond a 15 piiq de norleucine par ml
(détermination sur un hydrolysat chlorhydrique 6 ¥ de 24 h).
L'hydrolyse est pratiquement aussi rapide que celle des
SCMK-4(0C) quoique la pente de la droite & l'origine soit plus
faible (Figure 20). Toutefois, elle continue longtemps & progres-—
ser lentement et n'atteint pas un palier comme dans le cas de
SCK~4(0C). Aprés 23 heures d'hydrolyse, l'apparition des NEZ
libres correspond a 0,049 piq de norleucine par pri d'azote
protéique, soit 1,30 pi8q de norleucine par ml de solution. Com-

parée au nombre des NE_, libérés par hydrolyse chlorhydrique cette

2
valeur représente 8,7 % des NHZ’ le reste des NH2 est encore en-

gagé dans des liaisons peptidiques.
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FIGURE 20

Cinétique de 1l'hydrolyse pepsique des SCHK :

it ¢ SCMK-A

0000 : SCHK~-B

C) ETUDZ CHIMIQUE DS FRAGLENTS PROTEIQUES DES SCMK-—A4

RESISTANTS A L'HYDROLYSE PEPSIQUE.

12) Composition en amino-acides

- ——— s e S So4 i it . e . W

Les fragments protéiques résistant & 1'hydrolyse

sont isolés par précipitation en milieu trichloracétique (T 54)

Le fractionnement primaire des hydrolysats
par le schéma du paragraphe 6. Les SCMK-RG
gel-filtration sur Sephadex G75 (T 24).

La composition en amino-acides de
tres intéressante. ille montre qu'apres un

d'hydrolyse (10 minutes), il ne reste plus

de SCMK~A est i1illustré

sont éliminédes par

ces fragments est
temps treés court

qu'un noyau tres

riche en amino-acides dicarboxyliques (30 % de résidus) et en
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amino-acides basiques (13 %). L'ensemble de la composition pour
différents témps d'hydrolyse cst rdsumé dahs le tableau ZIII.

22) Amino-acides en position N-terminale

Le tableau XIV montre que les acides amindés laissés
en position N-terminale apreés dix minutes d'hydrolyse sont en
majorité et presque exclusivement la phénylalanine et la tyro-
sine. Si au bout de 10 minutes d'hydrolyse on note une diminu-
tion du pourcentage des autres amino-acides en position H-ter-
minale, celle-ci n'est que relative et due uniquement & la
prépondérance des coupures au niveau de la tyrosine et de 1la

phénylalanine.

ITI - ACTION Dit LA PuPSING SUR LiS KiERATINES REDUITES B
"REPONTEES" .

‘Les kératines "repontées" (T 65) dérivées de la laine
vierge, sont mises en suspension dans un tampon acétate de pH
1,8 et soumises & l'action de la pepsine selon le protocole
habituel (5 & 7 jours & 40°C) (T 30).

Ces protéines passent treés rapidement en solution.
Cette solution légeérement trouble est centrifugée & 30.000 g
pendant 15 minutes pour éliminer le trouble. Une dialyse comple-
te & 4°C montre que 88 % environ des kératines sont transformées
en peptides dialysables.

L'adialysable peut &tre fractionné par précipitation
a 1'acide acétique & pH 5,5, le précipité représente environ
9 % des protéines de départ.

Les compositions en amino-acides de ces différentes
fractions ont été déterminédes par la méthode des DNP (T 11),
elles sont rassemblées dans le tableau XV.

La partie dialysable ne s'écarte pas sensiblement
par sa couposition de l'ensemble des protéines de départ. Il
n'en est pas de méme des fragments protéiques enzymatico-

résistants.



COMPOSITION EN AMINO-ACIDSS DS

TABLEAU XITI

PP S1Nw©
(Nombre de résidus d'amino-acides pour 100 amino-acides dosés
par la méthode de MOOKZS et STBIN)

-5 2w

SCrK—4A HYDROLYSE®S PAR LA

SCMK -4 SCLK-A SCrK-4

HYDROLYSE PuPSIQUZ Fraction

10 min. 10 min. 30 min. en

Précipité { sdialysable || Précipitél a-hélice

(%) TCA(*¥*) TCA (%%) TCA (%%) (*%%)
Alanine 6,6 8,7 8,1 9,9 7,€
Arginine 7,4 8,0 5,3 5,1 7,3
Ac.aspartique 8,7 9,9 11,5 9,5 11,2
SMC-Cystéine 5,7 2,6 4,2 1,3 2,3
Ac.glutamique 15,6 21,7 21,0 24,4 20,1
Glycocolle 7,2 4,0 7,2 5,9 3,2
Histidine 0,7 0,9 0,6 0,3 0,8
Isoleucine 3,7 3,7 2,5 3,3 3,8
Leucine 9,1 12,5 8,9 1.7 13,5
Lysine 3,2 4,2 4,2 4,2 6,1
Méthionine 0,5 0,1 0,6 ) 0,2
Phénylalanine 2,6 2,1 1,7 1,8 2,6
Proline 3,9 1,1 1,4 1, 1,5
Sérine 10,6 TyD 9,2 5 7,0
Thréonine 5,4 5,1 5,9 , 3,7
Tyrosine 3,6 2,9 1,7 , 3,5
Valine 5,6 4,7 6,1 5,4 5,4
| o

L

:‘X

des hydrolysats chlorhydriques de 24 heures analysés suivant la méthode™
de MOORE et STEIN.

(**) Les précipités trichloracétiques (TCA) ont été soumis 2 la gel-fil-
Seule l'analyse de la fraction de plus haut
poids moléculaire figure sur ce tableau. La fraction adialysable (TCa)
correspond aux peptides solubles en milieu trichloracétique et séparés
par dialyse des peptides dialysables.

tration sur Sephadex GT75.

(***%) Calculé d'aprés les résultats de CREWTHER et al.

(71).

Voir le

texte. Cette fraction a été obtenue par hydrolyse pronasique de la laine.

.

(#) Voir tableau XI. Les résultats du présent tableau sont relatifs a \/:.:
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TABLEAU XV
COMPOSITION 2 AMINO-ACIDES D35 FRACTIONS ISOLEES A PARTIW D'UYN ZYDROLYSAT
PEPSIQUE DO KerATINES RADUITES SOULISES A Ulld OXYDATION DOUCHE
(Jombre de résidus d'amino-acides pour cent amino-acides dosés)

ADTALYEL3LE DIALYSABLE 3ilan du Kératines ré-
‘Fraction préci- surnageant Dialyse a nombre de duites et
pitde 2 b % on 5.5 oo T résidus 4' réoxydées avant
£ 5 5“ P % E=—E%— 12| % E*—Ev 1= amino-acides hydrolyse
. 5> pondéral =} % pondéra . ) .
9 pondéral = 3.35 87.20 dosés dans pepsique
3,85 ’ ’ I+ II + III
3 .
1 11 111 v v 7
Alanine 4,C 6,1 7,9 7,5 6;G
ALrginine 6,6 5,5 6,0 6,0 5,5
ﬁc.aspartique 1,9 5,9 8,6 7,9 752
Le.cystéique G,4 0,7 0,4 0,4 C;4
Cystine 12,2 7,0 3,2 4,2 4,0
Le.glutamique 16,3 9,5 12,4 12,1 1252
Glycocolle 175G 11,38 10,6 10,3 1151
Gistidine 0,6 1,0 1,1 1,2 1,0
Leucines 4, 7,0 12,3 11,5 11,6
Phénylalanine 1,2 3,8 3,9 3,06 3,1
Proline 16,¢ ' 12,3 4,7 G,0 Ty
Sérine 12,¢ 13,7 10,8 11,1 10,2
Thréonine 12,2 7,9 5,5 : 5,2 5,7
Tyrosine 0,1 1,2 5,0 4,5 3,6
f
“I\aline 5,C 3,8 i 3,6 3,7 5,1 .
$) X 2,2 2,2 1,3 1,4 0,0 T
H
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Dans le cas d= la fraciion précipitée & pi 5,5 en parti-

culier, on nove e

e _tenenr en cystine et en proline.

orte
On note de mdme une “ugncntwt oir tres nette de la teneur en
thréonine et également aussi de cells de la sérine. Or, on
sait que les fractions rdsistan'es & 1'hydrolyse acide sont
aussi trés riches en cystine et en proline (PIGACHE) (72).
nous a semblé¢ intéressant de comparer la composition en amino-
acides de ces deux noyaux résistants l'un a l'action de la
pepsine et 1'autre & 1'hydrolyse sulfurique ménagée (Z{ZSO4 11/10)
(T 62). Ces noyaux ont unc composition tout & fait comparable
tant par leur richesse en proline et en cystine que par leur
pauvreté en acide aspartique (Tableau IVI).

Le noyau enzymatico-résistant reconstitue donc au moins
partiellement un édifice protéique complexe présentant les
mémes caractéristiques physicochimiques que les résidus de
laine ayant été soumise & l'action des agents d'hydrolyse acide.
I1 est pourtant évident que lors du repontage des kératines
réduites la structure terviaire du réseau kératinique obtenu
ne ressemble que treés partiellement & celle de la laine vierge.
Bn effet, le taux de "repontage" des kératines réduites et

"repontées" artificiellemen?t, calculé sur la base du rapport
cystine

cystine + cysuéine
par dosage sp2ctrophotométrique des dérivés dinitrophénylés

est voisin de 50 %. Ce rapport est obtenu

sous azote et il est vraiscmbiable qu'il augmente au cours de
1'hydrolyse pcpsique et Jes manipulations successives. Juoique
limité, il demeure toujours important. Il semblerait donc que
conformément aux rciarques de EL%D et ZAXll (73) relatives 2
1'hydrolyse enzymatique de la laine,la présence des liaisons
disulfure ne soit pas la cavse essentielle de la limitation

de l'action dc 1l'cnzyme. Ces auteurs indiquent en effet que

A

le véritable empdchement & i'acticn de 1l'enzyme est la cristal-

o

linité dues & l'orientalion des molécules de kératines. Ln effet,
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Zn effet, dés 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 cysiine et en
proline semble incompatible avec une structure hélicoiIdale qui
dans les kératines est & 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 1liés entre eux par des liaisons
disulfure ?

Pour répondre & cette question, nous avons soumis
ces protéines & la gel-filtration sur Sephadex G75 en milieu
urée et & phi 8 (Figure 21 A). On distingue deux pics d'élution :
le premier correspondant au volume mort de la colonne donc & un
ensemble protéique de dimensions assez importantes, 1l'autre est
tres étalé et correspond & des fragments beaucoup plus petits.

Le probléme précédent se repose donc & nouveau pour
les protéines de la fraction I. Par oxydation performique les
liaisons disulfure sont coupées et la cystine est transformée en
acide cystéique (T 59). Une filtration sur gel de Sephadex G75
permet encore d'éliminer une quantité importante de fragments de
petites dimensions (Figure 21B).

La nouvelle fraction I est & nouveau réoxydée et
resoumise a la gel-filtration. Aprés ce nouveau cycle il n'y a
pratiquement plus d'élimination de petits peptides.

L'analyse en amino-acides de cette fraction montre
une treés grande richesse en acide cystéique et une teneur élevée

en proline et en sérine (Tableau XVII).
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FIGURE 21

Chromatographie sur Sephadex G75 des kératines repontées
artificiellement.
A -~ Chromatographie apreés repontage

B -~ Chromatographie des protéines du premier pic de la
Figure 2LA, apres coupure des ponts disulfure par oxydation
performique.
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(Nombre de résidus d'amino-acides pour 100 amino-acides dosés
par la méthode de FHOORE et STEIN).

Kératines réoxyddées SCHK-B(0C) | SCHK~B 1 | SCHK-B 2
Résidu riche en

soufre (%) (%) (%x%) (*%x%)
Alanine 4,5 3,2 3,0 3,5
Arginine , 6,5 5,1 3,2
Ac.aspartique ) 2,6 0,8 1,1
Ac.cystéique 19,3 0,1 - -
Cystine - 0,38 - -
SCli~Cystéine néant 17,4 23,7 22,3
hLc.glutamique 10,8 9,0 9,8 11,6
Glycocolle 7,4 5,9 6,3 9,0
Histidine 0,4 0,6 0,6 traces
Isoleucine 3,1 - 2,7 4,2
Leucine 4,0 6,6 1,8 1,9
Lysine 0,9 0,2 0,5 traces
Phénylalanine 1,9 1,7 0,7 1,3
Proline 9.1 14,5 12,4 11,0
Sérine 14,5 12,5 14,8 14,2
Thréonine 9,0 10,7 11,4 10,7
Tyrosine - traces 2,1 1,9
Valine 4,0 5,5 4,2

4,1
(555

U [AR3
(*) Pour les explications sur 1l'origine de cette fraction, voir le\\—//

texte paragraphe 3. Dosage sur un hydrolysat de 24 h selon

PiOORiS et STEIN.

(**%) Voir tableau IX colonne 3.

(*%%) Composition calculée d'ap
Ces protéines corresponder
dérivés de 1a

laine vierge.

H

3

[

Ay Id
¢s les rés
< fra

D

ultats de GILLESPIE (74).

ctionnement des

SCLE =5
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IV -~ ACTION DE LA PEPSING SUR LA LAING VIERGH

La partie non atbtaquée 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 & la comparaison de la composition
en amino-acides des hydrolysats pepsiques (T 63) de laine liérinos
& différents temps d'hydrolyse. Les résultats obtenus par la
méthode de FOORE et STEIN sont rassemblés dans le tableau XVIII.
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.

Zntre la 24éme heure et le 10éme jour d'hydrolyse, les
peptides solubles libérés par hydrolyse pepsique, représentent
une quantité globale d'amino-acides approximativement double
de celle contenue dans les peptides 1libérés pendant les 24
premiéres heures (Colonnes 1, 2 et 3 du tableau XVIII). Cette
proportion est sensiblement la méme pour chacun des amino-
acides pris séparément, sauf en ce qui concerne la cystine,
amino-acide pour lequel elle est un peu plus élevde.

Cependant, il ne faut pas perdre de vue que quantitativement

les teneurs en cystine, proline et arginine de 1l'hydrolysat

pepsique de 10 jours sont beaucoup plus faibles que celles des

autres acides aminés (colonne 5 du tableau XVIII).



TABLEAU XVIIT

oy -

COnPOSITION EN AMINO-ACIDES DiES PEPTIDES SOLUBLES DES

HYDROLYSATS PUPSIQUES Dt LAINE MERINOS

(Résultats exprimés en micromoles d'amino-acides solubilisdées
par g de laine traitde (*)).

Teneur en acides aminés Laine % dtacides
des hydrolysats vierge aminés conte-~
nus dans les
12h | 24n | 2400 (%%) peptides 1i-
240 h
Alanine 36,6 46,7 88,1 417 21,1
Arginine 21,0 25,6 49,7 602 8,2
Ac.aspartique 46,0 55,8 104,6 503 20,8
1/2 cystine 12,4 18,2 61,7 943 6,5
Ac.glutamique 56,0 78,3 157,4 1020 15,4
Glycocolle 40,7 65,6 127,4 688 18,5
Gistidine 6,5 9,8 15,4 58 26,6
Isoleucine 18,9 13,1 35,1 234 15,0
Leucine 40,7 53,1 108,2 583 18,5
Lysine 21,8 39,4 55,1 193 28,5
bMéthionine 7,3 6,0 14,3 37 38,6
Phénylalanine 15,8 20,5 38,0 208 18,3
Proline 15,4 23,3 46,1 633 7.3
Sérine 40,9 59,9 112,5 860 13,1
Thréonine 17,4 38,7 69,2 547 12,7
Tyrosine 18,9 24,2 52,6 353 14,9
Valine 27,0 35,0 73,1 423 17,3

P
(*) Temps d'hydrolyse chlorhydrique 24 h. Les résultats sont corrigds
P y y q 8

pour tenir compte de la présence de pepsine dans les hydroly-
sats et sont obtenus par la méthode de MOORE et STEIN.

(**) D'aprds SIiEONDS (75).




V - DISCUSSION

12) La comparaison des courbes de cinétique d'hydrolyse
pepsique des SCHK~A et des SCMK-D montre que l'hydrolyse des
protéines pauvres en soufre (SCMK-A) est plus rapide que celle
des protéines riches en soufre (SCIK-B). Ce résultat est en
contradiction complete avec ceux de SPRINGZLL (76). Cet auteur
trouve une cinétique d'hydrolyse plus rapide pour les SCLK-B
que pour les SCME—-A. L'explication de cette contradiction réside
sans doute dans la facon d'apprécier le taux d'extension de
l'hydrolyse. ©Bn effet, SPRIIGELL apprécie le taux d'azote du
surnageant trichloracétique des procduits d'hydrolyse et ce pro-
cédé totalement différent du ndtre est critiquable.

Quoiqu'il en soit, 1l'hydrolyse pepsique est treés rapide
dans les deux cas et ne semble pas limitée comme c'est le cas
pour la laine native (voir chapitre I). On coupe cependant
relativement plus de liaisons peptidiques dans les SCMK-B.

29) La fraction enzymatico-résistante des SCMK-L est
précipitable en milieu ‘trichloracéiique. Sa composition est
trés différente des SCMI-A d'origine.

“lle contient moins de proline, de SCli~cystéine, de
glycine et de sérine que les SChi-A et les taux d'acide gluta-
mique et de leucines soni nettement augmentés (Tableau XIII).

.

t tout & fait analogue au

La composition de cette fraction es

ol
€N

noyau qui persiste apr 1'action de la "pronase'" et qui a été

décrit récemment par CREVIHLL e+ al. (77), (Tableau XIII,

colonne 5). Ces auteurs monbrent qu'il est principalement
constitué de fragments & structure a-hélicoidale ; ce noyau" en
a-hélice prendrait naissagnce aprés coupures de certaines liaisons
peptidiques par 1l'enzyme dans les régions de transition des
SCHMK-A non hélicoidales. iIn réalitd, si cette conception est
valable il ne faut pas négliger non plus que des coupures impor-

tantes peuvent &tre faites en des temps trés courts d'hydrolyse



TS

au niveau des liaisons peptidiques qui sont les plus sensibles
& l'action de la pepsine.

L'étude des groupes terminaux libres de ce 'noyau" en
ax-hélice est particulidrement révélatrice & ce sujet (Tableau
XIV). Apres 10 minutes d'hydrolyse, les amino-acides en position
N-terminale sont en majorité et presque exclusivement la
phénylalanine et la tyrosine. Il s'avere donc que pour des
temps relativement courts d'hydrolyse la pepsine agit d'une
facon trés spécifique et classique. Cette action de la pepsine
sur les kératines est tout & fait comparable & celle de cet
enzyme sur la chaine g de 1'hémoglobine humaine (KOMIGSDERG et
coll.) (78). Dans ces conditions, il est difficile d'invoquer
exclusivement 1'affinité de l'enzyme pour des régions de transi-
tion dans la structure, comme le font CXiEWTzii et al. (79).

Pour des temps Ga'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. &n effet, le glycocolle (3iuFORD et al,
(80) et 1la sérine (B0EAK et KATCLALSKI) ( 81) ne favorisent pas
la structure en a-hélice des chalnes peptidiques.

Les propriétés physicochimiques de ce noyau & structure
en a-hélice sont aussi tres intéressantes. Tout d'abord, méme
en milieu urée, il forme un sysbeme protéique treés agrégé. Ceci
est vraisemblablement explicable, en plus de la configuration
hélicoidale, par la présence d'un grand nombre de groupements
carboxyliques et basiques. Il se forme sans doute de nombreuses

"liaisons salines" entre les groupements carboxyliques libres des

amino-acides dicarboxyliques et les groupements aminés des
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amino~acides basiques. Les forces d'agrégation sont si fortes
que, méme en électrophorése libre & ph 11, on révéle 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 ii montre que, méme aprés un temps d'hydro-
lyse pepsique de 30 minutes, le résidu protéique précipitable
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, mais
il conserve un certain degré d'homogénéité.

L'homogénéité relative de ce "noyau" en a-hélice n'est en
réalité qu'apparente. En effet, 1'électrophorése sur gel
d'amidon en présence d'urée 8 i (T 17) montre un diagramme
totalement différent de celui des SCHK-A. Les bandes caractéris-—
tiques de cette fraction sont remplacées par de nombreuses
bandes plus rapides (Figures 21 C et 19 D).

Cette résolution supérieure & celle de 1'électrophoreése
libre s'explique par le fait qu'en plus de 1'électrophoreése,
le gel d'amidon introduit un phénomeéne de gel-filtration poussée
qui est insuffisante pour dissocier cet agrégat peptidique.
Cette influence de la gel-filtration peut &tre treés facilement
vérifide : ainsi, 1l'emploi de gels de Sephadex tres réticulés
tel que le Sephadex G200 en milieu urée 8 M permet un fraction-
nement 1la ou 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 (Tableau XIII) nous
permet de nous demander sous quelle forme ces amino-acides
sont éliminés de la structure des SCHK-A au cours de 1'hydro-
lyse pepsique. S'agit-il de peptides adialysables ou de petits

fragments (peptides dialysables ou amino-acides libres.«) 7
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FIGURE 22

Btude du résidu d'hydrolyse pepsique des SCHEK-A

("noyau" en hélice «)
: Premiére chromatographie sur Sephadex G75
: Electrophorése libre 2 pH 10,5

- A
- B
- C

Blectrophorese sur gel d'amidon

De la gauche vers la droite

12) Fraction précipitable en milieu trichloracétique

22) Praction soluble en milieu trichloracétique (adialysable)

32) "Hoyau" en hélice a obtenu par chromatographie du
précipité TCA, sur Sephadex G200
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L'étude de la fraction de 1'hydrolysat pepsique soluble en
milieu trichloracétique et adialysable montre que sa composition
en amino-acides n'est pas trés différente de celle du noyau
en x-hélice obtenu apres 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 SCHK-B (Figure 22 C).

En conséquence, le glycocolle, la sérine et surtout la
SCli~cystéine et la proline se trouvent rapidement élimindes
comme amino-acides constitutifs de peptides dialysables. Le
résultat est en faveur de nombreuses coupures de liaisons
peptidiques dans les zones a structure au hasard, puisque la
cystine (BLOUT et al.) (82) et la proline (XKURTZ et al.) (83)
comme le glycocolle et la sérine ne favorisent pas la conforma-—
tion hélicoidale des chalnes peptidiques. Il s'ensuit donc qu'il
existe dans les chalnes a-kératiniques des régions riches en
glycocolle, sérine, cystine et proline qui sont préférentiellement
hydrolysées en plus des liaisons peptidiques des SCHMK-L spécifi-
quement hydrolysées par la pepsine.

32) Les kératines réduites et carboxyméthylées (SCMK)
sont profondément et completement attaquées par la pepsine ;
l'hydrolyse des kératines "repontées'" quoique importante,
semble différente & cause de la présence de liaisons disulfure.
Elle laisse en effet subsister un noyau enzymatico-résistant
tres riche en cystine et en proline. Cette richesse en ces amino-
acides, accompagnée d'une teneur assez élevée en sérine montre
que ce noyau a les caracteéres principaux de la fraction "riche
en soufre" définie dans la littérature (colonnes 3 et 4 du
tableau XVII). Ce noyau aprés oxydation performique et fraction-
nement sur Sephadex G75 laisse subsister une faible quantité d'une

fraction de haut poids moléculaire et de composition identique
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aux SCMK-B (colonne 1 du tableau XVII).

Si l'importance quantitative de ce résidu est faible, sa
mise en évidence est extrémement 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 chaines plus courtes lides par des ponts
disulfure, d'une part & la chaifne principale, d'autre part
entre elles. Le tout forme un ensemble compact et parfaitement
résistant & 1'hydrolyse enzymatique. |

42) 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 & 1'action de l'enzyme. Il n'en va pas de
méme au cours de l'hydrolyse pepsique de la laine. L'étude des
hydrolysats pepsiques de laine vierge & différents temps d'hydro-
lyse (Tableau XVII) permet d'affirmer que tout au long de 1'hy-
drolyse, les rapports molaires des différents amino-acides cons-
titutifs des peptides solubilisés, & 1l'exception de la cystine,
sont sensiblement constants. Dans le cas de la laine érinos,
la solubilisation de la cystine quoique toujours tres faible
subit une légére augmentation au bout de quelques jours d'hydro-
lyse. Ce processus peut s'expliquer par le fait que la pepsine
hydrolyse en premier lieu la zone orthocorticale de la fibre
et seulement aprés la zone paracorticale. Ce fait semble confirmé
par 1l'hydrolyse pepsique du kohair (& prédominance orthocorti-
cale) au cours de laquelle on ne solubilise constamment que des
peptides dont la teneur en cystine est tres 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
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celle des SCHK-4, & l'exception d'une teneur en cystine plus
faible. Ces faits nous ont conduit & émettre 1'hypotheése de
l'action de la pepsine sur les substances non kératiniqgues en
général et sur les ciments intercellulaires en particulier
puisque ceux-ci disparaissent au cours de 1'hydrolyse (HOSCHETTO
et BISERTE) (84). Pour expliquer la présence de nombreux groupe-
ments terminaux dans les SCHK(OC) nous avons méme évoqué, parmi
un certain nombre d'hypothéses & vérifier, la possibilité de
coupures dans la région des protéines pauvres en soufre (dont
dérivent les SCihi—A) n'ayant pas la configuration en a-hélice
(1OSCHEETTO et BISERTE) ( 85). Les régions de transition entre

la structure hélicoidale « et les régions de disposition au
hasard sont en effet particuliérement accessibles (LIITDERSTRON -
LANG) (86), (MILLER) (87). En 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.
VI - COHCLUSION

La pepsine hydrolyse tres rapidement les SCidl. L'hydrolyse
pepsique des SCHK~4i permet d'isoler un noyau analogue a celui
obtenu par hydrolyse pronasique par CREWILER et 21. (88). Le
fractionnement primaire de 1'hydrolysat pepsique (10 min.) des
SCiK~i et les propriétés essentielles des fractions isolées

sont illustrés par le schéma suivant :



SCrul—4

-

Hydrolyse pepsique (10 min)

Précipitation trichloracétique

l

Précipité

HOYAU uN o-~HELICE

Surnageant

|

ADIALYSABLE

PYauvre en cystine
proline
sérine

glycoco

Kiche en Ac.glutamique

" "  leucine

Composition voisine

de celle du "noyau"

ltobilité électro-
1lle phorétique voisine

de celle des SCiHK-3

i |
DIALYSASLE
(Petits

peptides)

Riches en
cystine

iiches en
proline

Les coupures se font d'abord au niveau des acides aminés

aromatiques tout en libérant des fragments de chaines peptidiques

riches en glycocolle, sérine, proline et cystine, dont la struc-

ture

est non hélicoidale.
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11 s'ensuit donc qu'il faut admettre que, méme dans
les a-kératines, la structure en o-hélice n'est pas continue.
Ce fait confirme le schéma que nous avons proposé antériecurement
(0SCEETTO et BIGERTE) (89).

FIGURL 23

Schéma structural des kératines de la laine.
(i1i) Protéines des microfibrilles pauvres en soufre.
(iia) Protéines de la matrice riche en soufre
(iie) tégion de structure en a-hélice.
(a) iégion de structure en disposition au hasard.
(Tr) iégion de transition des structures (He) et (Ha) : zone

probable de coupures par les réactifs chimiques.
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L'action de la pepsine sur les kératines "repontées"
artificiellement montre d'une part, que si l'attaque est tres
étendue, il est possible d'obtenir un noyau treés riche en
cystine et proline de composition analogue aux SChKk-B et de
poids moléculaire assez important. La résistance & 1'hydrolyse est
vraisemblablement due & sa haute teneur en cystine qui fait qu'il
se trouve entouré par des chalnes plus petites lides par des
ponts disulfure. Ces ponts rompus par oxydation liberent la

chafne principale que 1'on peut isoler par gel-filtration.

L'attaque pepsique de la laine vierge se fait dans des
zones & faible teneur en soufre et les régions hydrolysées ont
une composition voisine des 3SCrK-4, sauf en ce qui concernc leur

teneur en cystine qui est plus faible.
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LIUDS GeNERALLE DaS PROTwWINIS CONSTITUTIVES

Deo KuRATINGS TIS0LsiS 4 L'ETAT DI S—CARBOZYHMBTHYLKWRATINGS

I - INTRODUCTION

Les résultats analytiques exposés au Chapitre III mon-
trent une grande similitude entre les protéines cextraites de
l'orthocortex et celles issues de la laine vierge. Il est donc
raisonnable de conclurc que les protéines extraites de la laine
vierge par le thioglycolate de potassium 0,1 It & pi 11 et & 09C
proviennent en majeure partie de régions & caracterc . orthocortical,
m8me dans la zone de la fibre histologiquement ct globalement
définie comme du paracortex. Cette constatation jointe & un
certain doute sur la possibilité de coupures de quelques liaisons
peptidiques dans les chaines protdéiques des cellules orthocorti-
cales isolées par hydrolyse pepsique, nous a conduit & utiliser

des préparations directement extraites de la laine vicerme, pour

aborder des études détaillées de constitution.

L'hétérogénéité chimique des deux classes majcures des
kératines de la laine est bien connue. TRHOLPSON ¢t O'!'DONIZLL (9C)
ont montré celle des OCuK—4 et GILLESPIE (91) celle des SCLX-B.

La chromatographie sur Sephadex G75 nous a permis d'isoler les
SCMK(itG), une des classes mineures contaminant les SCHZ~4 (LOSCHETTO
et BISERTE) (92). Le préscnt chapitre décrit les recherches que
nous avons faites, en ce qui concerne 1'hétérogéndité des SCHK,

leur classification et les possibilités d'isolement de protéines

hautement purifiées.

IT -~ COUDITIOWS D'BWXTRACTION DES KERATINIS

Les différentes méthodes d'extraction des kératines par



action du thioglycolate de potassium sur la laine sont toutes
dérivées de la méthode originale de GODDARD et LICHABLIS (93).
Dans toutes les méthodes utilisées le choix dcs conditions
d'extraction a été guidé par deux facieurs essentiels

1) Bxtraire le maximum de protéines

2) Procéder & des extractions aussi sélectives que possible.

C'est dans cettec ligne que s'inscriveant les travaux de
GILLESPIE et LENHNOX (94) ct GILLESPIZ (95). Ces autcurs procédent
a 5 extractions de 20 minutes par le thioglycolate de potassium
0,1 i a pH 10,5.

Les différents extraits contiennent des mélanges protéiques
de composition scnsiblement différente (SILLiOIDS et STELL) (96).

Une nouvelle extraction & pi 12,3 permet d'extraire unc quantité

2
supplémentaire de protéines, qui, par rclargage & 1l'acétate de
zinc, conduit & une fraction pauvre cn soufre dénomméc par les
auteurs SCHK-A2.

D'autres techniques ont été décrites pour extraire plus
sélcctivement les protéines riches en soufre (SCIK-3). 4 cet
effet GILLESPIE (97) traite la lainc 2 houres & 4092 avec le
thioglycolate de potassium 0,8 v & pE 10,2.

Uous nous sommes proposds de voir guelle pouvait &tre
1'influence de la températurce sur 1'extraction des kératines
de le laine par le thioglycolate de pcuvassium et de déterminer
quels étaient exactement les composants exbraits & chaque
température utilisée. Cette série de recherches csv essentielle
car 1'étude ultéricure de la structurc des SClil nécessite des
conditions d'extraction aussi douces guc possible.

Les taux d'extraction cn fonction des différentes techniques
utilisées sont rassemblés deons le tableau XIZ ev les compositions

en amino-acides des fractions extraites sort donnédes dans le

tablecau .



TABLEAU XIX

TAUX D'UXTRACTION D& La LATINE PAR Ll THIOGLYCOLATS

DE POTASSIUN 0,1 1 4 ph 11 4 DIFFSRENTES TENPERATURES.

Conditi Traitement Traitement Traitcement
ohditions initial supplémentaire supplémentaire
! 1
dtextraction 1,0 4 3 gog 2 h & 500C 2 h % 509C
(SCLE(LV) (SCLK(LV)1I miliceu urée
ANt
(SCel(LV)III
Taux d'extraction
atteint au stade
final 35 - 30 % 58 % 70 - 75 %
Pourcentage de la
fraction pauvre en
soufre 54 % 95 % 100 %
Pourcentage de 1la
fraction riche en
soufre 46 % 5 % 0 %




COMPOSITION

TABLBAU XX

N ANMINO-ACIDES DES S3CHK

TV
adi

LATTIS

DE LA LATITE

4 DIVERSES

TEHPERATURES

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

lere extraction 2eme extraction 3eme extrac-
(16 h 2 0ec, pH 11)| (2 h & 500¢, pE 11) | (, ht?’gogc’
pa 11
urée 8 M
1 2 3 4 5 6
SCril{~4 SCRiL-3 OChK~4 SCHK-B {SCLK-RG OChal~4

Ailanine 6,4 3,7 3,4 3,5 4,4 7,0
iLrginine 5,1 3,7 4,2 6,7 5,1 5,5
Ac.aspartique 3,9 3,6 9,7 2,4 4,4 8,5
1/2 cystine 8,7 20,6 7,7 | 20,5 4,7 3,9
Ac.glutamique 14,5 9,1 16,2 7,9 4,2 16,5
Glycocolle 14,2 6,5 9,0 6,6 23,2 2,8
Eistidine 1,5 1,3 1,2 1 1,3 1,3 0,6
Leucines 8,5 2,9 11,0 5,5 6,5 12,0
Lysine 2,1 0,3 2,6 0,5 0,9 3,6
IFéthionine - - - - - 0,1
Phénylalanine 3,2 1,2 2,9 1,9 9,2 2,5
Prolinc 2,7 16,1 2,9 | 13,9 2,1 4,9
Sérinc 12,0 14,2 11,2 | 13,2 14,5 10,0
Thréonine 6,4 11,6 6,2 10,0 3,5 6,1
Tyrosine 0,56 0,9 0,3 0,5 13,0 3,3
Veline 5,1 4,3 6,4 5,6 2,8 5,7

W

B L

(‘\‘ "-f"\";}
~..<’/

Les résultats des colonnes 1, 2, 3 ¢t 4 sont obtcnus par la méthode

des DHP-amino-acides, ceux des colonnes 5 et 6 par la méthode de HOORED

lnknd

et

24 heures.

STEIN. Ils sont obtenus & partir des hydrolysats chlorhydriques de



Le taux maximum d'extraction atteint & deux températurcs
différentes est asscz voisin de ceclui de 80 % obtenu par la
méthode de CRESTFILLD, HOORE et STEIN (98) adaptée aux kératines
par HEALRRAP et GILLESPIE (99) et dans laquelle la lainec est
réduite et extraitc par le mercaptoéthanol & ph 10,5 en présence
d'urée 8 i et de verséne 0,001 ii (sel disodique de 1'acide
éthylénediamine tétracétique). L'extraction dure 3 heures & la
températurce du laboratoire.

Hous préférons toutefois procéder & une extraction cn
plusicurs étapes & cause des propriétés différentes des protéines
isolées. dn effet, les protéines cxtraites & 02C et par l'extrac-
tion suivante & 509C sont trés solubles en milicu aqueux. Il
n'en cst pas de méme pour la fraction isolée en préscnce d'urdée.
Cette dernidre méme 2 pli 10,4 (solution 0,05 ki de trishydrométhyl-
aminométhane) nc forme qu'un gel ; une dialyse contre le méme
tampon, mais en préscnce d'urée 4 I (ou 8 ki) améne une solubili-
sation compléte. Ces différences de comportement permettent de
penser que les protéines ont des structures différentes. Les
deux premiers temps d'extraction permettent d'isoler los deux
types de protéines "pauvres cn soufre" (colonnc 1 et 3 du tableau
ZX) et "riches en soufre" (colonnes 2 et 4 du tablcau X%). Les
extraits & 502C nc contiennent d'ailleurs que peu de fractions
riches cn soufre (5 % d'apreés le tablcau XIX). Un autre fait
important est que les fractions mincures riches cn glycocolle
(RG-kératinecs) sont extraites en majeurc partiec & 0°C. Les
extraits & 5092C cn contiennent encorc des quantités appréciables
mais beaucoup moins. Le fait est démontré par la comparaison
des chromatographices sur gel de Sephadex G75 ou le sccond pic
(pic des RG-kératines) est diminué de plus de quatrc fois. L'cxa-
men des diagrammes d'électrophoreése libre (Figurc 24) confirme

également cc fait. Les protéines cxtraites & 02C montrent un
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Pic anodique trés important qui correspond en majecure partic
aux kG-kératines et aux SCLK-3. Les RG-kératines issucs des deux
extraits (& 02 et & 509C), quoique de composition un peu diffé-
rente, sont bien caractérisées par leur trés haute teneur eon
glycocolle et en tyrosine (Colonne 5 du tableau XX).
L'électrophorése libre des protéines de 1l'extrait
supplémentaire & 502C (sans urde) montre une certaine homogénéité
(Figure 24). Toutefois cette fraction contient encore 5 % de

protéincs riches en soufre (Tableau XIX).

FIGURE 24

iLlectrophorese libre & pH 11 des protéines cxtraites
de la laine.
A 3 Bxtraction 16 hourcs a 09C

B : @xtraction supplémentairec 2 heures & 50°C
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Le dernicer extrait & 502C en préscnce d'urée cst
assez particulier. Tout d'abord, il n'est soluble qu'en présence
d'urée. Ensuite sa composition c¢n amino-acides montrec un taux
tres faible de cystine : ce qui 1l'apparcente trés ncttement
& la fraction pauvre cn soufrc. La richesse en acide glutamique
renforce également cettec opinion. Les tencurs en autres amino-
acides sont aussi tres voisines de celles de la fraction SCHK~4
(2 x G75) ( Tablecau XII).

I1 est certainement indispensablc de conserver un
fractionnement primaire par lc thioglycolate de potassium &

pi_11 et & 09C. Cette extraction douce permet d'obtenir des

protéines peu dénaturées, dont 1'étude structurale peut &tre

facilement abordéc.

iBn _conclusion, la fraction riche en soufre et les

. RG-kératines sont extraites en presque totalité a 02C ct & pi 11.
De plus l'extrait &2 09C contient unc importante quantité de
SCMK-A. Unc deuxiéme extraction & 50°2C pendant 2 hcurcs permet
d'isoler unc fraction pauvre cn soufre ne contenant que 5 % de
fraction riche cn soufre ot des RG-kératines. Toutes ces frac-—
tions sont solubles en milieu légercment alcalin.

Une extraction complémentaire a 502C en préscnce
d'urée 8 Ii permet de solubiliscer une fraction de méme composi-
tion que la fraction pauvre en soufrc, mais dont la teneur en
soufre cystinique est nettement plus faible. Cette fraction forme

un gel en solution ncutre ou alcaline et nc se dissout qu'en

préscnce d'urée 8 k.

ITT -~ ESTEROGENEITE DE LA FRACTION PAUVRE BN SOUFRE

Les SCHK forment un mélangce complexe de 4 groupes de
protéincs comprenant deux groupcs majeurs : SCHK-A (pauvres en
soufre) et SCLK-B (riches cn soufre) et deux groupes mincurs :

SCHK(RG) définies au chapitre précédent et SCiX-ii que nous
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définissons plus loin. Ces quatre groupes ont unc tendance treés
prononcée a former des agrégats protéiques qu'il cst difficile de
dissocier. Le nombre decs méthodes de préparation des SCMK-A sont
en général fondées sur les propriétés physico-chimiqucs des
différentes fractions & séparer. L'élimination particlle des
SCMK~-RG peut 8tre effectuée par des extractions sélecctives &

pH 10,5 & 1'aide de thioglycolate de potassium 0,1 M et & 509C
(GILLESPIE et LENNOX) (100). L'élimination des SCMK-B est obtcnue
par unc précipitation au voisinage de leur point isoélcctrique

cn milicu de force ionique 0,4 (GILLESPIE et al.) (101). Les
SCMK-B peuvent aussi 8tre extraites sélectivement par le thiogly-
colate dc potassium 0,8 M & pH 11 et & 0°C (GILLESPIE) (102). Une
extraction ultéricure des SCMK-A peut 8tre faitec en soumettant la
fibre résiduelle & une plasmolysc & basse température sclon
HARRAP et GILLESPIE (103).

L'ensemble des préparations obtenues par ces méthodes
tout en satisfaisant & un certain nombre de criteéres physico-
chimiques de pureté (homogénéité en électrophorésc libre et en
ultracentrifugation) contient encore des quantités appréciables
de protéines riches en glycocolle, sérine et tyrosine. L'élimi-
nation compléte et l'isolement de ces SCMK~RG n'est possible que
par des méthodes chromatographiques : filtration sur gel de
Sephadex G75 et G100. L'application systématique de cette méthode
nous a montré quc les protéincs riches en glycocolle pouvaient
8trec extraites des cellules orthocorticales dec la lainc (BISERTE
et MOSCHETTO) (104), dec la laine vierge (MOSCHETTO ct BISERTE)
(105) ou encore des a-kératoses (MOSCHETTO ct BISERTE) (106). Il
apparait donc que ces protéines accompagnent toutes les prépara-
tions de SCHK-A ou d'a-kératoses. Cette constatation nous a
amené & choisir lc mode de fractionnement schématisé dans le

tableau XXI ¢t applicable & toutes les préparations de protéincs

pauvres en soufre.
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La composition en amino-acides des fractions ainsi
extraites de la lainc vierge est identique & celles extraites
des cellules corticales (HOSCHETTO, DAUTREVAUX ct BISERTE) (107)
(voir tableou XII). Cependant, la teneur en tyrosince des SCHK-RG
extraites des cellules corticales est plus faible que dans le
cas des SCMK-RG de la laine. En plus de la présence des SCMK-RG
les SCMK-A sont généralcement souillées par unc fraction trés
complexe qui peut 8tre misc en évidence par chromatographie:
sur DEAE-Sephadex (fractions 1 & 3 de la figure 25 4 ot de la
figurc 25 B). Elle est révélée en électrophorésc en gel d'amidon
comme un cnsemble de bande s'étendant dans la zone médicnc de
1’électrophorégramme entre les SCMK-A et les SCMK~B (fractions
1 & 3 de la figure 26 4 et de la figure 26 B). Leur position
médiane dans le diagramme d'élcctrophorese est a 1l'originc dc
1'abréviation SCiK-l4 que nous avons choisie pour les désigner.
Ces protéines sont trés riches cen sérinc et moyennement riches
en glycocolle. Ce qui les distingue surtout des SCMK-RG est lcur
teneur asscez faible en tyrosinc. Leur composition en amino-acides

est donnée dans le tableau XXIV.

IV - METHODES DE FRACTIONNEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES SCMK
A) Fractionnement sur DE.LE-Sephadex (T 29)

Le fractionnement des SCHK ou des SCMK-A sur DELE-
Sephadex, outrc la misc en ¢évidence des SCHMK-IM, rend possible
l'isolement des différentes classes de protéines sans avoir
recours & un fractionnement arbitrairc, puisque chacune d'elles
est parfaitement définie dans le diagramme d'élution.

La caractéristique esscentielle du DEAE-Sephadex est
de permettre d'isoler et de distinguer tres facilement les
deux classes majeures des kératines SCHX-4i et SCMK-B ainsi que

les deux classes mineures SCHK~I ¢t SCMK-RG.
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TABLEAU XXI

1 g de laine ou de cellules corticales
Extraction 16 h a 02C par 100 ml de
thioglycolate de potassium 0,1 M
a pH 11

i
H

Carboxyméthylation (SGMK)
Précipitation & pH 3,9 (p = 0,4) (T 44)
5 i . ;
Précipité Surnageant
i
i

f i
SEPHADEX G75 DEAE~SEPHADEX
i 50 g

H
H

SCMK-4 (SCMK-M) SCMK-RG SCMK-M SCHMK-. SCMK-RG  SCMK-B

Cette distinction est valable quelles que soient les
conditions expérimentales choisies. Le meilleur fractionnement
est obtenu en présence d'urée 4.

Toutefois suivant le but recherché, les conditions
opératoires peuvent &tre modifides. Si on désire obtenir treés
rapidement une fraction SCMK-. tres enrichie en composants
rapides on choisira la chromatographie sur petite colonne
(Figure 27 A) qui donne un fractionnement voisin de celui
obtenu sur DEAE-cellulose (Figure 29 .). Si on veut obtenir la

méme fraction non souilléec par les SCHMK-M on utilisera une

colonne de plus grande dimension pour faire intervenir davantage

le tamisage moléculaire (Figure 27 B). L'isolement des SCMK-M
est facilement obtenu sur des colonnes de 60 cm environ et en

présence d'urée 4 M. (voir plus haut figure 25).
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(Colonne de 62 cm de haut x 2,1 cm de diamdtre).
0,05 i, HaCl C,25 u), (uree 4 1 de pH 10,4).

(Tampon Tris

La fldche indique le début du gradient de HaCl 0,25 i & 1 L.

L : SCMK (Laine iiérinos)
3 : SCLK-i (Laine Mérinos)
La délimitation,

1'indentification et 1'ordre d'élution des

différentes fractions portés & 1l'extérieur de la figure rappellent

les résultats du tableau ZXII.
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SCMK -1y SCl~b SCLiK—A SCOrK-RG
B Yo v 1
I 11 111 N L IV !

_J_JFIT}{&T%I/{\ v

SCHK~M non classée SCMK-A SCHK-RG

FIGURLE 26
ELECTROPHORESE SUR G&L D'AMIDON DL FRACTIONS DiE Lia FIGURS 25
L 2 SCHK fractionnédes sur DEAS-SEPLADEX
B : SCiK-A fractionndes sur DEBABE-ScPLADZX (les fractions B O repré-—
sentent les électrophoreses de SCHK non fractionndes).
L'identification et l'ordre d'élution des différentes fractions

portés & 1'extérieur de la figure rappellent les résultats du
tableau XXII.
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FIGURs 27

CLRONATOGRAPLEIE SUR DEAR-SEPLADEX DES SCMK (Laine inérinos)
(Tampon Tris de pE 10,4, sans urée)

L -~ A gauche :

A droite

3 - A gauche

4 droite

Diagramme d'élution sur une colonne de 11 cm de
hauteur et 1 cm de diamétre. La fléche indique le
début du gradient linéaire de IfaCl (100 ml 0,25 L
et 100 ml 1 ki dans 2 cellules cylindriques de 20 cm
de hauteur et 3 cm de diametre.
Ilectrophoreése sur gel d'amidon des fractions distinc-
tes éludes (T 17)

Diagramme d'élution sur une colonne de 20 cm de hau-
teur et 1,8 cm de diameétre. La fleche indique 1le

début du gradient lindaire de HaCl (300 ml 0,25 Ik et
300 ml 1 K dans 2 cellules cylindriques de 15 cm de
hauteur et de 6 cm de diametre.

Blectrophorése sur gel d'amidon des fractions distinc-
tes éludes (T 17)
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B) Chromatographie sur Secphadex G200 (T 25)
La chromatographie des SCHMK sur Sephadex G200 (Figure 28)

facilite encore le fractionnement, car elle permet d'isoler
chacune des fractions en unc seule étape. Ce type de chromatogra
phie permet d'aillcurs un sous-fractionnement des SCMK-~4 défini
par O'DONNELL et THOMPSON (108) j;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 (SCMK-B, SCMK-RG et SCMK-M).

C) Chromatographie sur DE.iE-cellulose (T 21)
La chromatographie sur DE.E~cellulose & pH 10,4 (figure
29 4A) permet un isolement sélectif des SCHK-B et SCMK-RG (figure
29 B).

L'ensemble des résultats obtenus est schdmatisé dans 1le

tableau XXII.

V - CLASSIFICATION DES S—-CARBOXYMETHYLKERATINES DE Li LLINE

L'ensemble des fractionnements décrits ou citéds ¢t leur

analyse en électrophoreése sur gel d'amidon confirment la grande
complexité des SCMK extraites de la laine Mérinos. En interpré-
tant leurs électrophoréses sur gel d'amidon, qui sont particulie-
rement bien définies dans la zone lente (SCMK-4), O'DONNELL ct
THOMPSON (109) ont pu dénombrer 8 fractions numérotdées de 1 2 8
de la cathode vers l'anode. Notre étude montre que les SCMK de
cette zone sont encore bien plus complexes et qu'en rdéalité les
fractions révéldes sur le diagramme total de la laine sont en
général diffuses et provienncnt de la superposition de fractions
nettement définies et de fractions naturellement diffuses. Les
résultats obtenus par O'DONNELL et THOMPSON (110) & 1'aide dec
leur fractionnement sur DE.E-cecllulose, en présence d'urdée & I,

confirment d'ailleurs cet aspect du probleme. Il importe donc
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FIGURE 28
Chromatographie sur Sephadex G200 des SCHMK (laine Mdérinos)

Tampon Tris 0,076 M, acide citrique 0,005 M, sel disodique de
1'EDT4 0,01 M, NaCl 0,5 M, urée 4 M, pH 8,6 ; colonne de 108 cm
de haut x 4,4 cm de diametre.

En haut : diagramme d'élution (les nombres placés au niveau du

sommet des pics indiquent la valeur du rapport Ve/Vo (voir tableau
XXI11).

SCMK -4 V/V, =1,03 - 1,07
SCMK-H : & V_/V_ =1,72
SCMK-B  : V_/V_ =1,86
SCMK-RG : V_/V = 2,15

En bas : Electrophorése sur gel d'amidon des fractions déludes.
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FIGURE 29

Diagromme d'élution des SCMK sur DEAE-cellulose en tampon
Tris 0,05 M de pH 10,4 - Colonne de 23 cm de haut x 2,2 cm
de diamétre. Gradient lindaire de NaCl O a 1 M.

Electrophorése sur gel d'amidon des fractions éludes (Figure
29 J-‘&) .
) SCMK non fractionndes

A

B : F1 SCMK-B

C : F2 non classde

D : F3 SCMK-RG

E : F4 ensemble non classé ; la bande médiane intense est
SCMK-RG 2,35/2,42

F s

: Fraction élude en milieu urde 8 M & la fin du gradicnt.



TABLEAUXXIT

METHODES DE FRACTIONNEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES SCMK

Méthode chromatogra-
phique utilisdée

Ordre d'élution des fractions

I II I11 IV
DE/E~cellulose non non
(pH 10,4) (voir 1la SCHK-B . SCMK~RG p
figure 29) classée classce
SEPHADEX G75 (urde
8 M ou 4 M, pH 8) SCHMK -4 SCMK-RG
(voir la figure 17) (SCMK-B)
SEPHADEX G200
(urde 4 M, pH 8,6) SCHMK -4 SCMK ~M SCHMK-B SCMK-RG
(voir la figure 28) Ve/v0 = Ve/Vo = ve/vo = ve/vo =
1,03-1,07 1,72 1,86 2,15
(%)
DEAE-SEPH.ADEX (*)
(urde 4 M, pH 10,4) SCMK - SCMK-B SCMK -y SCHMK-RG
(voir la figure 25) 1, 2 (3); (3) 4-5-1 8-9 (10) (10)(11)
6-7 (11) 12,13,
14 (15)

e
. (RS
(*) Les nombres au dessous du nom des fractions correspondent augxwz

pap

fractionnement de la figure 25 4 et a 1'détude électrophordétique
des fractions éludes (Figure 26 4i).
Cecux qui sont mis entre parentheses reprdésentent des fractions

¢ludes dons deux zones voisines.

(#%) V¥

il s'agit du rapport du volume d'élution (Ve) d'une

protéine déterminde au volume mort (VO) de la colonne

utilisée (mesurdé par le volume d'élution d'un composd
de haut poids moldéculaire (T 19).

R
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de proposer une nomenclaturc simple, susceptiblc de s'adapter a
la grande diversité des kératines, et qui permette un repdérage
précis de leur position sur 1l'électrophorégrammec.

Dans cec bub, nous avons choisi de définir la position
de chaque protéine par une mobilitdé relative (Ur) par rapport
& unc fraction bien définic. La fraction protéique de référence
correspond a la bande la plus rapide de la zone des SCMK~A qui
est aussi la plus intense de 1'électrophorégramme des SCMK. Elle
correspond & la zone 0,94/1,06 (*) du tableauXXIII. Sur ce
tableau, la fraction pauvre en soufre SCMK-i du diagramme total
des SCMK est représentde par l'cnsemble des protéines des zones
L et B s'étalant de la mobilité O & 1. La fraction riche cn

soufre SCMK-B est représcentdée par les deux bandes de mobilité

2,12 a 2,84 de la zone .. Il convient encore d'ajouter comme
appartenant & cette fraction une zone frontale, tres diffusc et
peu colorable accompagnée d'un front trés coloré (fraction 3
de la figure 26 4). Cette frontieére n'est pas répertoride dans
le tableau

La zone B représente les SCMK-M dont les constituants
les moins rapides sont en général associés aux SCHK-A (fractions
1 et 3 de 1la figure 26 B) ajoutant encore & la complexitdé déja
grande de cette fraction.

La zone C représcnte 1'ensemble des protdéines appoar-
tenant aux SCMK~-RG. Ce schéma électrophordétique a été rdalisé

en tenant compte des fractionnements sur DEiAE-cellulosce, DE.E-

Scphadex et Sephadex G75. De plus nous avons utilisé les résul-

— M s B s T W B e i S B . G e e S it St P (e St S SR A S Wt 4 Wt B, o A M WA W S WA DY Mo A WA SR s e Gomd S S U Al W

(*) Ces deux valeurs correspondent & la mobilité relative du

début et de 1'extrémité de la bande cenvisagde.
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MOBILITES RiLATIVES (Ur) DES SCMK Db Li LAINE rtRINOS

ot

SCMEX -G
\i/ N
3,0140,02 Sm——3,0520,02
2,94+0,04
2,86+0,05 NN 5 800.03
2,74%0,03 NN 2’68 0’02
? + ’
2,6040,02 L 2,5240,01
2,43+0,01 IR :,42+0,06
2,3540,05 2,3740,05
22000
2,11+0,03
2,00+0,03 I
C -
N
~

0,00 <U_< 1,06 ; (en rouge la bande de référence).

Zone A : SCHK-B SCHK —i4
\” N\ NE
% s |
i - 2,84+0,18 2,87+0,03
> 2,63+0,17
'—.
< u
v 2,3040,15 2,31+0,05
H
. 2,1240,12
wd 20)_
a < 1,9240,07
= 1190, I
a4 1,67+0,03
S + 1,59+0,03 NN 1’54*0’05
a 1,47+0,05 AR ’
o - 1,37+0,03 s 1,41+0,03
fa | 1,2440,03 22003
3 9 1,06%0,02 1,12+0,01 num—— :’17*0’01
— i 030,01
D 1,0 0,9440,02 I 0,97+0,01 pummmmm ' *°>*%
0,9040,03 0,93..... uummmms 0,92+0,01
w | 0,80+0,03 NN 0,790,02 0,82%0,01 - 0,8140,01
b
3 - 0,65+0,02 0,58+0,03 0,59+0,08 NN '
g L 0,44+0,03 - 0,43+0,02
0,34+0,02
0,27+0,02 NN 0" 0,33+0,02 NI 0. 264002
b
- 0,16+0,02 NN 0. 1440 02 0»19+0,02 SN ’
@ 00l orco..... R O
0
Zone 4L @ OCHK-4A
Zone A : SCMK~-A r
SCHK-B : 2,12 <U_< 2,84,
Zone B : Zone complexe des SCMK-i : 0,19 (Ur<1,92 sauf la bande
1,47/1,54
b ’
Bande 1,47/1,54 : voir fraction A5, figure 26. (non classée
’ ’ ’ g
Bande 2,22/2,31 : voir fraction 415, figure 26.(SCLK~RG)
Bande 2,87/3,05 : voir fraction 49, figure 26. (non classdée)
’ ’ ’ g

Ces trois bandes délimitées par des pointillées sont incluses
dans la zone B pour rendre le tableau plus lisible.
: SCMK-RG.

Zone C
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tats obtenus a l'aide des gels de Sephadex G200 et de polyacry-
lamide P300 ainsi que les résultats obtenus & 1l'aide de 1'électro-
phorése préparative en veine liquide. Les mobilitdés indiqudes

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 &tre définies avec autant de rigucur
qu'en électrophorése libre. Toutefois, dans des conditions expé-
rimentales bien standardisdes elles permettent d'identificr avec
exactitude une protéine. En cas de doute, il est toujours possible
de rattacher cette protdine a un des 4 groupes des SCMK soit par
sa composition en amino-acides, soit en la soumettant a unc
chromatographie dans un systeme adéquat et de 1'identifier sans
ambiguité. La nomenclaturce proposdée permet une identification sans
équivoque d'une protéinc quelconque. Par exemple SCMK-B (2,12/2,30)
désigne la premiérc bande Slectrophordtique des protéines riches
en soufrc, la deuxiéme étant SCMK-B (2,63/2,84), ctc.... On voit
immédiatement que ces deux fractions sont situdes sur les gels
d'amidon a des distances du point de ddépdt dégales 2,2 et 2,7 fois
respectivement la distance de SCMK-4i (0,94/1,06) qui est la

protéine étalon.

VI - ISOLEMENT ET PROPRIETES DE OUELQUES PROTEINES EN R/PPORT
ALVEC LEUR COMPORTEMENT CHROMATOGR.APHIQUE

Le couplage judicieux de plusieurs méthodes chromato-
graphiques permet l'isolement d'un certain nombre de protdéincs
dont l'homogéndéité en électrophoreése sur gel d'amidon est satis-
faisante puisqu'on ne réveéle qu'une seule bande majeure.

Par couplage de la chromatographic sur DE.iE~cellulosc
(cn urée 8 M) et de 1la filtration sur Sephadex G200, O'DONNELL
et THOMPSON (111) isolent la protéine SCMK-i 0,95/1,06, suivant
la définition du tableau XXIII,
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4) Le couplage de la chromatographie sur DE.E~-cellulose
(pH 10,4) et de la chromatographie sur DE.iE-Sephadex permet
l'isolement d'une protéine de la classe des SCMK-RG (fraction
3 de la figure 30). Cette protéine SCMK-RG (2,35/2,42) est
caractérisdée par une forte teneur en glycocolle et cn sdérine
(tableau XXIV). Sa teneur cn tyrosine, quoique forte, est moins
élevée que celle des SCMK-RG non fractionndes.

B) Le couplage de la filtration sur Sephadex G200 et de 1la
chromatographie sur DE.E-cellulose & pH 8 permet d'isoler une
fraction riche en soufre (fraction 6 de la figure 30) qui
présente un état de pureté trés avancé. Cette protédine SCMK-B
(2,63/2,84) est bien caractdéristique de la fraction riche en
soufre avec une teneur élevée cn S-carboxyméthylcystdéine, cn
proline et en sérine (Tableau XXIV). La carte électrochromato-
graphique des peptides de son hydrolysat trypsique (figure 31 A)
est nettement plus simplc que celle des hydrolysats trypsiques
de protéines totales de laine ou des SCMK-i (figure 31 B).

C) Le fractionnement sur Sephadex G200 permet en outre une
séparation compléte des SCMK-B (figure 32 A). Quelques considé-
rations relatives a 1'hétérogdéndité de cette fraction ddcoulent
de son comportement sur Sephadex G200. Le fractionnement
(figure 32 A) fait apparaftrc deux zones majeures pour lesquelles
les rapports Ve/vo sont respectivement de 1,82 et de 2,00 cec qui
correspgnd a des poids moléculaires de 29.000 et de 16.000.
D'autres protéines sont encore éluées, qui ont un coefficient
d'extinction & 278 mp trés faible. Leur point d'délution moyen
correspond & un rapport VG/V0 de 2,3, soit & un poids molécu-
laire moyen de 5.000. L'ensemble de ces valeurs et 1'hétérogé-
ndité ainsi révélée permettent peut-8tre d'expliquer les diffé-
rences de poids moléculaire trouvées par GILLESPIE (112) & 1!
aide de la méthode d' RCHIBALLD (18.000 et 21.000) qui différent



SCHK-RG SCHMK-~B
(2,35/2,42) (2,63/2,84)
FIGURE 30

Etude électrophorétique (fractions 1 & 5) du fraction=-
nement sur DEiE-Sephadex (zone des SCHMK-RG de la fraction 4
obtenue sur DE.E-cellulose (Figure 29).
Fraction 6 : électrophordégramme de SCMK-B 2,63/2,84

(voir le texte).
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FIGURE 31

A 1 Electrochromatographie de 1'hydrolysat trypsique
de SCMK-B (2,63/2,84).
B : Electrochromatographie de l'hydrolysat trypsiquec d'unc
fraction de SCMK-..
(Electrophoredse & pH 3,9 et chromatographie dans lec

systéme n-butanol-acide acétique-eau (4 : 1 : 5) (T 16).
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COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DE SCMK PURIFIEES ET DES

SCMK-M (*)

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

SCHK-~RG SCMK-B SCMK-M
2,35/2,42 2,63/2,84 Fraction 1 Fraction 2
(*%%) (**x)

Alanine 4,4 4,1 4,3 3,9
arginine 2,3 3,6 - -
Ac.aspartique 7,4 6,6 6,7 6,2
ac.cystéique 2,0 - - -
SCMC (**) 6,5 12,0 4,8 8,3
Lic.glutamique 2,7 8,7 11,8 8,9
Glycocolle 29,0 7,5 12,9 16,6
Histidine 0,6 1,9 1,7 1,5
Isoleucine - 3,1 2,3 1,6
Leucine 3,7 6,0 10,0 8,0
Lysine 0,7 0,7 3,0 1,6
Phénylalanine 6,2 3,0 5,6 5,8
Proline 3,4 10,6 3,3 3,3
Sérinec 12,2 13,1 19,0 18,0
Thréonine 2,5 1,7 6,8

Tyrosine 12,7 2,1 4,0

Valine 3,6 5,3 3,9

(*) déterminé par la technique dec MOORE et

sats chlorhydriques sous vide de 24 h.

(¥*) S-carboxyméthylcystdéine.
(*¥*%) Les SCMK-M sont éludes sur DEAE-Sephadex en début de chromato-

graphie sous forme de deux pics (fractions 1 et 3 de la figure

25 B).

STEIN sur des hydroly-
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de cecux déterminés par HARRALP (113) par la méthode des tensions
superficielles (8.000 ct 10.000).

D) Le comportement des SCHMK-. sur Sephadex G200 permecttrait
d'attribuer & cette fraction un poids moléculaire supéricur &
160.000 puisqu'eclles sont éluées avant les y-globulines (P.M.
165.000). Toutefois, les conclusions & ce sujet sont délicates,
car le comportement des SCMK-\ sur Scephadex est tout & fait
différent suivant qu'elles sont chromatographides isoldément
(figurc 28) ou en préscnce d'autres protéines (figure 32 B)(*).
La chromatographie cn préscnce de y-globulines (P.M. 165.000) ct
de sérumalbumine bovine (P.M. 67.000) montre que les SCMK-A
peuvent &tre dludes jusque dans la zone de la sérumalbumine, cec
qui correspond & un poids moléculairc de 1l'ordre de 70.000. I1
scmble donc qu'cen gel-filtration, au moins dans lec cas des
SCHK, 1'interaction des protéines les unecs sur les autres puisse
modifier considdérablement leur comportement. Les wvaleurs des
poids moléculaires qu'on peut en déduire au stade actuel de cette

étude ne sont donc qu'approchées.

VII - ORIGINE DES KERALTINES RICHES EN GLYCOCOLLE (SCHMK-RG).
4) INTRODUCTION

L'isolcment de protéines riches en glycocolle
& partir des SCMK-i ou des a-kératoses, nous o conduit & aborder
lc probleme de leur origine. Dans ce but, diffdrentes cxpdéricnces
qui scront discutdées & la fin de cette dtude ont été entreprises.
Toutes ces expdriences visent 1'isolement de protdéines de
mémes propridtés quec les SCMK-RG par des méthodes d'extraction
varides (extraction par la soude et traitements acides).

B) EXTRACTION DE L. LAINE PAR L. SOUDE N/10 (T 56)
A 509C le taux d'extraction détermindé par pesde

est de 23,5 % et de 25,6 % par dosage de 1l'azote. Cette diffdérence

s'explique vraisemblablement par une fixation du sodium sur les

(*) Voir la discussion des résultats d'étalonnage des colonnes de
Sephadex en vue de la détermination des poids moléculaires (T 19).



~107-

0,61
_A_ 192
04
SCMK _LV_2 -
G 200
02"
=00
2 250
(o]
< 0,8;
L
é; _B.
o 06
e SCMK _LV_1
L
5 4] 6200
=
[V
fam}
0,21
00 1 2.3 4 5 ,
160 210 260
NOMBRE DE FRACTIONS 1
VOLUME DES FRACTIONS: A_26ML. B_3,3ML. B1 2 3 4 5

6
/RUD
FRERR
FIGURE 32 \‘

A - a_gauche : Chromatographie sur Sephadex G200 des SCMK-B ;

mémes conditions expérimentales que pour la figure
280

a droite : Etude électrophorétique en gel d'amidon des fractions
éludes.
B - & gauche : Chromatographie sur Sephadex G200 d'un mélange de

SCMK-A, de y-globulines et de sérumalbumine bovine
qui sont ajoutées comme "marqueurs" de poids

moléculaire.

e

a_droite : Btude électrophorétique sur gel d'amidon des fractions
éluées (la bande la plus rapide et la plus intense sur
1'électrophorégramme de la fraction 6 appartient &

la sérumalbumine.
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fonctions acides libres des kératinces. Cette remarque a pour
conséquence que les taux d'extraction faibles ne peuvent &tre
déterminés que par dosagze de l'azote au par pesdée des protéines
extraites. Tel est le cas de la détermination du taux d'extrac-
tion de la laine par la soude N/10 & 0°C (T 37). I1 est de 2 % si
on 1'évalue par dosage de l'azote alors que sa détermination par
pesée de la laine résiduelle indiquerait un taux de 1'ordre de 0 %
& cause d'une reprise de poids de la laine d'environ 2 % duc au
traitement sodique.

Détermination des groupes a-aminds terminanx libres

Les extraits sodiques (& 502C) sont acidifids
par HC1l pour déliminexr 1le 002 provenant de la carbonatation de la
soude au cours de l'extraction. ..prés neutralisation un passage
sur Dowex 50 x 4 permet d'déliminer les sels de sodium ainsi que des
traces d'une fraction protdique qui trouble 1légdérement les ecaux de
ringage. Les extraits sont ensuite éludés a 1'ammoniaque 2 M et les
éluats sont lyophilisdés. C'est sculement apres ce traitement que
1'on détermine la nature des extrémitds N-terminales des consti-
tuants de 1l'extrait.

La faible quantitdé de protdéines non fixde sur la
résine possede la sdérine et la thrdéoninc comme amino-acides N-ter-
minaux ainsi qu'une petite quantitd d'acide glutamique et de
glycocolle,

Quant & l'extrait sodique lui-méme apres dinitro-
phénylation, il peut se diviser en +trois fractions distinctes par
leur solubilité.

12) Une fraction éthdérosoluble en milicu acide correspondant aux

2

amino-acides libres dénucléés des chalnes protdiques.

-

22) Une fraction soluble en miliocu acide restant dans la phase
aqueuse.

32) Une fraction précipitable en milieu acide.
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Les amino-acides libres de la premiére fraction sont principale-
ment comme . 1'a décrit PIGALCHE (114) le glycocolle et la sérine,
mais on trouve aussi une quantité appréciable de lysine. Les
extrémités N-terminales des deux autres fractions sont constitudes
en majeure partie par de la sérine et de la thrdonine, le glyco-
colle n'apparailt qu'en quantité nettement moindre.

Composition en acides aminds

La composition en amino-acides de 1'extrait
sodique total n'offre que peu d'intérét a cause de sa complexité.
sussi, l'avons-nous soumis avant toute analyse a un fraction-
nement sur Sephadex G75 en vue de séparer les diffdérents fragments
protéiques en fonction de leurs dimensions moléculaires. 3 frac-
tions peuvent &tre obtenues qui, aprés rechromatographic (figurc
33) sont analysdées. Les fractions 1 et 2 ne sont pas particulié-
rement riches en glycocolle, celles sont treés riches en acides
glutamique, aspartique et en leucines. La fraction 3 est par
contre treés riche en glycocolle,en sdérine et en tyrosine. Les
extraits sodiques & 02C ont les mémes caractéristiques de compo=-
sition que cette fraction 3. (voir le Tableau XXV).

C - TRAITEMENTS ACIDES

Nous venons de voir que le traitement de la
laine par la soude conduisait a 1'isolement d'une fraction protdéi-
que riche en glycocolle, sérine ¢t tyrosine.

Cela ne prouve pas nécessairement que l'origine des
protéines riches en glycocolle ait sa causc dans une attaque
alcaline des liaisons peptidiques. Un moyen de vdérifier cec point
de vuc est de préparcr des kératoses sclon la méthode de HAYLETT
et coll. (115) (T 59). Dans cctte technique, toutes les étapes
de la préparation sc font cn milieu acide depuis l'oxydation
juséu'é l'extraction qui se fait & un pH infdériecur a 7. Dans cec
cas les kératosces (kératoses précipitables vers pH 4) dérivdées des

kératoscs ainsi extraites contiennent des protdéines riches en
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FIGURE 33

A : Chromatographic sur Sephadex G75 des protéincs
extraites par la soude N/10 & 50¢C.
B - C-D : Rechromatographie des diffdrentes zones de 1'
¢luat de la figure 33 A.
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COMPOSITION EN AMINO-ACIDES DES KERATINES RICHES EN GLYCOCOLLE

(nombre de résidus d'amino-acides pour cent acides aminds).

PRCTEINES EXTRAITES P.R LA SOUDE N/10 SCHK-RG
50¢C - 24 h 0¢C - 24 h issue de
FRALCTIONS SUR SEPHADEX G75 NON _ SCMK~A(LV)
F1 F2 3 FRACTIONNEES FRAgg¥QNNEE
1 2 3 4 5
£lanine 8,4 6,5 3,7 , 1,6
Arginine 7,0 7,3 3,9 ) 5,2
Ac.aspartique 10,4 10,6 6,4 , 3,0
Ac.cystéique 0,5 0,9 2,7 ,
1/2 cystine 0,6 0,7 1,5 - 8,1(*)
Lc.glutamique 18,2 18,1 6,5 4,2 1,4
Glycocolle 7,5 6,5 21,5 23,3 30,3
Histidine 0,6 2,4 - 2,2 traces
Isolcucine 4,5 3,0 y 2 0,8 traces
Leucine 10,8 1,2 ,6 6,8 5,7
Lysine 0,5 2,9 1, 1,5 traces
Méthionine 0,4 0,8 - traces -
Phénylalanine 3,3 2,5 5,7 7,7 R
Proline 2,4 2,6 3,8 2,7 2,
Sérine 8,9 8,5 13,9 14,3 13,7
Thrdonine 5,6 5,6 5,7 3,1 2,8
Tyrosine 3,5 3,7 10,4 16,7 17,3
Valine 6,0 6,1 4,5 2,3 2, ﬁU
Lig

(*) dosée sous forme de S-carboxyméthylcystéine

Tous les dosages de ce tableau sont effectués scelon la méthode de
MOORE et STEIN sur des hydrolysats chlorhydriques de 24 hecures.
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glycocolle de composition un peu différente de celle des SCMK-RG
en gdénéral, mais dans les mmes proportions que des préparations
ou l'extraction est faite en milicu alcalin sclon ALLEX.NDER ét
SMITH (116) par exemple (T 59) (colonnes 2, 3 et 4 du tablcau
XXV1).,

Les protéines riches en glycocolle ne sont donc pas
des fraogments protdiques issus de coupures alcalines des chafnes
protéiques.

4 ce stade de notre dtude 11 reste & vérifier
si seule 1'acidité du milieu nec peut pas permettre d'aboutir 3
de telles protdéines. Dans ¢ but, nous avons soumis la lainec
vierge a l'action de HC1 6 N a 60¢C pendant 15 minutes. Par ce
traitement, on extrait une petite quantité de protdéines riches
en glycocolle et sérine (colonne 1 du tableau XXVI) (T 60).
Cependant, la encore on ne peut pas dire que l'acidité du milieu
soit la cause de la formation de ces protéines riches cn glycocolle
puisque de telles protéines peuvent 8tre obtenues & partir
des SCMK qui sont cen général prdépardes entiércment cn milicu
alcalin.

D) ETUDE CHROMATOGRAPHIQUE DES SCMK EXTRAITES DU POIL MOHAIR

La fibre liohair est presque exclusivement cons-—
titude d'orthocortex (T 1). L'action du thioglycolate de potas-—
sium 0,1 M & pH 11 et pendant 2 heurcs & 502C permet d'extraire
76 % de protéines en poids. Ce taux est donc treés voisin du
toux d'extraction de 1l'orthocortex de la laine Mérinos (80,5 %)
dons les. mémes conditions expérimentales (Chapitre III).

Les SCMK du Mohair (extraites & 02C pendant 16
heures) ont été soumises aux différents fractionnements exposdés
dans le tableau XXII.

La chromatographic sur DE.E-cellulosc & pH 10,4
(conditions analogues & celles de la figure 29) met parfaitement

en ¢évidence la fraction riche en soufre. Par contre, ce fraction-
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COMPOSITION EN AMINO-.iCIDES DES PROTEINES RICHES EN GLYCOCOLLE

(nombre de rdésidus d'amino-acides pour cent acides aminds).

LTS E)F;ESJ‘LITEITHS%JO n S}?XTRAITS ggITﬁé:rlths
(HC1 6 N) A pH § AQCALINS i pH 8
15 min (pyridine) (NH4OH) (oeC, urde
4 M)(*)

n? de colonne 1 2 3 4
Alanine 5,5 4,5 3,0 4,7
Arginine 6,0 5,6 6,0 4,5
Ac.aspartique 6,1 3,3 6,5 7,5
Ac.cystéique 8,1 8,3
1/2 cystine 1,9 - 1,3 (%)
Lceglutamique 7,2 3,1 , 11,0
Glycocolle 19,4 29,0 19,7 15,2
Histidine 1,7 0,9 1,4 1,5
Isoleucine 2,6 0,9 8,0 ) 1
Leucine 6,2 6,4 ’
Lysinec 2,7 0,6 1,1 2,9
Mdéthionine 0,8 - -
Phénylalanine 5,4 6,9 5,3 5,2
Proline 2,3 2,1 7,0 7,6
Sérinc 15,1 13,0 12,2 14,6
Thrdéonine 5,7 2,8 4,8 5,6
Tyrosine 7,0 10,6 5,7 (*%%) 5,4
Valine 4,3 2,1 3,5 4,0

(¥) Les détails techniques de la préparation de cette fraction sont
exposés au paragraphe T 61)
(*¥*%) dosée sous forme de S—carboxyméthylcystdine

(*%*) Détermination semi-quantitative par la méthode des dinitrophdényl-

aminoacides. Le taux faible de tyrosine n'est pas significatif, la
méthode employde donnant souvent des valeurs treés faibles pour cet

amino-acide. Les dosages des colonnes 1, 2 et 4 ont été effectuds selon

la méthode de MOORE et STEIN. Tous ces dosages correspondent & des
hydrolysats chlorhydriques de 24 heures.
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nement particulierement bien adapté & la mise en évidence des
SCMK~RG montre qu'clles n'existent pas dans le poil Mohair.

L'utilisation du Sephadex G75 et G200 confirme
aussi l'absence des SCMK~RG. Elle montre de plus 1l'identité
électrophordétique des SCMK-. liohair et Mdérinos. Il est sculement
possible de mettre en évidence par cette méthode 1'existence des
SCMK-M. Ces conclusions sont confirmdes par l1l'utilisation du
DEAE-Sephadex.

E) DISCUSSION
Deux hypothéses peuvent &tre proposdes pour

expliquer 1l'origine des protdines riches en glycocolle : ou bien
clles existent dans la lainc & 1'état natif, ou bien eclles
provicnnent de ruptures de certaines liaisons peptidiques provo-
qudes par les rdéactifs utilisdés & leur prdéparation. Certains faits
expérimentaux semblent en faveur de la seconde hypothése. Linsi,
ALEX/NDER et SMITH (117) montrent qu'au cours de 1l'extraction
des kératoses l'action de 1'ammoniaque sur les protdines provoque
unc augmentation trés nette du toux de sérine en position N-ter-
minale. On ne peut s'empbcher de remarquer que dans les SCHK-RG
qui sont aussi extraites en milieu alcalin, la sdérine ainsi que
le glycocolle sont en position N-terminale. L'alcalinité du
milieu d'extraction est-elle la cause de ce caractérc commun qu'est
la position N-terminale de la sdérine ? Les travaux de PIGACHE et
BISERTE (118) apportent cncorec des arguments qui justifient
cette question. Ces autcurs ont en effet montré que par action
des bases fortes en solution dilude sur la laine a la
température du laboratoire, il y avait solubilisation d'unc
certaine quantité de protdines avec unce libération importante
de sérinc et de glycocolle, soit sous forme de polypeptides, soit
sous forme d'amino-acides libres. Il est donc normal de sc

demander si la prdéscnce des SCMK-RG dans les SCMK n'est pas duec
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au traitement alcalin. Les rdésultats du tableau XXV (colonnes
1 et 2) montrent que la majeure partie des protdines extraites
par la soude a 502C ne sont pas particulierement riches en
glycocolle. Scule la derniére fraction dlude sur Sephadex G75
(colonne 3 du tableau XXV) prdésente les caractércs des SCMK-RG
(colonne 5 du tableau XXV). Toutefois, s'il y a une parentd
entre cette fraction et les SCMK-RG, son volume d'!'délution sur
Sephadex G75, nettement plus important, permet de conclure qu'il
s'agit d'une forme dégradée correspondant & des dimensions molé-
culaires beaucoup plus petites.

La fraction extraite & 09C (colonne 4 du tablcau
XXV) se rapproche davantage des SCMK-RG. Ce fait indique que le
milicu alcalin permet une extraction préférenticlle de cette
fraction, qu'on retrouve dans les extraits & 502C sous unc
forme dégradde.

Malgré les caracteéeres particuliers de ces extraits
sodiques 1l'extraction de protdincs riches en glycocolle ne
semble pos dépendre essentiellement de 1'alcalinité du milieu
d'extraction puisque par action de l'acide chlorhydrique on
aboutit aussi & la solubilisation d'une petite quantité de pro-
téines prdésentant les mémes caractéristiques de composition.
Dans ce cas particulier, 1l'action de HCl semble treés sélective.
En effet, les conditions expdérimentales choisies sont celles
décrites par KASSENBECK (119) et utilisdes dans unc étude qui
met en relation la solubilisation des kératines par 1'acide
chlorhydrique avec l'aspect microscopique de lo fibre. Cet autecur
remarque gqu'une laine traitde 15 minutes par HC1 6 N a 60¢C
subit unc modification tres nettc de son aspect microscopique.
On remarque la disparition des ciments interceclluloires de
la gaine cuticulaire ot des résidus nucléiques des cellules para-—

corticales. Il est donc vraiscmblable que les protdines que nous



~116~

solubilisons par HCl proviennent de ces régions.

En conclusion, l'extraction des protéines riches
cn glycocolle et en sdérine ne peut &tre lide préférentiellement
ni & la basicité ni & l'activité du milieu d'extraction, il est
donc normal de se demander si ces fractions n'existent pos natu-
rcllement dans la laine Iérinos.

Deux moyens différents peuvent &tre utilisds
pour démontrer cette cxistence naturclle
1) tenter d'extraire au moins partiellement des protdines dans
des conditions tres douces et dans un milieu constamment voisin
de la neutralité.

2) Rechercher si les SCMK extraites dans différents types de
kératines conticnnent aussi des SCHMK-RG.

L'action du thioglycolatc d'ammonium 0,1 M (ou
0,01 M) & pH 8,0 cn milieu urde 4 M et & 02C (T 61) constituc
un traitement extr8mement doux des kdératines (T 61). Les quantitds
dc protéines extraites restent cependant treés faibles (2 & 3 %).
lialgré tout, leur teneur en glycocolle et en sérinc (colonne 4
du tableau XXVI) quoiquec moins dlevde que celle des SCHK-RG
permet de les apparcenter & cette derniere fraction. L'électro-
phorése sur gel d'amidon permet de confirmer cet apparcntement.
En effet, la laine traitéec une premiere fois par le thioglyco-
late d'ammonium est & nouveau traitde par le thioglycolate de
potassium dans les conditions habituelles. On obtient alors des
SCMK dont la fraction SCHK~-RG est incomplete. En cffet, certaines
bandes caractéristiques des SCMK-RG et qui correspondent aux
protdéines primitivement extraites sont absentes.

Une confirmation de 1l'existencec naturelle de ces
composés riches cn glycocolle et cen sérine est fournie par la
comparai son des protdincs constitutives des SCMK de la laine
Mérinos ¢t du poil lohair. Les SCHK qui dérivent préférentiel

lement de 1'orthocortex de la laine Mérinos (FRASER et al.)(120),
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MOSCHETTO et BISERTE (121) sont Sélectrophorétiquement identiques
a2 celle de la laine Mohair dont le cortex présente presque uni-
quement le caractére orthocortical. D'autre part, les composi-
tions en amino-acides des deux types de fibre sont presque
identiques (CREWTHER et al.) (122).

I1 résulte de ces caractéres communs quec le
comportement de l'orthocortex dc¢ ces decux fibres vis-a~vis du
thioglycolate doit &tre identique.

L'absence des SCMK-RG dans les SCMK ddérivdées du
poil Iohair confirmée par tous les fractionnements utilisdés
permet donc d'affirmer que les RG-kératines ne proviennent pas
des coupures des chafnes kdératiniques par les réactifs utilisds.
Le probléme de l'origine des SCHK-M est certainement analogue.

Ces fractions existent a 1'état naturel dans la
fibre, quand elle s'y trouvent, et de plus, elles sont en majeure
partie originaires du cortex de la fibre puisqu'on peut aussi les
extraire des cellules orthocorticales.

Cette remarque quant & la lccalisation des SCMK-M
ct SCMK-RG est trés importante car DE DEURWAERDER et al. (123)
parviennent aussi & extraire une fraction qui ecst riche en
glycocolle et en tyrosine, elle est dec plus, riche en tryptophannec
et en phénylalanine. L'extraction est faite sur la lainc par unc
solution de tris(diéthylaminoéthyl) phosphine dans la formamide
et les examens en microscopic électronique des fibres ainsi
traitdes ‘permettent aux auteurs de conclure que les protéines
extraites, dérivent des membranes situdes entre les cellules
cuticulaires. Cependant ces protéines nc représentent vraisem~
blablement qu'une tres faible fraction des SCMKRG qui, nous 1le
répétons sont localisdées dans tout le cortex de la fibre.

L'abscnce des SCHK-RG n'est pas spéciale & la
fibre Mohair. La chromatographie sur DE.L-Sephadex, des SCMK déri-

vées des kératines du cheveu humain montre aussi l'absence de
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de ces fractions riches cen glycocolle, de plus les SCMK-M sont

aussi absentes.

VIII - CONCLUSION

1) L'ensemble des fractionnements utilisds et en parti-
culier 1'emploi du DE.E-Sephadex permet de mettre cn dévidence
1'extréme complexité des S-carboxyméthylkératines dérivdes de
la laine Mérinos. Celles-ci constituent un mélange nc contenant
pas moins de trente protdéinces distinctes. L'utilisation du
DE.E-Sephadex montre en particulier que les SCMK-. constituent
un groupe de protéines beaucoup plus complexe qu'on nc le pensait.
Celles-—ci sont en effet assocides & un autre ensemble de protdéi-
nes (SCHMK-M) lui-méme trés complexe, surtout caractdrisé par unc
forte teneur en sérine.

2) La comparaison des fractionnements chromatographiques
réalisés sur les SCMK extraites soit de la lainc Mérinos, soit
du poil Mohair, montre sans ambiguitdé que les SCMK-RG nc provien-
nent pas de coupures de liaisons peptidiques des chaines kdérati-
niques par les rdéactifs utilisds.

Ces protéines nefreprésentent qu'un pourcentage

relativement faible des SCMK (5 & 10 %), mais lecur composition
en amino-acides est si inhabituclle qu'elle justifie a elle
secule des tentatives de purification et d'isolement. L'unc d'entre
clles a d'ailleurs pu &tre isolde dans un dtat de purcté trés
avancé et est trés bien caractdérisdée par unce teneur élevée cn

glycocolle et en tyrosine.
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DISCUSSION GONERALL UT 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 propridtés de cette fibre.

in particulier, les différences de réactivité de
l1'orthocortex et du paracortex de la fibre vis-a-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 problémes & résoudre ont donc été successivement :

1) la séparation des constituants morphologiques de la laine.

2) 1'étude des protéines constitutives des kératines.

Un troisiéme probléme se pose quant & la différenciation précise
des protéines ortho- et paracorticales. Il ne peut &tre résolu
qu'en se référant aux données acquises sur les protéines de

la laine vierge. liais 1'étude des protéines paracorticales ne
peut &tre 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 aspecte.



La séparation des cellules ortho et paracorticales
est relativement facile. Les criteres utilisés pour le contrfle
du fractionnement du cortex de la laine et 1'étude des protéines
dérivées aussi bien des cellules corticales que de la laine
vierge ont évolué parallelement aux progrés techniques réalisés
en biochimie analytique. L'utilisation de la DsiAil-cellulose nous
a montré 1'hétérogénéité des protéines extraites. L'application
ultérieure de la gel-filtration sur Sephadex nous a permis d'envi-
sager l'isolement des différents groupes de protéines. Le
couplage judicieux des deux méthodes chromatographiques nous a
conduit a 1l'isolement de protéines tres purifides. Znfin, 1'utili-~
sation de 1'électrophoreése en gel d'amidon nous a permis de
contrdler efficacement notre plan de fractionnement. De plus,
la technique de dosage des amino-acides de MOORE et STwuIll a2 aussi
remplacé avantageusement la méthode des dinitrophénylamino-

acides, moins précise et moins rapide.

B - SEPARATION DES CONSTITUANTS 1OPHOLOGIQUES D Li LAINE

Nous avons montré que les principales méthodes
utilisées pour la séparation de 1l'orthocortex et du paracortex
de la laine modifiaient les protéines que 1l'on pouvait extraire
ultérieurement de ces composants morphologiques.

Nous avons donc précisé les conditions optimales
de séparation de l'orthocortex et du paracortex afin de ne pas
altérer leur structure protéique. L'utilisation de 1'hydrolyse
pepsique nous a permis de décrire un protocole de séparation
satisfaisant. Nous avons déterminé la composition en amino-
acides des hydrolysats a diffdérents stades de 1l'attaque enzyma-
tique. La composition de ces hydrolysats est sensiblement
constante dans le temps, ce qui prouve que la pepsine attaque

des régions tres précises de la fibre qui sont pauvres en soufre.
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4Lprés 1'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 S-carboxyméthyl-
kératines) sont identiques & celles des protéines dérivdes
directement de la laine vierge. On peut donc conclure que la
méthode que nous avons mise au point est celle qui & 1'heure

actuelle respecte le plus 1'intégrité des kératines.

C - CLASSITICATION DS PROTEINIS CONSTITUTIVES DiS KIRATIHES.
1) METHODES CHROLATOGRAPHIQUSS

Les protéines extractibles par le thioglycolate de
potassium et modifides apres blocage des groupements thiol
libres par l'acide iodoacétique constituent les S—-carboxyméthyl-
kératines (ou SCHK).

Les SCHK peuvent 8tre divisées en deux classes
principales : les SCHMK-A pauvres en soufre et les SCrK-B riches
en soufre. Hous avons montré de plus l'existence de deux classes
mineures, les SCHK-RG et les SCMK-li, Les SCiil-4A et les SCLHK-B
peuvent 8tre sépardes par des méthodes actuellement classiques,
reposant sur une précipitation aux environ de pH 4. Cette sépa-
ration n'est vraiment spécifique que si elle s'effectue en
présence de sels neutres & une concentration telle que la force
ionique soit comprise entre 0,4 et 0,5 (O'DONNELL et TEOLPSON)
(124). Certes, ce procédé constitue un fractionnement de base
tres satisfaisant que nous avons largement utilisé. lais, les
fractions ainsi isolées doivent cependant &tre purifides. Diffé-
rentes techniques ont déjx &té décrites par quelques auteurs ;

pour notre part, nous nous sommes orientésdes le début de notre

travail vers les fractionnements chromatographiques.
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Les SChX-A, qui constituent la fraction pauvre en
soufre et qui sont précipitables en milieu acide, ont été

purifides par la méthode de gel-filtration sur Sephadex G75.

Nous avons montré que 1l'on obtenait par cette méthode deux

pics chromatographiques parfaitement séparés. Le premier pic
majeur contient les SCiik~4 et le second, de moindre importance
et hétérogeéne, contient des fractions mineures riches en glyco-
colle et en tyrosine. Les mesures que nous avons effectudes par
la méthode de gel-filtration montrent que les poids moléculaires
des SCrK-A s'échelonnent entre 70.000 et 160.0C00. Ces valeurs
sont en accord avec celles déterminées par O'DONNILL et WOODS
(125), mais les valeurs minimales que nous avons trouvées sont

supérieures 2 celles décrites par ces auteurs,

Les SCMKX-B constituent la fraction riche en soufre
et sont acido-solubles. Nous avons montré qu'clles étaient
facilement fractionnées sur Sephadex G200 (voir la figure 32 4).
Blles sont constituées de deux fractions principales. Les poids
moléculaires que nous avons déterminés par la méthode de gel-
filtration sont respectivement de 29.000 et de 16.00C. Les
valecurs habituellement trouvées pour les SCHX-E sont comprises
entre 18.000 et 21.000 (GILL®ESPIE) (126) et entre 8.000 et
10.000 par la mesure des tensions superficielles (HAzRAP) (127).
On peut cependant expliquer cette discordance. &n effet, nous
avons trouvé en plus des deux fractions principales, une petite
quantité de protéines dont le poids moléculaire moyen est infé-
rieur & 10.000. Cette observation explique le fait que nous
ayons obtenu, pour les fractions principales, des valcurs de
poids moléculaire supérieures a celles d'autres auteurs qui
ont déterminé des poids moléculaires moyens de fractions non

purifides.
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Les SClK-iRG représentent la fraction mineure obtenue

par chromatographie sur Sephadex G75 des SCHK-A (voir plus

haut). Elles constituent un groupe de protéines caractérisdes

par une tres forte teneur en glycocolle, en tyrosine et en

sérine. Ces trois amino-acides représentent 50 & 60 p. 100 du

nombre de résidus d'amino-acides. A la suite de nos travaux,

1'isolement et la caractérisation de cette fraction ont &té.con-
ey

firmés par les recherches australiennes de CREWTIEZER et al. (128)

en 1965. Comme les SChK totales, mais en milieu de faible force

ionique, les SCHMK-RG peuvent se subdiviser en deux sous-~fractions
par précipitation en milieu acide. La fraction acido-soluble a
une teneur en soufre un peu plus élevée que celle de la fraction
précipitable. MHais, les teneurs cn soufre de ces deux sous-~
fractions restent faibles ct seulement un peu plus élevées que

celle des SCHK-A.

Les SChil~li que nous avons mises en évidence par
chromatographie sur DEill~-Sephadex a partir des SCiK ou des
SCrK-4A, constituent un groupe de protéines trés complexc. Ces
protdines sont surtout trés riches cen sérine et, & 1l'inverse
des SCHK-RG, leur teneur en tyrosine est assez faible. La
chromatographie sur DiAs-Sephadex montre que 1l'on peut distinguer,
comme pour les SCuK-RG, deux fractions dont les tenecurs en
soufre cystinique, quoique faibles, sont différentes. (voir
le tableau XXIX).

Nous avons pu montrer que les deux groupes mincurs
(SCHK~RG et SCHK-M), qui représentent chacun 5 & 10 p. 100
du poids des SCHK-A, cxistent & 1'état natif dans les kératines.
Ils ne proviennent pas de coupurcs des chaifnes peptidiques.

Par contre, on ne les trouve pas en égale proportion dans les
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diverses fibres kératiniques : les SCuK-RG sont abscntes dans
la fibre tiohair ; les SCLK-RG et les SCMK-ii ntont pu &tre mises
en évidence dans le cheveu humain.

La chromatographie sur Scphadex G200 dans les condi-
tions que nous avons définies (voir la figurec 28 et le tableau
XXI11) confirme 1'ensemble de la classification que nous venons

de proposer.

2) ETUDS SLECTROPLORETIQUE

La classification des kératines cn 4 groupes que
nous venons de définir par des méthodes chromatographiques
concorde parfaitement avec les études électrophordétiques que
nous avons effectuédes..L'utilisation de 1'électrophoresc en
gel d'amidon nous a permis une étude comparée de ces quatre
groupes. Tout d'abord, chacun d'cux est constitué d'un certain
nombre de protéines révéldées sur les électrophorégrammes.
L'cnsemble des quatre groupes correspond au moins 2 30 protdéines
nettement différenciées. Nous avons défini chacune de ces

protéines par une mobilité électrophorétique relative.

Malgré leur homogéndité en électrophorese libre et
en ultracentrifugation, les SCiHi{-A se réveélent en électrophoreése
en gel d'amidon comme un groupc cncore complexe. Il est constitué
de huit protéincs nettement individualisdes et d'un groupe
révelé d'unc facon trés diffusc. Les mobilitdés de ces protéines
sont asscz faibles ct les SChMK-A sc réveélent d'autre part, sous

la forme d'un systéme compact de bandes.

Les SCMK-B sont au contrairc treées rapides et sont
révélées sous forme de deux bandes assez étalées. La plus rapide

contient au moins deux constituants de mobilité treés voisinec.



Les SCuK-RG ont des mobilités voisines des SCHK-3

mais sont composées de bandes fines ¢t intensdément colordes.

Quant aux SCHK-M, clles migrent en partie comme les
SChK-A mais la plupart des constituants se trouvent répartis
dans la région médiane de 1'électrophorégramme. L'ensemble
de tous ces résultats a été consigné sous forme d'un tableau
comparatif (voir tablcau XXIII).

D - ISOLEMENT ET PURIFICATION DES SCILI

Les différents groupes identifiés ci-dessus ont été
caractérisdés par leur composition en amino-acides. Le¢ probléme
de 1'isolement des protéines constitutives de ces groupes
ne peut 8tre résolu dans son ensemble dans le cadre de notre
travail.

Nous avons malgré tout essayé de préciser la compo-
sition en amino-acides dec certains composants. L'isolement de
protéines trés purifides nc pecut &tre réalisé que pour le
couplage des méthodes chromatographiques. Ce probleéeme n'a &té
abordé que par quelques spécialistes de la laine. Par exemple,
O 'DONIELL et THOMPSON (129) ont proposé un sous-fractionnement
des SChK-A, (GILLESPIZ) (130) a proposé une méthode de séparation
des SCHK~B. Dans le premier cas, deux protéines ont été iso-
lées, qui differcnt fortement dans leur composition en amino-
acides. Dans le¢ sccond cas, le résultat est plus doutcux.

Hous avons donc abordé le probléme du fractionnement
des SCHK-B avec les méthodes chromatographiques que nous avions
miscs au point. Ces protéines sont facilement fractionnées sur
Sephadex G200 (voir 1la figurce 32 A). Une purification ultdé-
ricurce peut 8tre obtenue par couplage avec une chromatographie
sur DiEAB-cellulose ou sur DEAL-Sephadex. Nous sommes parvenus

& isoler unc des protéines constitutives des SCiK-B dans un
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état de purcté tel qu'on ne réveéle qu'une seule bande majecurec
en électrophorése sur gel d'amidon. La composition en amino-
acides a été déterminéc. Cette fraction a une tencur asscz
élevée en cystine et en proline.

De méme lc¢ couplage des chromatographies sur DiEAE-
ccllulose et sur DBAu-Scphadex nous a permis d'isoler une
SCiK~RG dont nous avons également déterminé la composition cn
amino-acides. Comme le pgroupe dont elle dérive, cette protéine

2 une haute teneur en glycocolle, en tyrosine et en sérinc.

i“n conclusion, notre contribution & 1'étude des

kératines de la lainc nous a permis de définir quatre groupes
distincts de protéines. ous avons mis au point plusiecurs
méthodes d'isolement ¢t de caractérisation des S~carboxyméthyl-
kératines. Deux protdéines ont pu &tre isolées dans un état

de pureté dlectrophorétique satisfaisant et leur composition

en amino-acides a été déterminde.

L'étude de ces protéines nous a permis de montrer
que la méthode de sdéparation de la lainc cn ses composants
morphologiques par hydrolyse pepsiquc n'altére pas les pro-
téines constitutives de ces fractions.

L'cnsemble de ce travail coanstitue une étape indis-
pensable pour entreprendre des études plus poussdées sur les

diverses kératines.



~127-

CHAPITRE VII

EXPOSE DES TECHNIQUES

I - SUBSTRATS ET REACTIFS

A - LAINE MERINOS (T 1) (%)

1) Origine .
La laine utilisée est constituée par la toison compléte

d'un mouton Mérinos élevé en Australie. L'animal est élevé

dans les conditions atmosphériquesct alimentaires constantes
pour obtenir toujours le méme type de laine. Nous avons utilisé
deux tontes SW 286 et SW 294 aimablement fournie par Messieurs
les Docteurs ROBERTS N.F. et JAMES 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 Contrdle 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 déployéde. 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 2 1'éther de pétrole dans un extracteur de Soxhlet pour
extraire le suint. Elle est ensuite séchée & 1l'air puis lavée
8 1l'eau distillée pour dissoudre les sels minéraux. La laine es-
sorée est ensuite séchée sous forte ventilation & 1'étuve &

37-409C.

(*) Les indications T, entre parenthéses indiquent les différents
paragraphes relatifs aux diverses techniques utilisées et
correspondent aux références indiquées dans 1l'exposé de notre
travail,
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B - FIBRE MOHALIR (T 2)

Le Mohair, poil de chevre Angora, nous a été fourni cn
toison et en ruban peigné par le C.T.C.R.S. de Roubaix. Il

provenait du CAP.

¢ ~ ENZYMES (T 3)
1) Pepsine

La pepsine employde est cristallisée deux fois
(WOrthington Biochemical Corp. Lot 646).

2) Trypsine

La trypsine utilisdée est cristallisée unc fois en
présence de Mg S0, (Seravac Laboratories, CAPE TOWN, SOUTH LFRICL)

D ~ REACTIFS ET PRODUITS CHIMIQUES (T 4)

Tous les réactifs et produits chimiques utilisés sont
2 1'état de pureté pour analyse ou sont amenés 2 cet état par

purification au laboratoire.

E - .LGENTS DE CHROMATOGRAPHIE (T 5)

Echangeurs d'ions
-~ Diéthylaminoéthylcellulose ou DEAE~cellulose POWDER DE 50
"WHATMAN".
~ DE/E~SEPHADEX 4 50 "MEDIUM"
3,5 + 0,5 mEq/g, granulation : 100 - 270 mesh. Volume de¢ gel
par gramme sec : 10 - 15 ml (dans un tampon phosphate 0,2 Ii de
pH 7). ("PHARMACIA" UPPS4LA,SUEDE).
- "Cation Exchange Resin" DOWEX 50 x 4 (BIO-R.AD Laboratories",
U.S.A)
sgents de gel-filtration
-~ SEPHADEX GT75
Prise d'eau : 7,5 + 0,5 g/g, granulation : 40-120 p.

Volume de gel par gramme sec : 12-15 ml.
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- SEPHADEX G100
Prise d'eau : 10 + 1 g/g, granulation ; 40-120 b - Volume

de gel par gramme sec : 15-20 ml.

-~ SEPHALDEX G200

Prise d'eau 20 + 2 g/g, granulation 40-120 p - volume dec
gel par gramme sec : 30-40 ml.
Le Sephadex sous toutes sesformes est fourni par "PHARMACIAM
(UPPS4LL, SUEDE).

I1 -~ METHODES GENERALES D'ANALYSE

A - LNALYSE DES ACIDES AMINES PAR L/ METHODE DR PIEZ BT
MORRIS (T 6)

1) Généralitds

La méthode de dosage des acides amindés donnant &
1'heure actuelle les résultats les plus sabtisfaisants est
celle décrite par SPACKMAN, STEIN et MOORE (i21). Nous utili-—
sons unc variante de cette dernieére déerite par PIEZ et MORRIS
(132) et adaptée & 1'apparcillage utilisé dans le laboratoire
(TECHNICON) par DAUTREVAUX (133). Le mode opératoire comprend
schématiquement deux parties : la séparation chromatographique
des acides aminés ot leur dosage automatique.

2) Séparation chromatographiques (T 7)

La chromatographie est rdéalisde sur unc colonne de

résine sulfonde (DOWEX 50 X 12) d'unc longucur de 132 cm et

<

d'un diameétre de 0,9 cm. Ce type de résine permet la sépara-
tion de tous les acides aminés habituels en une scule opdéra-
tion, mais 1l nécessite unec température d'élution de 602C et
un calibrage parfait de la résine (22 microns). L'élution des
amino-acides fixés au scmmet de la colonne est réalisde par
un tampon citrate de sodium - acide citrigue de pH et de

molarité croissants : le gradient continu est obtenu au moyen
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d'un "Varigrad" (PETERSON et SOBER) (134) permettant le
mélange progressif au cours de la chromatographie, du contenu
de chacune des 9 cellules de l'appareil. La composition du
tampon de chaque cellule (Tableau XXVII) conditionne 1'évolu-
tion du pH et de la molarité du tampon injecté au sommet de
la résine.

L'injection au sommet de la colonne est réalisée au
moyen d'une pompe (*) permettant un débit constant de 30 ml/h
sous une pression de 1 & 3 kg/cm selon la molarité du tampon.
La durée d'une chromatographie est de 21 heures. Aprés cec laps
de temps et pour éviter toute perte d'amino-acides on continue
& injecter pendant 1 heurc supplémentaire unc solution de
citrate trisodique 2,4 N. La colonne est ensuite directement
régéndérée et équilibrdée par un tampon citrate de sodium-
acide citrique 0,25 M de¢ pH 2,917. Toutes ces opérations sont
cffectudes automatiquement par 1l'ouverturc de vannes électro-

magnétiques commandées par un programmateur électronique.
3) Dosage (T 8)

Dans cctte deuxieme partie du processus opératoire

d'ailleurs simultande & la chromatographie, une partie

aliquote de 1'éluat (0,32 ml/minute) est prélevée ct mélangdée

——— i St e oo (o S g i A R it A e MM P e VA W Kot T M W W ot P - —— —— o i oo S - -

(*) Minipump (MILTON ROY COMPANY) débit O & 114 ml/h.
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T.LBLEAU XXVIT

(PIEZ et MORRIS) (135)
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Cellule Tampon Citrate H20 pH Ngrma—
n¢ pH 2,91 2,4 N 1litdé en
(Wa™)
1 75 ml - - 2,91 0,25
2 75 ml - - 2,91 0,25
3 75 ml - - 2,91 0,25
4 70 ml 5 ml - 3,30 0,295
5 50 ml 24 ml - 4,30 0,70
6 40 ml 19 ml 15 ml 4,30 0,556
7 30 ml 10 ml 34 ml 4,30 0,315
8 5 ml 52 ml 15 ml 5,90 1,26
9 - 71 ml - 7,26 2,40

I : Tampon 0,25 MM, pH 2,91

595,2 g citrate trisodique 5,5 H

1624 g acide citrique H,O

i1 :

2

1 ml d'acide n-caprylique
H, O q.s.p. 20 litres

2

20‘

Ajuster & pH 2,91 avec de 1l'acide citrique, le pH de
la solution obtenue étant gdéndéralement trop élevd.

Ce tampon est privé d'ammoniaque par passage sur une

colonne d'imberlite IR 120 sous forme Na

pH 2,91.

équilibrée a

N\

Avant usage on ajoute 2,70 p. 1000 d'unc solution de
agent tensioactif (50 g dissous & chaud dans
dans 150 ml d'eau et 5 p. 100 de thiodiglycol (milieu

"Brij 35",

réducteur, pour isoler le mélange cystine-cystéine sous
forme de cystéine (LOORE et STEIN) (136)

Citrate de Na 2,4 N
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au réactif & la ninhydrine (*). La colonne liquidicnne ainsi
formée est d'autre part fragmentdée par injection de bulles
d'azote (0,10 ml/minute) ec% le tout est amendé dans un bain-
marie & 952C ou le mélange circule pendant 20 minutes. L'injecc-
tion de 1'éluat et de l'azote est réalisdée au moyen de la

pompe proportionnante a galets de 1'Autoanalyscur. Le réactif

— . S oy B S S VAL Bl T WA SO Bt G WA e . g YOS it B A D MRS i SR ST YA D SV M UMM PO, P A S N S SO SO S v S

(*¥) Le réactif 2 la ninhydrine est obtenu en mélangeant les
deux solutions suivantes :

1¢) Unc solution de 11 g de ninhydrine et de 1,65 g d'hydrin
dantine dans 412 ml d'ester monoéthylique du glycol 3 cette
solution est préparée sous atmosphere d'azote.

22) Un mélange de 2100 ml d'ester monodthylique du glycol, de
3075 ml d'eau bidistillée, dec 2 ml d'une solution de complexon
a 2,5 p. 100 et de 420 ml de tampon acdétatc de sodium=-acidc
acétique 4 M de pH 5,5 qui a été conservé 12 a 24 h sous atmos-
phére d'azote ; 1l'ester monodéthylique du glycol utilisé est
préalablement distillé sur couple Cu-Zn (BUSSON et al.) (137)
on s'assure de plus de 1l'absence de peroxyde par action sur
1'iodure de potassium.

Ce réactif est étalonné avant chaque dosage par rapport
a2 une solution 0,5 mM de leucine. Les densitds optiques lues
pour cette solution par chacun des 2 colorimevres de l'apparecil
utilisé (TECHNICON) sont d'environ 0,400 pour le colorimetre
n? 1, 0,800 pour le colorimeétre n® 2 et 0,190 pour le colori-
métre n? 3 (voir plus loin). Ces densitdés optiques sont ramendes
a des valecurs fixdées arbitrairement ¢t communes & tous les
dosages (0,450 - 0,900 - 0,200).
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2 la ninhydrine est au contraire injecté au moyen d'unc
"Minipump" (débit : 144 ml/h). Le schéma d'ensemble de 1'appa-
reil est illustré par la figure 34.

Lu sortir du bain-maric on reprend au moyen de la pompe
proportionnelle une partic du mélange rdactionnel (2,90 ml/
minute) & laquelle on injecte de 1'air, de facon & rdéoxyder
l'hydrindantine résiduelle cn ninhydrine. Finalement, le mélange
est conduit & unc sdérie de trois colorimétres permettant 1la
lecturc & deux longueurs d'onde et dcux scnsibilités différentes.
Deux des colorimeéetres équipés de filtres a 573 et & 571 mp
permettent la lecture de la coloration bleue-violette & deux
sensibilités différentes (cuves de 4 et de 8 mm d'épaisseur)
¢t le troisieme dquipé d'un filtre & 441 mp permet la lecture
de la coloration jaune donnée par la proline et 1l'hydroxypro-
line. Les densités optiques indiqudées par ces colorimeétres sont
simultandément inscrites sur le papier d'un enregistreour a
plusieurs canaux sous la forme de trois courbes diffdrentes

(Figure 35).

4) Interprétation des résultats (T 9)

Le calcul des quantités d'acides amindés mises en jeu

dans le dosage est rdalisé a partir des courbes d'délution : il
consiste a mesurer la surface de chaque pic de la courbe cn
l'assimilant & un triangle (S = H x B). Des essais préliminaires
effectués sur des mélanges témoins dzamino-acides en concentra-
tion équimoléculaire permettent de connaftre le rendement colo-
rimétrique exact de la réaction de la ninhydrine avec chaque
amino-acide.

Les surfaces de chaque pic d'amino-acide sont ensuite
corrigées en fonction de ces coefficients colorimétriques.

D'autre part, les hydrolyses des protdines sont en géndéral
effecctudes pendant deux durdées différentes (24 h et 72 h). Ces

deux temps diffdérents permettent de tenir compte de la destruc-
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FIGURE 35

CHROMATOGRAPHIE D'UN HYDROLYSAT CHLORHYDRIQUE
DE PROTEINE

Courbe supérieure : colorimétrie a 571 my, cuve de 8 mm.
Courbe médiane : colorimétrie & 573 mp, cuve de 4 mm.

Courbe inférieure : colorimétrie & 441 mp, cuve de 4 mm.
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destruction de certains acides aminés au cours de 1'hydrolyse
(tyrosine, sérine, thréonine, acides aspartique et glutamique).
On peut ensuite extrapoler & la valeur Ao, représentant
la teneur de la protéine en acide aminé au temps O de 1'hydro-
lyse, les valeurs A1 et A2 qui sont les résultats du dosage
apres des durédes d'hydrolyse t1 et tz.
appliquer la formule de HIRS, STEIN et MOORE (138)uni suppose

Pour ce calcul on peut

une destruction des acides aminés par une réaction d'ordre 1

t2 t1
log Ao = X log A1 - w—————— x log A

2 - t1 t2 ~ t1 2

Dans de nombreux cas la formule

b2 b
ho = om0 * N "o R

donne des résultats sensiblement identiques.

5) Conditions d'hydrolyse des vnrotéines (T 10)

Les hydrolyses sont rdalisées de facon a éviter toute
oxydation des amino-acides et toube perte par réactions secon-
daires au cours de 1'élimination de l'acide chlorhydrique.

Dans le cas de la S-—carboxyméthylcystéine 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. 100 (COLEY, STEIN et MOORE) (139). Apparemment,
le sulfoxyde formé par oxydation est instable dans HCl chaud
comme dans le cas du sulfoxyde de la S-méthylcystéine.

D'autre part, si on évapore les hydrolysatls par dessica-
tion sous vide sur NaOH on enregistre souvent une diminution du
taux de sérine. IKAWA et SNELL (140) cxpliquent ce déficit en
sérine par la formation d'estecrs du type O {(gamma~glutamyl)-

sérine. Pour éviter cet incorvénient, il faut procéder & une
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évaporation rapide et en milieu de faible concentration en HC1.

Ces remarques nous ont amené & utiliser le protocole
d'hydrolyse suivant

Une quantité voisine de 4 mg de protéinc, pesée au 1/100
de mg, est introduite dans un micro-bécher de 0,3 ml environ
et de forme haute. On laisse tomber ce dernier dans un tube de
verre pyrex (épais) haut de 25 cm et d'un diamétre de 1;5 cm,
fermé & la base et contenant 4 ml d'une solution aqucusc de
HC1 & 50 p. 100 (V/V). Cette solution est préparée extempora-—
nément & partir d'acide chlorhydrique Merck et d'eau bidistillée.
Le tube est ensuite épaissi au chalumeau au 2/3 de sa hauteur
et 1'extrémité en est brulée pour enlever le mordant du verrec.
Aprés refroidissement complet, on congéle dans un mélange ncige
carbonique-acétone et on dégaze sous vide (pompe & vide). Le
dégazage doit &tre poursuivi plusieurs minutes apres la
décongélation. On scelle ensuite le tube au chalumeau en
maintenant le vide. L'hydrolysc dure ensuite 24 ou 72 hecures
a la température constante de 1109C. Apres refroidissement rapide
et ouverture du tube & hydrolyse, l'hydrolysat est transvasé
quantitativement dans un flacon a plasma de 500 ml cn cffectuant
de nombreux ringages & l'eau distillée. Le volume final est
amené a 100-150 ml. Aprés congélation & - 202C le contenu du
flacon est lyophilisé puis repris par 4 ml d'une solution milli-
molaire de Norleucine. La présence de Norleucine permet de
connaitre exactement la quantité d'hydrolysat déposée sur la
colonne de résine. Dans le cas des glycoprotéines la solution
chlorhydrique utilisée contien®t environ 0,03 p. 100 de trichlo-

rure de titane (p/V) afin d'éviter la formation de dépdts

charbonneux pendant l'hydrolyse.



-138~

B -~ DOSAGE DES ACIDES AMINES TOTAUX PAR LA METHODE DE LEVY (T 11)
(141)

1) Principe de la méthodec et généralitds

La dinitrophénylation est une méthode introduite par
SANGER (142) en 1945 pour 1'étude de la structure des protéines.
Le 1-fluoro-2,4-dinitrobenzénc (FDNB) se¢ fixe facilement, & la
température du laboratoire et en milieu légérement 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
dinitrophénylc se fixe aussi sur les groupements thiol de la
cystéine et phénol de la tyrosine, les groupes ® -amindés des
acides diaminés ainsi que sur le noyau imidazole de 1'histidine.
L'arginine ct les amides des acides dicarboxyliques ne donnent
qu'un dérivé mono-dinitrophénylé sur le groupe a-amind,.

Les dinitrophénylamino-acides (DNP-amino-acides) se
classent en deux groupes suivant lcur solubilité : le groupe
des éthéro-solubles et le groupe des hydrosolubles. Le groupe
des hydrosolubles cnglobe les dérivés suivants : a=-mono-DNP-
arginine, a-mono-DNP-histidine et acide DNP-cystdique . Le groupe
des DNP-éthérosolubles englobe tous les autres dérivdés y compris
la S-carboxyméthyl-DNP-cystéinc que 1l'on rencontre lorque 1l'on
traite des protéines S-carboxyméthylées apreés réduction (voir
la revue générale de BISERTE et al.) (143). Un exposé pratique
de la méthode a rdécemment été fait par BISERTE et MOSCHETTO
(144). L'hydrolyse totale de la protdéine est faite & 1'aide
HC1 6 N, apres dégazage sous vide. Les hydrolysats étendus
d'eau sont lyophilisés. L'hydrolysat lyophilisé correspondant
& 10 mg de protéine est repris dans de 1'eau distillée (10 ml).

La condensation des amino-acides avec le 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzéne a lieu & 409C ¢t a pH constant de 9.

Aprés refroidissement ct élimination de 1'excés de FDNB

ar extraction & 1'éther, une partic des DNP-amino-acides est
b
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extraite & 1'éther aprés acidification du milieu. Cette
extraction est complétée & 1l'aide d'acétate d'éthyle. Les
extraits réunis constituent la phase éthérée qui contient
tous les amino-acides & 1l'exception de l'acide DNP-cystéique,
de la DNP-arginine et de 1l'a-mono-DNP-histidine.

Ces dérivés (DNP-hydrosolubles) restent dans la phasc
aqueuse et sont extraits par un mélange acétate d'éthyle et
n-butanol. Les deux phases "éther" et "butanol" sont évapordes
séparément et le dinitrophénol qui les souille est éliminé par
sublimation.

Les DNP-amino-acides sont ensuite repris par de 1l'acétone
et déposdés sur papicr Whatman n? 1 en vue de leur séparation

chromatographique. Les DNP-éthérosolubles subissent une

chromatographie bidimensionnelle dans le systéme solvant toluéne-

phosphate de BISERTE ct OSTEUX (145).

Les DNP hydrosolubles sont chromatographiés en unec secule
dimension dans le premicr solvant de ce systéme.

Pour le dosage colorimétrique, les taches colordes
en jaune sont éludes avec unc solution de bicarbonate & 2 p.
100 et les lectures sont faites & 360 mp sauf pour la DNP-
proline. (385 mp).

La condensation des acides amindés avec le 2-4 dinitrofluo-
robenzeéne 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 d'amino-acides

pour 100 acides aminés.

C - DOSAGE DES ACIDES AMINES N-TERMINAUX SELON L4 METHODE DE
SANGER (147) (T 12)

La condensation de la protéine avec le fluorodinitroben-

zéne se fait & 259C pendant 24 h cen milieu tamponné par du
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bicarbonate de sodium. Le milieu contient en plus du chlorhy-
de guanidine (PHILLIPS) (148).

La dinitrophényl-protéine ainsi obtenue, généralement
insoluble, est hydrolysée par HC1l 5,6 N pendant 16 h a 1102C.
Les DNP-amino-acides terminaux sont extraits sélectivement
identifiés par chromatographie et dosés selon le protocole

exposé précedemment.

D - DOSAGE DU SOUFRE THIOL ET DISULFURE (SHINOHARL) (149) (T 13)

1) Principe
Le dosage de la cystéine est fondé sur l'oxydation du

— T S G T S Ty W A St S S A G o W S e e s S Pt

groupement thiol qui s'accompagne de la formation de 1 molécule
de cystine pour 2 molécules de cystéine. Cette oxydation est
faite par un excés de phospho-18-tungstate de sodium (P208Na6
(WO3)18, 22 HZO) gui est réduit quantitativement avec forma—

tion d'un composé bleu intense selon la réaction.

2R - SH + 2 P,0Na, (W0,) g e

Lo

(1) R-S-S-R + H,0 + {;208 Na6(W03)1;]2W205

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-5-S-R + 2 50, Na H—3=2R -SH+2R -8 - 50, Na,
Le mode opératoire que nous décrivons permet donc de

doser & la fois la cystéine présente initialement dans la laine

et celle apparuc par réduction de la cystine & 1l'aide du

bisulfite de sodium.



~141-

2) Mode opératoire

a) Pour avoir une réduction compléte de la cystine, il
est nécessaire qu'elle soit & 1'état libre ou engagée dans dcs
oligopeptides a cystine.

Dans ce but des échantillons de 100 mg de lainec sont
hydrolysés partiellement par 20 ml de HCl1 5 N & 1'ébullition
a reflux pendant 6 heures. L'hydrolysat amené & 100 ml avec de

l'cau distillde est filtré.

b) La cystine est ensuite dosée sur des priscs 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 HC1l N/1 ou de NaOH N/1 pour que
celles—-ci contiennent toujours 0,005 miq de lCl. La constance
du pH est en effet indispensable pour avoir un développement
régulier de la coloration et surtout une reproductibilité
parfaite des densités optiques donndes par les essais a blanc.
Le pH final au moment du développement de la coloration doit
étre compris entre 5 et 5,1. ipreés dosage le pH est d'ailleurs
contr6lé et les essais dont lc pH s'écarte de eces valeurs

sont recommencés.

c) Le milieu est tamponné par 20 ml de tampon acétate

de sodium 0,6 M -acide acétique 0,07 M.

d) La réduction de la cystine en cystéine est faite au
moyen de 3 ml d'unc solution de bisulfite de sodium préparde
extemporanément par dilution de 40 ml d'une solution & 3092B a
100 ml1 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 & 95 g/1),

agite et améne 2 50 ml. On laisse la coloration se développer
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a l'obscurité pendant 20 minutes & la température du labora-
toire. Les lectures de densité optique sont ensuite faites 3
650 my.

f) Pour tenir compte de la coloration trés faible
produite par les réducteurs autres que la cystéine, on fait
parallélement des essais & blanc. On procéde comme pour le
dosage mais, pour éviter que la cystéine ne réagisse avec le
réactif phosphotungstique, celle-ci est compléxée par formation

d'un mercaptide qui ne réagit pas.

2 R-SH + Hg ClzﬂwﬁwR—S—Hg—S—R + 2 HC1

Ce mercaptide est formé en ajoutant avant le réactif phospho-
tungstique 3 ml d'une solution 0,1 M de chlorure mercurique.

On attend 3 minutes avant d'ajouter le réactif phosphotungstique.

g) Les teneurs en cystine sont déterminées par réfé-
rence & 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.

E ~ DOSAGE DE L'AZOTE PROTEIQUE (T 14)

Les teneurs en azote sont détermindes par micro-kjeldahl.
La protéine (20 mg) est minéralisée par 10 ml d'acide sulfurique
concentré pur, & 1'ébullition pendant 24 heures en présence
d'unc goutte de mercurc, de 250 mg de catalyseur (Sélénite de
sodium : 10 g ; sulfate de cuivre : 10 g ; sulfate de potassium :
80 mg).

Une minédralisation de 24 heures cst nécessaire pour
estimer tout l'azote protéique deos kératines.

Aprés mindralisation et refroidissement, on compléte 2a
50 ml avec de 1l'eau distillée. Sur une prise d'essai de 20 ml,

aprés addition de 20 ml dec lessive de potasse a 1000 g par
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litre, 1'ammoniaque est entrainde & la vapeur. Le distillat
est regu dans 20 ml de HZSO4 N/50 et 1'ammoniaque est titrde
en retour par KOH N/50 en présence d'alizarine sulfonate 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 "AMINCO" (Société Radiophon, Paris).

1) Principe

4 la limite de deux liguides, l'un constitué d'un tampon,
l'autre d'une solution de protéines dans ce tampon, on forme
une "frontiere". Cette frontierc est constituée par une surface
de séparation parfaitement plane entre la solution tampon et
la solution de protéinc. Cette frontiére correspond 2 unc
variation brusque de l'indice de réfraction (en réalité cette
variation est continuc & cause des phénoménces de diffusion).
Cette variation d'indice est misc & profit dans la méthode de
TISELIUS pour visualiser a 1'aide d'un systeme optique complexe
la frontiére sous forme d'un pic électrophorétique.

Si on établit dans la colonne liquide un champ électrique,
les molécules protéiques chargées électriquement vont se
déplacer provogquant unc migration de la frontiere.

Le déplacement de cette frontiere permet de calculer 1la
mobilité électrophoréticue d'une protdéine.

Rappelons que 1l'on appelle mobilité électrophorétique
d'une particule chargdée élecctriquement, le rapport u = % ou
v désigne la vitesse de la particule ct E le champ électrique.
En remplacgant par sa valeur E = % ou V exprime la d.d.p. aux
électrodes et d la distance entrc cecs dernieres, on obtient :
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v = en cm/sec.
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en cm
V = en volts

d'ol 1'expression de u en em® volt™! secc™!

Dans la pratique, et compte tenu des caractéristiques de
l'appareil utilisé, la mobilité d'une protdine sera calculée
par la relation

éﬁ. k. s
t.1

u = la mobilité en cm2 par volt et par seconde (cm2 voltm1 sec-1)
Ax = le déplacement de la frontiére en cm dans la cellule.
k

= la conductibilité spécifique en mho/cm & 02C,

s = la surface de la,section principale d'une branche de
la cellule en cm™.

t = le temps en secondes pour produire le déplacement ZXx4

i = le courant en amperecs.

G - ELECTROCHROMATOGRAPHIE : COUPL.AGE ELECTROPHORESE 4 pH 3,9 +
CHROMATOGRAPHIE (T 16)

Les conditions expérimentales sont celles décrites par
BISERTE et al. (151)

1) Premierc étape :

Electrophoreése & vl 3,9 sur papier Whatman n? 3 (57 cm x
47 cm) sous €00 vollts pendant 7 & 3 heures ou 450 volts pendant
15 heures dans le sens de la plus grande dimension de la
feuille. Le dépét est effectué dans un coin de la feuille a

20 cm du cdté anodique et 10 cm de 1'autre bord.
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Le tampon de pH 3,9 a la composition suivante : pyridine-
acide acétique-eau (3 : 10 : 487).

2) Deuxitme étape

Apres séchage sous une hotte par ventilation d'air froid,
la chromatographie descendante est rdéalisée perpendiculairement
au sens de migration électrophorétique dans le systéme classi-
que p-butanol-acide acétique-cau (4 : 1 : 5) pendant 24 3

30 heures.

3) Révélation

La révélation des peptides est faite & 1'aide d'une
solution de ninhydrine & 1 p. 100 dans de l'acétone aqucusec 2
90 p. 100. Le développement de la coloration se fait par
chauffage durant une période de 15 a 30 minutes & 802C sous
surveillance pour éviter l'apparition d'un fond violacé.

Les électrochromatogrammes sont conservés aprés pulvéri-
sation du réactif de Kawercau (1 ml d'une solution aqueuse
saturée de nitrate de cuivre additionné de 0,2 ml d'acide
nitrique a 10 p. 100 (vol/vol) et dilué dans un ballon de
100 ml par de 1'éthanol). Lpreés pulvérisation les taches

violettes prennent une coloration rouge, stable & 1l'obscurité.

H - ELECTROPHORESE EN GEL D'AMIDON (T 17)
Les électrophoreéses en gel d'amidon horizontal (SMITHIES)

(152) sont faites en utilisant le systéme tampon discontinu
Tris-borate de POULIK (153)

Dans le tampon servant & faire le gel, on utilise de
1'urée 8 M comme agent de désagrégation (POULIK) (154) (*)

. T SOl i G O S s i Mg s S O S St W S S i S S S D RPTR WPAS i  S S s $o SS GHS H M G G S p SV T SRS TR GUND SO M AU AR IR GO g S S WMy A

(*) Formule du tampon Tris-borate de pH 8,6 (POULIK) (156)
Tampon du gel :

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

icide borique 0,3 M (18,552 g), soude 0,05 M (2 g), Eau
distillée q.s.p. 1000 ml.
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L'amidon de pomme de terre(BENDER et HOBEIN) est hydrolysé
partiellement par l'acide chlorhydrique & 3 p. 100 dans 1!
acétone pendant 85 minutes. .pres lavage & l'eau pour éliminer
les sels minéraux, l'amidon est déshydraté & 1'acétone et
séché a 1'étuve & 379C. 20 g d'amidon hydrolysé sont mis en
suspension dans 100 ml de tampon Tris-citrique.

On chauffe 5,5 minutes & 852C et on ajoute 80 g d'urde.

Le chauffage a 859C est encore poursuivi pendant 3 minutes sous
agitation & l'aide d'un agitateur en verre. Apreés ce temps

le gel qui est parfaitement liquide est dégazé sous vide.

I1 est coulé chaud dans des cuves & électrophorésce & deux
compartiments (200 mm x 22 mm x 6 mm).

Les gels ne sont utilisés qu'apreés une prise de 24 heures
a la température du laboratoire. Les protdines sont appliqudes
par insertion dans le¢ gel de bandes de papier Whatman n2 3 M M
imprégnées d'unc solution de protdéines & la concentration
maximale de 1 p. 100 (THOMPSON et O'DONNEL) (155).

Les électrophoreses sont réalisdées dans des enceintes en
PLEXIGLAS maintenues & la températurc constante de 42C. La
tension appliquée est calculée pour avoir une différence de
potentiel dans le gel d'environ 16 V/cm. La migration des
SCMK se fait de la cathode vers 1l'anode.

Apreés l'électrophorese les gels sont coupés en deux par
la tranche et colordés avec une solution de nigrosine a 1 p. 1000
dans un mélange méthanol-eau-acide acétique (45-45-10)(V/V).

La décoloration des gels se fait dans le mélange méthanol
eau-acide acétique (30-65-5)(V/V).

Les gels sont ensuite conservés en tubes fermés dans le

mélange ci-dessus.
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I - MESURE DES MOBILITES RELATIVES DES PROTEINES EN GEL D'AMIDON
(T 18)

Les distances de migration des protéines sont mesurdes
sur les photographies des gels. Les mobilités électrophordti-
ques relatives sont calculées par rapport a 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 deux extrémités de la bande témoin par rapport
au point de départ et on prend la valeur moyenne. Cette valeur
sert & calculer les mobilités relatives qui sont exprimdes
par decux nombres : le premier donne la valeur correspondant
& la partie cathodique de la bande et le second correspond & la
partie anodique la plus rapide. On a ainsi d'une part unc idée
précise de la position de la bande sur le diagramme et d'autre

part de sa largeur.

J - ESTIMATION DES POIDS MOLECULALIRES PAR L. METHODE DE
GEL-FILTRATION (T 19)

Nous avons appliqué la méthode décrite par WHITZKER (157)
Une colonne de Sephadex est étalonnde en utilisant des protdines
de poids moléculaires connus. On détermine le volume d'élution
(Ve) dc chacune de ces protéines. Les protéines de treés haut
poids moléculaire nc diffusent pas dans les pores du gel et
sont exclues. Ces protdéines ont un volume d'élution correspon-
dant au volume mort de la colonne (VO).

WHIT/KER a montré qu'il existe une relation lindaire
entre le rapport %% pour une protéine donndée et le logarithme
de son poids moléculaire.

Dans le cas des kdératines, 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 de 108 cm de

haut et de 4,4 cm de diameétre nous a donndé les résultats
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suivants :

Volume V/Vo Poids
d'élution moléculaire

(en ml)
Bleu 2000 592,9 1.,000 2,000.000
a2-macroglobuline 604,1 1,019 850.000
y-globuline 599,7 1,011 156.000
Sérumalbumine bovine 990,9 1,671 70.000
a-chymotrypsine 1.155,4 1,949 22.500
Cytochrome ¢ (monomere) 1.244,2 2,098 12.400

Les valeurs de ce tableau obtenues pour des protéincs
déposdées séparément montrent que les y-globulines sont prati-
quement exclues du gel de Sephadex G200. Théoriquement ces
protdines devraient &tre retenues puisqu'on parvient treés

facilement & les séparer de 1'a,-macroglobuline par cette

méthode. Si les protdéincs sont iéposées sous la forme d'un
mélange de l'ensemble, les valeurs obtenues sont diffdérentes
Pour les y-globulines on obtient un rapport %% = 1,33. Pour

la sérumalbumine %% reste constant avec une valecur de 1,68
tandis qu'il s'éléve pour le cytochrome ¢ & 2,66. En pratique,
on note que la relation entre %% et le logarithme du poids
moléculaire est lindaire entre le cytochrome ¢ et la sérum-
albumine. Pour les molécules plus grosses, on notc une diminu-

tion de la pente de la courbe représentative de cette relation.

K - ULTRACENTRIFUGATION (T 20)

Les ultracentrifugations ont été effectudées par la Station

Centrale du C.N.R.S.. Nous tenons & remercier tout particulie-
rement M. le Pr. WURMSER et ses collaborateurs de leur treés

compétente collaboration.
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IIT - METHODES CHROMATOGRALPHIQUES DE SEPARATION DES PROTEINES
A) CHROMATOGRAPHIE SUR DEAE-CELLULOSE (T 21)

Les chromatographies sont faites sur des colonnes de
DEAiE-cellulose (4inion BExchange Diethylaminoethylcellulose
POWVDER DE 50 Whatman) d'un diameétre intérieur de 22 mm. Apres
tassage & 1l'air comprimé sous une pression de 1 kg/cmz, la
DE4E-cellulose occupe une hauteur de 23 cm dans la colonne.

Le tassage de la colonne cst effectud & partir d'une
suspension de DE.iE-~cellulosc dans le tampon choisi. Le tampon
de cette suspension a ¢été renouvelé plusieurs fois jusqu'a
1'dquilibre, c'est-a-dire jusqu'a pH constant. Cette suspension
dégazée est alors versdée dans la colonne et tassée. La colonne
est ensuite équilibrée une dernieére fois pendant une nuit &
l'aide du méme tampon. Aprés contréle du pH de l'effluent, une
solution de 500 mg de protéines dans 15 ml de tampon est intro~-
duite au sommet de la colonne par fractions de 5 ml. On rince
cing fois avec 2 ml de tampon et on procéde a 1'élution. Signalons
cependant que dans la premiére partie de notre travail (voir
chapitre III), 1'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 unc solution de carbonatc de sodium).

Ultérieurement, nous avons remplacé le carbonate de sodium
par du Trishydroxyméthylaminométhane.

Le tampon d'équilibrage est une solution 0,05 M de Iris,
de pH 10,4. L'élution est obtenue par un gradient de chlorure
de sodium (0 & 1 M). L'utilisation d'un tampon Tris 0,05 M -

NaCl 1 M - urdée 8 M permet de compldéter 1'élution.

B) REALISATION DES GRADIENTS DE CONGENTRATION POUR LES
ELUTIONS CHROMATCGR.APHIQUES (T 22)

Les gradicnts lindéaires de chlorure de sodium sont

réalisés & 1l'aide de deux chambres cylindriques communiquant
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par leur partie inférieure au moyen d'un tube capillaire.

La chambre de mélange munie d'un agitateur constitué d'une
lame verticale de Teflon contient le tampon sans MaCl, 1l'autre
chambre contient le tampon & la concentration finale désirde en
HaCl.

a) Pour les colonnes de 2,2 cm de diamétre et de 23 cm de heu-
teur on utilise des chambres de 21 cm de hauteur et de 4,4 cm
de diamétre. Chaque chambre contient 300 ml de tampon, occasion-

nellement 350 ml si on désire un gradient plus lent.

b) Pour les colonnes de 1 cm de diamétre et de 25 cm de hauteur
on utilise des chambres de 20 cm de hauteur et de 3 cm de diame-

tre. Chaque chambre contient 100 ml de tampon.

C) FRACTIONNEHENT PiR CEROmATOGRAPHIE DE FILTRATION SUR GEL
(T 23)

1) Chromatographie sur Sephadex G75 (T 24)
Les gels sont faits avec du Sephadex G75 (¥*)

Deux types de tampon ont été utilisds
1) Urée 8,3 1i (500 g/1), acide thioglycolique 0,035 ii ; le pH
est ajusté 2 4,0 avec de la potasse & 1000 g/1.

(*) Dans le Chapitre III du présent mémoire nous avons utilisé du
Sephadex G75 (fraction Liédium-Water Regain 7,9 g). Ultéricurement
nous avons utilisé du Sephadex perldé (T 5) dés que cette présen-
tation fut commercialisde.

L'homogénéité de la granulation du Sephadex perlé permet d'éli-
miner toute la phase de tamisage exposdée plus loin et donne

un Scoulement plus régulier des colonnes.
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2) Urée 8 Ii ou 4 b, Trishydroxyméthylaminométhane 0,05 ki ; le
ph est ajusté & 8,0 avec HCl1l 5,6 N.

Le premier tampon est un milieu réducteur qui est bien
adapté & la chromatographie des kératines rdéduites non carbo-
xyméthyldes.

Le second est utilisé exclusivement pour la chromatographie
des SCHK ou des kératoses.

On laisse gonfler le Sephadex dans un des tampons précédents
pendant une nuit, puis on le rince rapidement & 1l'eau distillde
et on tamise par petites fractions sur un tamis n? 60 (ou 80).
Seule la fraction retenue par le tamis est rdécupérde, puis
rédquilibrée avec le tampon urée-~acide thioglycolique. On profi-
te de ces rééquilibrages successifs pour éliminer les particu-
les les plus fines qui peuvent encore rester en suspension. Au
cours de la ddcantation, la limite supérieure du gel doit &tre
rapidement nette. La suspension (correspondant & 40 - 45 g de
Sephadex sec) est ensuite versde dans une colonne de 55 cm de
hauteur et de 3,5 cm de diameétre, surmontdée d'un entonnoir & col
large d'une capacitd de 3 litres environ et munie & sa partie
inférieure d'une plaque de verre fritté de porositéd n? 2. La
suspension étant versdée, on arr&te le débit de la colonne et on
laisse décanter le Sephadex pendant une nuit. Ce n'est que lorsque
la décantation est compléte que 1l'on fait débiter la colonne. Le
gel se tasse et, lorsque le niveau du gel de Sephadex est devenu
constant, on arr8te 1l'dcoulement de la colonne, on enleve 1l'excé-
dent du gel pour ne laisser qu'une hauteur de 45 cm. On ajuste
sur la colonne une t&te d'adduction constituée par un rodage
surmonté d'un tube capillaire. On fait couler du tampon frais
pendant 24 heures pour déquilibrer la colonne. ¥Enfin, on élimine
l'exces de tampon au dessus du niveau de la colonne et on dépose

une solution de 150 mg de SCHK dans & ml de tempon. Lorsque cette
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solution a pénétré le gel, on rince avec 1 ml de tampon. iprés
ringage on ajoute une dizaine de ml de tampon, on dépose un petit
disque de mousse de polyurdéthane qui flotte & la surface du
liquide et évite les remous, et on rebouche la téte d'adduction.
Pour une pression dans la colonne correspondant & une hauteur
de 40 cm de tampon, le débit est d'environ 30 ml & 1'heure. Une
telle colonne peut fonctionner pendant plusieurs mois. La repro-
ductibilité des fractionnements est parfaite.

2) Chromatographie sur Sephadex G200 (T 25)

Le Sephadex utilisé est du Sephadex perlé (PHARMNMLCIL,
Uppsala, lot n? To 3737) (T 5).

On utilise un tampon Tris-hydroxyméthylaminométhane
0,076 li-acide citrique 0,005 i, sel disodique de 1'E.D.T.A.

0,01 i, uréde 4 M, chlorure de sodium 0,5 k. Le pi est compris
entre 8,6 et 8,7. Le gel de Sephadex est fait directement dans
le tampon, cing jours au moins avant son emploi.

Les colonnes utilisées ont un diamétre intérieur de 4,1 cm
et sont remplies de gel sur une hauteur de 103 cm. La couche
supéricure du gel est maintenue parfaitement plane 2 1l'epide
d'un voile de nylon tendu sur un mandrin creux en "polystyreéne
cristal” de 4,1 cm de diamétre extdérieur et de 6 cm de hauteur.
Les dépdts des solutions protéiques sont faits immdédiatement
aprés asséchement du gel au niveau du voile par élimination du
tampon en exces a l'aide d'une seringuec.

Lors de la premiére utilisation d'une colonne on proceéde
en premier lieu a la stabilisation du gonflement des grains de
gel. A cet effet, on fait débiter la colonne pendant 48 heures
3 son débit d'utilisation. Il est cnsuite indispensablc que le
débit ne varie pas pendant toute la durée ultérieure d'utilisation

de la colonne.



Une telle colonne fonctionne ensuite correctement, sans

interruption pendant 30 & 40 jours.

3) Détermination des volumes d'élution (T 26)

Le volume mort des colonnes (Vo) est détermind & 1'aide
d'une solution de BLUE DEXTRAN 2000 (PHARMALCIA, Uppsala). La
concentration est choisie pour avoir une densitd optique de
1,210 & 278 mp et de 0,360 & 623 mp pour0,1cm d'épaisseur. Les
lectures sont toujours faites & ces deux longueurs d'onde.

Le recueil des fractions se fait sur un collecteur dont
le défilement des tubes est fonection du temps. Le débit de la
colonne est maintenu aussi constant que possible & 1'aide d'une
série de pinces de Mohr qui réduisent progressivement la section
du tuyau de TYGON branché & la sortie. Les tubes utilisds sont
en verre Pyrex pesant exactement 23,500 g & 0,5 mg pres. Ces

S

tubes sont obtenus en les amenant au poids indiqué & 1'aide de
verre pilé grossiérement et en refondant la masse de verre ainsi
ajoutée. Le poids de ces tubes est contrdlé aprés 4 & 5 cyclas
de service. Nous n'avons jamais observé de variations dépassant
0,5 mg. On mesure la densité du tampon utilisé & chaque essai.
On en déduit le volume de chaque fraction. L'ensemble de ces opé=-
rations est trés rapide. C'est, & notre avis, la seule fagon de
procéder. Tous les systémes introduisent des erreurs variables
entre 5 et 10 p. 100. En particulier, le systeme de siphon pro-
cure une précision illusoire, le volume débité variant considé-
rablement avec les variations de tension superficielle des
solutions, particulidrement au moment du passage des protéines.
Ce phénoméne est encore plus sensible lors de 1'utilisation de
solutions de forte molarité en urde. Rappelons qu'un autre

systéme intéressant, consiste & faire débiter la colonne &

l'aide d'une pompe proportionnante et & recueillir les fractions



a2 intervalles de temps réguliers. Mais, dans ce cas encore,
1'usure progressive des tuyaux de la pompe peut introduire des

erreurs.

4) Chromatographie sur Vi li-SEPHADEX (T 27)

a) Préparation du Diiis-Sephadex

Dans un bécher de 2 1 contenant 10 & 20 g de
NaCl et 1500 ml d'eau, on verse lentement et sous agitation
magnétique le DEAli-Sephadex en évitant les grumeaux. On laisse
gonfler une nuit, rince & l'ecau ct essore.

On remet en suspension dans l'eau et on ajoute 50 p. 100
en volume d'HC1 0,2 N. Aprées quelques minutes on essore, remet
en suspension dans 1l'eau, et ajoute un volume de NaOH 0,2 N. On
laisse en contact 10 minutes. On essore et remet en suspension dans
NaOH 0,2 N. On laisse en contact 30 minutes. On filtre et
recommence le traitement & la soude 0,2 N.

On rince a l'eau jusqu'a neutralité puis équilibre avec
le tampon & utiliser.

On profite de toutes ces opérations pour ¢liminer les
fines particules de DiiE-~Sephadex. La régénération du DEAE~
Sephadex apres utilisation est effectude en faisant un traite-
ment & la soude comme ci-dessus.

b) Chromatographie

- ————n et e St ot e s taang Pt

Les colonnes sont tassdées comme le Sephadex ordi-
naire. Nous avons utilisé diffdérents types de colonnes et diffé-
rentes conditions suivant les séparations recherchées. Le débit
de toutes les colonnes est réglé entre 30 et 40 ml/heurec.

1) Chromatographie en tampon Tris de pH 10,4.

Le tampon est une solution 0,05 I de Tris<hydroxyméthyl-
aminométhane.

o) Une colonne de 17 cm x 1 cm et 1'utilisation d'un
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gradient de NaCl 0,25 & 1 i (chambres de 3 cm de diamétre et
20 cm de hauteur) permettent une séparation assez voisine de
celle obtenue sur Dg.i-cellulose.

B) Une colonne de 20 cm x 1,8 cm et 1'utilisation d'un
gradient de HaCl 0,25 & 1 i (chambre de 4,4 cm de diamétre et
21 cm de hauteur) permettent en plus de 1'échange ionique de
faire intervenir le phénomeéne de gel-filtration. On obtient
une meilleure séparation des différents groupes de protéines.

2) Chromatographie en tampon Tris de 3 10,4 et en milieun

urée 4 M.

Ce tampon est utilisdé pour obtenir le maximum d'effet de
désagrégation et un tres haut pouvoir de sdéparation.
On utilise alors des colonnes de 2,1 cm de diametre et 60 cm
de hauteur.
Le gradient NaCl 0,25 & 1 & est rdalisé a 1'aide de chambresde

4,4 cm x 21 cm.
IV - ISOLBMENT ET CARACTERISATION DES COMPOSANTS MORPHOLOGIQUES
DE Li LAINE

4) EYDROLYSE P&PSIQUS SSLON BISERTE BT PIGACHE (158) (T 28)

Des échantillons de 8 a 10 g de laine sont mis en

suspension dans cinquante fois leur poids d'acide chlorhydrique
N/10. On ajoute 2 la suspension une quantité de pepsine cristal-
lisée telle que le rapport enzyme/substrat soit de 1/100 (en
poids). Les hydrolyses sont réalisdes entre 37 et 402C pendant
10 jours avec agitation manuelle plusieurs fois par jour. La
laine hydrolysée est ensuite essorde sur creuset filtrant a
pores larges, rincde & l'eau distillée, puis neutralisde 24 h.
dans une solution de pyridine & 1 p. 100 (v/v). La laine est
essorée, rincée & nouveau puis lavde 48 h dans 1'eau distillde.
Lpreés avoir été essorde une nouvelle fois, elle est sdéchée 2a

1'étuve a 379C.



B) DESAGREGLATION MECAWIQUE Di¥ LA LAINS HYDROLYSEE PiR LA
PEPSINE (T 29)

La méthode géndrale utilisée est sensiblement celle décrite

par LEVEAU (159). La laine hydrolysde (7 & & g) est mise en
suspension dans 400 & 500 ml d'eau distillée et soumise durant
une minute & 1'action d'un broyeur & couteaux (du genre de ceux
utilisés pour les usages culinaires). aprés désagrdégation par-
tielle, le broyat est filtré sur une toile métallique (16 meilles/
cmz). La "maille réelle" d'un tel tamis est nettement plus
faible car la laine elle-m8me joue le rdle 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 jusqu'ad ce qu'il ne dégage plus de
cellules. Les suspensions cellulaires obtenues par filtration
sont réunies et on isole une fraction de trés fines cellules
par tamisage sur un tamis a 3.600 mailles/cm2 : la sous-
fraction ainsi obtenue (Figure 36) est broyée pendant 10 mn & 1la
plus grande vitesse du broyeur a couteaux.

Ce traitement n'affecte pratiquement pas les cellules,
mais réduit les débris cuticulaires en fragments qui peuvent
passer au travers un verre fritté n® 2 & pores larges (LiEVEAU)
(160) (Figure 37). £n repassant plusieurs fois sur le verre
fritté, on obtient ainsi facilement une fraction cellulaire
débarrassée de cuticule (Figure 38). Le résidu fibreux prdécédent
est alors remis en suspension dans 1l'eau, puis soumis & un
nouveau & un broyage de une minute. On extrait alors les cellules
comme précédemment. On soumet ainsi la fibre a des broyages
successifs jusqu'd ce que la désagrégation ne libére presque
plus de cellules.

C) HYDROLYSE PEPSIQU SELON MOSCHETTO, BISERTE et PIGACHS

(161)(T 30)

Les conditions géndérales d'hydrolyse sont identiques 2




FIGURE 37

Débris cuticulaires
obtenus par broyage rapide
et filtration sur verre
fritté n? 2
G = 800
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FIGUL 36

Suspension de
cellules corticales
et cuticulaires
G = 800

FIGURE 38

Cellules corticales
débarrassdées des

cellules cuticulaires
G = 800
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celles décrites au paragraphe précédent, mais le milieu d'hydro-
lyse a la composition suivante : HCl 0,1 i - Acétate de sodium,
3H20 0,044 b - NaOH 0,006 it - pH 1,8. La laine ainsi hydrolysée
libere une abondante quantité de cellules corticales que l'on

peut isoler facilement.

D) ISOLEMENT DisS CELLULES CORTICALES (T 31)

La laine hydrolysée est mise en suspension dans 1l'eau
distillée et pressde a2 la main. Cette simple opération suffit 2
libérer une importante quantité de cellules. L'opération est
recommencée sur le rdésidu fibreux jusqu'ad ce qu'il ne se dégage
pratiquement plus de cellules. A titre indicatif, pour un échan-
tillon de 100 g de laine, on pratique 50 ringages ndécessitant
50 litres d'eau environ. Les cellules sont isolées par tamisage

sur un tamis (16 mailles au cm2).

B) PURIFICATION DilS CELLULES ORTHOCORTICALES (T 32)

Les cellules brutes sont mises en suspension dans une
solution aqueuse de pyridine 2 1,3 p. 100 (volume/volume) &
raison d'environ 100 ml de solution par gramme de cellules brutes.
La suspension est homogénéisée manuellement avec un agitateur de
verre. On laisse alors décanter plusieurs heures. Lpreés décan-
tation on obtient deux couches parfaitement sépardées, une
couche surnageante qui représente de 10 a 15 p. 100 du poids
total des cellules et qui se présente au microscope comme
constitude d'amas de cellules non désagrégdes,de débris de
fibres, de cellules cuticulaires et de cellules isolées ; la
couche inférieure déposée au fond du vase & décantation est
constituée uniquement de cellules et de débris cuticulaires.

La couche supérieure est éliminde par succion & l'aide
d'un ajutage communiquant avec le vide d'une trompe & eau. L'

opération de mise en suspension, la décantation et la séparetion
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sont recommencées encore 2 fois. Au cours des deux derniéres
opérations, la couche supdérieure se réduit & une fine pellicule,
la couche inférieure est essorde et rincée 48 heures dans 1'eau
distillde. On proceéde ensuite a un broyage des préparations de
cellules brutes a l'aide d'un broyeur & couteaux en vue de
désegréger les ddébris cellulaires. Les cellules sont ensuite
filtrées par petites quantitds sur verre fritté n? 2 et séchdes
a 37¢C.

F) PURIFICATION DiE LA FRACTION FIBREUSS PLRACORTICLLE (T 33)

Apres élimination des cellules par ringage, le résidu
fibreux est mis en suspension dans l'eau & raison de 10g environ
pour 500 ml d'eau et traité par un broyeur & couteaux pendant
10 périodes consécutives de 2 & 3 minutes chacune. On profite
des périodes nécessaires au refroidissement du broyeur pour
éliminer par filtration les cellules qui se dégagent. Il faut
prendre garde qu'au cours du broyage, la température de la
suspension ne s'éleéeve pas au-dessus de 402C., Les cellules ainsi

élimindées ne sont pas récupdrdées.

G) STUDE D& Li CINSTIQUS Dii L'HYDROLYSE PEPSIGUS (T 34)

Les hydrolyses de différentes durdes sont pratiqudes

sur des échantillons de 1 g de laine suivant les modalitds
techniques exposdes ci-dessus, en présence d'acétate de sodium.
Le pH est contr8lé plusieurs fois par jour et au besoin ajusté a
1,8 avec de 1l'acide chlorhydrique N. iu cours de l'ajustement
du pH, le volume d'acide chlorhydrique ajouté est exactement
mesuré et les dosages de l'azote protdique dans 1'hydrolysat
sont ultérieurement corrigds.en fonction de ces additions et de la
quantité de pepsine utilisde.

Le taux d'hydrolyse est évalué d'une part en pesant lo

laine résiduelle non hydrolysdée, d'autre part en dosant 1l'azote
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protdéique solubilisé au cours de l'hydrolyse par la méthode de
Kjeldahl.
Lu cours de ces expériences, le milieu d'hydrolyse n'est

jamais renouvelé et il n'y a pas d'addition d'enzymec.

H) “STIMATION PONDERAL DU T.LUX D'HYDROLYSE (T 35)

La laine résiduelle est sdéparée du milieu d'hydro-
lyse! par filtration sur creuset filtrant & pores fins, préala-~
blement taré (porosité n® 3), puis mise en suspension 24 heures
dans 400 ml d'une solution aqueuse de pyridine a 1 p. 100
(p/v) & la température du laboratoire. On lave ensuite 48 heures
2 1'eau distillde, renouvelde deux fois, puis essore sur le
creuset filtrant. On s&che alors 24 heures a 1l'étuve a 409C,
puis 4 heures a 1052C. Les échantillons sont refroidis en

atmospheére anhydre sur P et sont pesés.

205
I) BSTIHATION PONDwRALE DU TAUX DB LIBERATION DES
CHLLULES CORTICLLES (T 36)

Les échantillons de laine hydrolysée, apreés pesdée pour
estimation du taux d'hydrolyse, sont remis en suspension 24 h
dans 1'eau distillde. Cette suspension est alors filtrde sur
un temis dé 16 mailles au cm2.

On proceéde & 7 lavages et tamisages sur chaque déchantillon
en utilisant 500 ml d'eau par lavage. Pour aider la libdération
des cellules, la laine en suspension est agitde manucllement
avec une pince brucelle. Un pése d'une part les cellules
corticales libérées et d'autre part, le résidu fibrecux (apreés
séchage 24 h & 40°C et Stuvage de 4 heures & 105°2C). Les deux
pesées permettent de contrbler qu'il n'y a pas eu de pertes par
suite des manipulations successives. Le bilan pondéral de

récupération est toujours de 1l'ordre de 97 2 102 p. 100.



Hous avons vérifié sur plusieurs d4chantillons que le

taux de cellules dégagées n'est pas influencé par le fait d'avoir

porté prdéalablement la laine hydrolysée 4 heures & 105¢C,

J) HYDROLYSE PEPSIOUL AVEC RENQUVELLEMENT JUOTIDIEN
DU MILIEU D'HYDROLYSE (T 37)

Les hydrolyses sont faites de la maniére habituelle.
Chaque jour 1l'ensemble des échantillons correspondant & 1 g de
laine est soigneusement essoré sur un creuset filtrant & pores
fins (préalablement taré) puis remis en suspension dans 50 ml
de tampon ph 1,8, dans lequel on a dissout juste avant 1l'emploi
10 mg de pepsine.

Le creuset filtrant taré utilisé pour chaque échantillon
est toujours le méme jusqu'ad la fin de 1'hydrolyse. La lainc
hydrolysée est ensuite traitde de la maniére habituelle en
vue de l'estimation des taux d'hydrolyse et de 1libdération des

cellules corticales.

K) IDENTIFICATION DiS CELLULSS CORTICALES DiE LA LAING
A L'AIDE DU "BLEU L.CTOPEEHOL" (T 38)

L'utilisation de ce rdactif histochimique est recommandé
paer NOPITSCH (162) pour le diagnostic de 1'altdration de la
laine par divers agents. Son utilisation pour la différencia-
tion des cellules ortho~ ¢t paracorticales de la laine a 6té
introduite par LEVEAU (163). La composition du rdactif est

la suivante :

Solution 1 : Acide lactique 20 ml
Phénol 20 g
Glycérine 40 ml
sau distillée 20 ml

Solution 2 : Solution aqueuse de Bleu pour coton II (BAYZER)

saturde a froid.
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On mélange 50 ml de la solution (Lactophdénol) et 10 ml
de la solution 2;

Les coupes transverseles de la laine ou les cellules corti-
cales sont montées entre lame et lamelle dans une goutte de
Bleu lactophénol. iu bout de cing & dix minutes lao préparation
est examinde au microscope en contraste de phase. Les cellules
orthocorticales sont colorées en bleu foncé, tandis que les
cellules paracorticales prenncnt peu de colorant et apparaissent

comme des fuseaux brillants.

L) DETSERMINATION DES TAUZ D'IXTRACTION PLiR LI TEIOGLYCOLATE
Did POTASSIUM (T 39)

Des échantillons de 1 g des fractions étudides (ramené en
poids anhydre) sont traitds 2 h par 100 ml de thioglycolate de
potassium 0,1 M & pH 11 et a 502C. Si la fraction traitde est
fibreuse, on filtre sur creuset filtrant taré. Si la fraction
est cellulaire, on centrifuge pour isoler la partic non attaqude :
toute filtration est impossible, car les filtres se colmatent
instantanément. Aprés filtration ou centrifugation on rince
deux fois & la tempdrature ordinaire avec 50 ml de thioglyco-
late 6,1 I & pH 11, puis plusicurs fois & 1l'eau distillde. Lpres
le dernier ringage, dans lc cas d'un substrat centrifugé, lec
culot de centrifugation est ddéposé sur un creuset filtrant

tard. On essore censuite soigneusement et laisse sécher 24 h sous

o

vide et sur PZOS’ puis 40 h & 409C & 1'étuve et enfin 4 h
105¢C. Apreés pesdée du résidu on ddéduit le toux d'extraction

par différencec.
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V - S-CiRBOXYilTHYLKERATINES (PROPARATION - PURIFICLTION -
HYDROLYSE).
4) PREPARATION DES S—CARBOZYLETHYLKZRATINGS (SCHK) (T 4C)

1) Extraction (5 49)

La laine ou les fractions morphologiques ¢étudides
sont traitées par une solution agueuse de thioglycolate de
potassium 0,1 I ajustde & pk 11,0 avec de la potasse & 1000 g/1.

L'extraction dure 2 heures a 502C sous agitation douce.

On utilise 100 ml de thioglycolate par gramme de laine traitdée.

Les solutions de thioglycolate de potassium sont faites
a2 partir de solution 10 Ik d'acide thioglycolique. Lprés extrac-—
tion le résidu est é1iminé soit par filtration, soit par centri-
fugation.

Les extraits sont refroidis rapidement & 102C et les
protéines sont précipitiées par abaissement du pH aux environs
de 4,5-5 & 1'aide d'acide acétique & 30 p. 100 (v/v).

Apres décantation et élimination du surnageant, le préci-
pité est redissout dans le minimum de thioglycolate et meintenu
en suspension par agitation douce. Le pH est amené lentement
aux environs de 10-10,5 & 1'aide de XOH H. La solubilisation
du précipité commence vers pli 8. On laisse 30 minutes sous
agitation pour obtenir une solution limpide.

2) Carboxymdéthylation (T 42)

Les groupementsthiol apparus par rdéduction au thioglyco-
late,

Kératines ~ S~S-Kdératines +ZSH—CH2~COOH =S

2 Kératines-BH + $—CH -Co0ouR
i
g
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sont bloqués & 1'aide d'acide monoiodoacétique.

Kératines-SE  + ICH,-COOH b

Kératines S—CHZ—COOH + IO
(SCHK)

Cette carboxyméthylation d&vite la reformation des ponts disulfure.
On prépare une solution concentrée d'acide monoiodoacdétique
qu'on améne & pi 6 -7 & l1l'aide de potasse. On utilise 50 g 4!
acide monoiodoacétique pour 10 g de laine traitde. La totalitd
de la solution d'acide monoiodoacétique est versde dons les
extraits. Le pH baisse trés rapidement et il est maintenu cons-
tant entre 8 et 8,5 par addition de potasse, soit manuellement,
soit & 1'aide d'un autotitrateur. Lorsque la réduction est ter-
minde le phH se stabilise. On vérifie & 1l'aide du "test au
nitroprussiate de potassium" qu'il n'y a plus de groupement SH
libre. 4 partir de ce moment, on attend encore une demi~hecurec.
On dialyse ensuite sous agitation contre de l'eau distillde
renouvelée fréquemment. Les solutions sont ensuite lyophilisdes.
Les protéines ainsi obtenues ne sont remises en solution qu'au
moment de leur utilisation.

3) Test au nitroprussiate de sodium (T 43)

v s it e o il et s T e St SO Bt e M g S B, S e i

La présence de groupements SH libres peut 8tre mise
en évidence par la coloration rouge intense qui apperait en
milieu ammoniacal par addition de nitroprussiate de sodium
(GREGNSTZEIN) (164) ct GREENSTZIN et EDSALL (165).

L1 ml de la solution protéique on ajoute 1 goutte
d'ammoniaque concentréecect 1 goutte d'une solution aqueuse de
nitroprussiate de sodium & 5 p. 100 (p/v).

Bn présence de groupement-SH une coloration rouge intense

persistante se développe immédiatement.



B) FRACTIONN&MUNT DisS SCMK Piiv PRECIPITATION A pH 3,9 (T 44)

Le fractionnement des SCHK & pH 3,9 et en miliecu de
force ionique 0,4-0,5, est réalisé suivant la méthode de
GILLESPIS et coll. (166) et de WOODS (167).

I1 permet d'obtenir deux fractions.
La premiére est insocluble et contient moins de soufre

que les kératines dont elle est issue : elle constitue les

SCLiK~4. La seconde est soluble et contient au contraire plus

de soufre : elle constitue les SCrHK-B.

C) PURIFICATION DES SChK-A PAR PRECIPITATION ACETOHIQURE
(T 45)
Ma précipitation & pH 3,9 des SCMK permet de séparer les

SCliK~4 des SChK-B.

Les SCHMK-A contiennent encore des composants mineurs
rapides ainsi que le révele 1l'électrophorese libre.,

Hous avons donc complété le fractionnement en faisant des
précipitations particlles a l'acétone suivent une technique
décrite par COHN et al. (1683) et appliquée avec succeés par
GILLESPIE (169) aux protéines extraites de la laine vierge par
le thioglycolate de potassium. Nous avons repris les conditions
expérimentales décrites par ces auteurs. La solution aqueuse
de protéine & 0,2 p. 100 est ajustde & piil 5 (valeur voisine du
p de précipitation). On précipite alors par l'acétone qu'on
ajoute par petites fractions jusqu'a ce qu'environ 60 p. 100

de la quontité initiale de protéines soient précipitées (*).
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(*¥) On évolue la quantité de protéines préeipitées en estimant
la concentration protdéique dans le surnageant apreés chacunc des
dernieéres additions d'acdétone. Cette estimation est faite par
évaluation spectrophotométrique de l'intensité de la coloration
du biuret et cn se réfdérant a une courbe ¢étalon prdéalablement
établie.
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La fraction prdécipitée est filtrde, rincde & 1'eau, remise en
solution per alcalinisation, dialysée, puis lyophilisde. Les
protéines ainsi traitdées sont remises en solution dans 1l'eau
(concentration 2,2 p. 100) puis reprécipitées par l'acétone dans
les m8mes conditions que ci-dessus. Toutefois, la précipitation
est arrétée lorsque environ 80 p. 100 des protéines redissoutes
sont précipitées. Le précipité final est traité comme ci-dessus
jusqu'a la lyophilisation. 4Aprés cette seconde dtape de purifi-
cation, une solution de cette fraction protdéique étudide en
électrophorese libre montre un abaissement trés net de la teneur
en composants mineurs. Toutefois 1'élimination de ces derniers

est incomplete.

D) EXTRACTION FRACTIOUNLE DES KERATIVES PiR LEZ THIOGLYCOLATE

(T 46)
1) Extraction & 0eC (T 47)

15 g de laine dégraissée sont traités pendant 16 h
& 09C dans 1500 ml de thioglycolate de potassium 0,1 i (pi 11)
sous agitation douce. La laine rdésiduelle est séparde du filtrat
par filtration sur centonnoirs & verre fritté de porosité n? 2.
Les protéines sont ensuite traitdes de la maniére habitueclle
jusqu'd la carboxyméthylation. Toutes ces opérations sont faites
b 40C., |

2) Extraction & 502C (T 48)

La laine rdésiduelle du traitement précdédent est misc en
suspension dans 1000 ml de thioglycolate de potassium 0,1 i: a
pE 11. Une nouvelle extraction est faite pendant 2 heures 2

50¢C. Les produits isolés sont ensuite carboxymdéthylés.

3) Extraction & 502C cn présence d'urde & ii (T 49)
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La laine résiduelle du traitement précddent est mise en

suspension dans une solution de thioglycolate de potassium 0,1 i
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de pH 11 et 8 M en urée. L'extraction dure 2 heures & 502C. Les
extraits sont dialysés une nuit contre une solution de thiogly~
colate 0,1 ki de pH 7 pour éliminer l'urde. Les protdéines sont
ensuite précipitdes & pH 4,5-5, redissoutes dans le minimum de

thioglycolate 0,1 i pii 11 puis carboxyméthyldées.

4) Détermination des taux d'extraction (T 50)

Y TS P AR S s s o S ot WS S i A At e SV Lt A S St S A e S S

Des échantillons de 2 g de laine (poids anhydre) sont
soumis aux extractions successives d'abord 16 h & 09C, puis
ensuite 2 h & 509C, puis 2 h & 502C en présence d'urde 8 ki,
chaque fois dans 200 ml de thioglycolate. La laine rdésiduclle
est filtrdée sur creuset filtrant tard, puis rincde 3 fois 2

1'ecau. Lpres essorage complet on déshydrate sur P sous vide

0
puis & 1'étuve & 409C pendant 48 heures et enfin 2 : a 105¢C,
Les pertes sont détermindes par pesée du résidu.

Les opérations de ringage et de déshydratation sur PZOS
sont faites a 49C pour la détermination des taux d'extraction

a 0¢eC.

5) Estimation du taux de protdines riches et pauvres en

soufre (T 51)

Des déchantillons de 2 grammes de S-carboxyméthyllkératines
sont solubilisés dans 200 ml d'unc solution 0,1 ii d'acétate de
sodium. Cette solution est amende & pii 10-10,5 avec Na0d 1I/1
pour avoir une dissolution parfaite des protdines, on ajoute
alors du chlorure de sodium pour amencr la molarité cn sel a
0,3 M. On précipite ensuite a 1l'oide d'acide acétique concentrd
jusque pli 3,9. La force ionique du milieu est comprise entre
0,4 et 0,5.

On laisse ddécanter et filtre sur verre fritté tordé,2 pores

larges (sans dépression). Le filtrat est dialysé et lyophilisé.



I1 constitue la fraction soluble riche en soufre,

Le précipité est solubilisé dans les mémes conditions
gue ci-dessus, puis précipité a nouveau. Le surnageant con-
tient encore une certaine quantité de fractions riches en
soufre que 1l'on récupeére.

Le précipité repris dans le minimum d'eau alcalinde &

PH 10 avec NaOH N/1 est remis en solﬁtion, dialysé et lyophilisé
il représente la fraction pauvre en soufre.

Les pourcentages sont exprimés en se référant aux poids
de protéines lyophilisées.Le taux de récupération est toujours
voisin de 100 p. 100.

B) HYDROLYSZ PiPSIQUE DBES S—-CARBOXYMATEYLKERATINGS
12) hydrolyse (T 52)

500 mg de S-carboxyméthylkératines sont solubilisés
dans 20 ml d'eau alcalinisée par 1 goutte de soude H/1. Sous
agitation, on ajoute 30 ml de tampon acétate de pH 1,8 et
ajuste & ce phi. On améne alors & 95 ml avec du tampon pi 1,8 et
agite & 402C. Ces protéines d'abord précipitées se redissolvent.
On injecte alors & 1l'aide d'une seringue une solution de 5 mg de
pepsine dans 5 ml de tampon pH 1,98.

La cinétique est suivie en prélevant a intervalles
déterminés des échantillons de 1 ml qui sont portés & 1'ébul-
lition rapidement pour inhiber la pepsine puis refroidis immé-
diatement & 1'eau et congelés & — 70°C (acétone et neige carbo~
nique) en attendant de faire les dosages ultérieurs.

22) Détermination du taux d'hydrolyse (T 53)
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Le nombre de groupes a-NH, terminaux libres apparus

2
par coupure des liaisons peptidiques est évalué par estimation
de la coloration donnée & la ninhydrine, exprimée en équivalents

de norleucine.

a
]



Le pourcentage d'hydrolyse est évalué en nombre de
micromoles d'équivalent norleucine par micromole d'azote protdi-
que, estimée par la méthode de Kjeldahl. 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 & 1'ébullition ne provoque pas de coupure décelable
par la méthode utilisée.

Pour les temps treés courts il se forme, aprés décongé-
lation, un trouble que 1'on peut éliminer par centrifugation.

Seuls sont dosés les groupes aminés des protéines solubles.

3¢) Hydrolyse pepsigque aux temps courts (T 54)
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On dissout 2 gz de protéines dans 80 ml d'eau et on y
ajoute quelques gouttes de NaOH N/1.

Sous agitation magnétique on ajoute 120 ml de tampon
acétate de pi 1,8. On attend que la dissolution soit compleéte
et on ajuste le pid 2 1,8. On compléte & 395 ml avec du tampon.
On améne la température a 402C puis on ajoute 5 ml d'une
solution de 20 mg de pepsine dans du tampon acétate de pH 1,8.

L'hydrolyse dure le temps désiré (0 & 30 minutes).

Apreés hydrolyse on verse sous agitation rapide la solution
protéique dans un bécher de 1 litre contenant 400 ml d'acide
trichloracétique & 10 p. 100 amenée 2 4°C. ipreés 1 minute 4!
agitation, on centrifuge & 1000 t/m. Le culot est alors rincé
avec un mélange tamporn. de pE 1,8 - acide trichloracétique 2
10 p. 100(v/v) et recentrifugé. Le précipité est solubilisé dans
75 & 100 ml d'eau distillée amende & pH 5 avec NaOh H/1. On
dialyse et on lyophilise.

F) HYDROLYSE TRYPSIQUW DiiS SCmik (en vue des cartes
peptidiques) (T 55)

On dissout 5 mg de protéines dans 0,75 ml d'une solution
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de sesquicarbonate d'ammonium & 1 p. 100.

On a préparé au préalable une solution de 3 mg de tryp-
sine dans 1,5 ml de LCl1 1Li/16.

Cette solution est mise a incuber 24 h & 372C pour détruire
1'a—-chymotrypsine qui peut souiller la préparation de itrypsine.
La trypsine n'est pas inhibée par ce traitement. On ajoute
40 microlitres de la solution de trypsine & la solution protéique
et on porte & 1'étuve & 379C. Le pH est d'environ 8,5.

Au bout de 6 heures d'hydrolyse on ajoute & nouveau
40 microlitres de solution de trypsine et on prolonge 1'hydro-
lyse pendant 24 heures. On ajoute alors 7 2 8 ml d'eau et
acidifie & pl 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 Whatman n® 3 en vue des
électrochromatographies. On rince avec 100 microlitres d'eau

qu'on ajoute au dépdt.

VI - MNETHODES PARTICULIZERES
4) BXTRACTION DES KERATINES PAR LA SOUDD N/10 & 50¢C (T 56)

10 g de laine sont traités sous agitation pendant
24 h a 509C pour un litre de soude N/10. Aprés filtration sur
entonnoir filtrant & pores larges le filtrat est neutralisé
avec de l'acide chlorhydrique concentré jusque pH 7. On ajoute
quelques gouttes d'alcool octylique et on concentre presque 2
sec sous vide & 409C dans un évaporateur rotatif. Le résidu
encore humide est repris par 100 ml d'eau. Cette solution treés
trouble est lyophilisée. Des échantillons de 750 mg de ce lyophi-
lisat sont solubilisés dans 10 ml de tampon Tris 0,05 i ajusté
& pii 8,0 avec LCl et 4 11 en urde. Cette solution est dialysée
deux fois contre 500 ml du méme tampon pendant 12 heures pour

éliminer les sels, les peptides et les amino-acides libres. La
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solution dialysée est alors filtrée sur gel de Sephadex G75
(gros grains) dans du tampon Tris. Les colonnes mesurent 55 cm
de hauteur et ont 3,5 cm de diamétre. Le débit est réglé 2
environ 20 ml/heure. L'éluat cst divisé en trois fractions qui
sont dialysées et lyophilisées (voir figure 33). Chacune d'elles
est soumise & une seconde chromatographie dans les mémes con-
ditions que la premieére fois.

3) EXTRACTION DES KEZRATINES PAR LA SOUDE N/10 & 0°C (T 57)

10 g de laine sont traités sous agitation et pendant

24 heures & 0°C par un litre de soude N/10., A4prés filtration
le filtrat est neutralisé avec HC1l concentré, Il se forme un
précipité que 1l'on recueille par centrifugation. Le surnageant
est éliminé (il ne contient pas de protéines). Le précipité est
lavé par 100 ml d'eau acidifide par quelques gouttes de HC1 N/1,
puis & 1'eau distillée. Sa solubilisation nécessite un milieu
tres 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) DETERMINATION DES TAUZ D'EXTRACTION Piit LA S0UDE (T 58)

Les taux d'extraction sont déterminéds sur des échantillons

de 1 g de laine. Les résidus fibreux sont rincés a 1l'eau, essorés,
séchés 48 heures & 40¢ puis 4 h & 1052C. Les pesées de ces

résidus fibreux permettent de calculer le taux d'extraction.

I1 est aussi déterminé par dosage de 1l'azote protéique (Kjeldahl)
solubilisé dans le filtrat et les caux de ringage.

D) PREPARATION DS o—KURATOSES (T 59)

Deux méthodes ont été utilisées.

La premiere est celle décrite par ALEXANDER et SMITH
(170). La laine est oxydée par l'acide peracétique dilué et
les kératoses sont extraites par 1l'ammoniaque 3 Ii.

La seconde, décrite par HAYLETT et coll. (171) évite
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l'utilisation d'un milieu alcalin. La laine est oxydée par
1'acide performique concentré (1 volume d'eau oxygénée a 30 p.
100 + 9 volumes d'acide formique & 98-100 p. 100) & 2-4¢C
pendant 16 & 18 heures. L'extraction des kératoses est faite
selon la méthode de BURLEY (172) par un tampon pyridine-acide
acétique-eau (2/0,2./87,8) de pE 6. Les a-kératoses sont préci-
pitées de l'extrait total en abaissant le pk &2 4,1 par de 1l'acide
acétique. Elles sont recueillies par centrifugation, puis
solubilisées dans du tampon pyridine de pH 6,0 et lyophilisdées
sans dialyse préalable. Pour 5 g de laine traitée on obtient

340 mg d'a-kératoses.
E) EXTRACTION DES KERATINES PAR L'ACIDE CHLORHYDRIQUE 6 N
(T 60)

5 g de laine sont traités pendant 15 minutes par 100 ml

de HC1 6 I 2 1a température de 60°C. Apres filtration rapide et
ringage par 200 ml d'eau, les extraits dilués a 500 ml sont
évaporés sous vide & 402C dans un évaporateur rotatif. Lorsque
le volume de la solution est réduit 2 100 ml environ, on ajoute
de 1'eau pour amener a 500 ml et on évapore & nouveau, jusqu'a
un volume final de 50 ml. Cette opération est recommencéec une
seconde fois. La solution finale est diluée avec 200 ml d'ecau,
congelde et lyophilisée. La fraction extraite sc¢ présente sous

la forme d'une poudre brunitre.

F) ZXTRACTION DE3 KERATINES PAR Lid THIOGLYCOLATE D'AIDiONIULL
4L 0°C (T 61)

10 g de laine sont traités pendant 46 heures & 02C et sous
agitation par une solution de thioglycolate d'ammonium 0,1 i de
pi 8,0 et 4 Ii en urde. iLpreés extraction la fibre résidueclle
est éliminde par filtration. Le filtrat cst amené & pH 4 & 1'aide

d'acide acétique puis dialysé pendant 24 heures sous agitation
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magnétique contre 5 litres d'cau distillée additionnée de
500 ml de thioglycolate d'ammonium O,1 M de pl 8 et ne contenant
pas d'urée. Le milieu de dialyse reste réducteur et est ajusté
a pll 4 avec de l'acide acédtique ;3 il est renouvelé au bout de
12 heures. Les protéines précipitées sont sépardes du filtrat
par décantation pendant une nuit. Ensuite on élimine le
maximum de surnageant et on isole le précipité par une autre
centrifugation & trés petite vitesse. Le précipité est repris
par 50 ml de thioglycolate (0,1 M, pE 8,0, urée 4 li). Sa solu-
bilisation demande 24 h a 1l'abri de 1l'air sous agitation magné-
tique. On proceédc ensuite a2 la carboxyméthylation & pii 8. Les
SCMK sont alors dialysées contre cau distillée puis lyophili-
sées. Toutes les opérations précédentes sont effectudes & 42C.
Une préparation en vue de son étude en électrophorese sur gel
d'amidon a subi une seconde carboxyméthylation a pi 8-5,5 en
milicu urée 8 M et a la température ordinaire, ¢t est utilisée
sans fractionnement ultéricur.

Labituellement, les extraits lyophilisés sont chromato-
graphidés sur Scphadex G75 dans un tampon Tris de pH 8 et 4 I
en urée. Les chromatographies sont faites & 02C. On éluc ainsi
deux fractions. La premiérc (F 1) constitue l'extrait & 092C cité
dans le texte. La scconde éluée beaucoup plus tardivement corres-
pond & des composds de faibles poids moléculaires. Son étude
n'a pas été faite. Signalons cependant que ces constituants

non protdéiques absorbent trés fortement & 278 mp.

G) EYDROLYSE SULFURIQUZ DES KERATINZS (T 62)

La laine ou les fractions morphologiques dtudides sont
hydrolysées par de 1l'acide sulfurique /10 & 1'ébullition et
sous réfrigérant & reflux pendant des périodes comprises entre
40 et 50 heures. Pour une hydrolyse de 5 g de laince on utilise
100 ml1 d'acide sulfurique N/10.
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Aprés traitement la fraction résiduelle séparde de
l'hydrolysat par centrifugation est rincée abondamment. ZIlle

est seule étudiée.

H) HYDROLYSE PiP3SIQUE DE L4 LAINE EN VUE D& L'ANALYSE DB
L'EYDROLYSAT (T 63)

Des échantillons de laine de 500 mg (poids anhydre)

coupés finement sont placés 24 h & 40°C dnns 24 ml de tampon
acétate de pH 1,8 utilisé pour l'hydrolyse pepsique. Pendant ce
temps la laine est imprégnde par le tampon et s'équilibre au
pid de 1,8.

D'autre part, 25 mg de pepsine sont dissous dans 5 ml
du mé&me tampon contenant 25 micromoles de norleucine. De cette
fagon 1 ml de solution pepsique correspond & 5 micromoles de
norleucine.

Au bout des 24 h. d'équilibrage des échantillons de laine

dans le tampon de pk 1,8, on ajoute 1 ml de la solution (pepsine

+ norleucine). 4 la fin de 1'hydrolyse enzymatique 1'hydrolysat
est isolé par filtration sur creuset filtrant n? 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

rin¢gage sont ensuite congelés et lyophilisds.

1) DOSAGE DES AMINO-ACIDES &M VUD DE L'ANALYSE Dad
HYDROLYSATS PEPSIQUES (T 64)
Ils sont effectués par la méthode de WMOORE et STHIN (T 5).

Compte tenu de la présence des sels dans les hydrolysats lyo-

philisés et pour que les hydrolyses chlorhydriques soient
faites dans le méme rapport protéine/HECl, la quantité des

protéines prdésente dans les lyophilisats est estimde d'aprés

les taux d'hydrolyse habituellement rencontrés (voir la TFigure 6)

La totalité de 1'hydrolysat est hydrolysée & raison de 1 ml de



HC1 50 p. 100 pour 5 mg de protéines. Par exemple, la courbe
représentant la cinétique de 1'hydrolyse pepsique de la laine
lérinos (Figure 6) montre qu'en 12 heures on hydrolyse 5 p. 100

de la laine. L'hydrolyse chlorhydrique d'un hydrolysat pepsique de
12 He de 500 mg de laine sera donc faite en tenant compte de

la présence de —29%6%—2~— = 25 mg de peptides et de 5 mg de
pepsine, soit 30 mg de "protéine". C'est-a-dire qu'on utilisera

6 ml de HEC1 & 50 p. 100 pour 1l'hydrolyse.

Apreés hydrolyse, on préléve 1 ml exactement de chaque
hydrolysat qu'on dilue de la maniére habituelle et on lyophilise.
On reprend ensuite par 5 ml d'eau et dose les amino-acides sur
2 ml de cette solution. La quantité de norleucine révéldée sur
chaque dosage permet de faire la correspondance exacte avec la
gquantité réelle d'hydrolysat pepsique analysé.

J) PREPARATION D8 KuRATINSS RUPONTELS ARTIFICIELLGILIIT
(T 65)

15 mg de laine vierge dégraissée (poids anhydre) sont

traités par du thioglycolate de potassium 0,1 i a pH 11 et &
502C pendant 2 heures de la maniére habituelle (100 ml de solu-~
tion de thioglycolate par gramme de laine). Aprés filtration, la
solution protédique est acidifide vers pHi 4,5. Les kératines
réduites et solubilisdes prdécipitent. £lles sont abondamment
lavées avec un tampon acétate de sodium - HC1 0,1 ii de pE 4,5.
On décante, rince plusieurs fois 2 1'eau distillée en ddécantant
a chaque fois pour dliminer les sels. On essore ensuite, on

centrifuge, puis on seéeche sous vide sur P pendant 3 jours pour

2%5
éliminer l'eau jusqu'a l'obtention d'une masse flexible. On
porte ensuite & 1'étuve & 409C pendant 48 h sous ventilation
puis on abandonne 15 jours & 1 mois en chambre froide a 49C et

3 1'air libre.
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