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AVANT-PROPOS 

L'hémopexine e s t  une protéine du sérum sanguin connue 

pour 'son aptitude à f ixer  1 ' hême ; ce t t e  propriété caractér is t ique 

pourrait f a i r e  jouer un rôle  physioï ogique parti cul i e r  à 1 ' hémopexine 

dans l e  transport de l'hème des chromoprotéides l ibérés  accidentel- 

lement dans l e  sérum sanguin par hémolyse ou par écrasement des 

cel lules  musculaires ; e l l e  pourrait également jouer un rôle 

spécifique dans son élimination par captation sélective par 

1 'hépatocyte. Dans ce conteftte, 1 'étude de l a  l iaison de 1 'hème 

à l'hémopexine e t  surtout des changements de propriétés physicochi- 

I miques que ce t te  1 i a l  son induit  au ni veau de 1 ' hémopexi ne nous 

~ a semblé intéressante car e l l e  nous permettrait peut-être de 

comprendre 1 e mécani sme de reconnaissance spéci f i  que du  compl exe 

hème-hémopexi ne. 

Dans ce b u t ,  i 1 nous f a l l a i t  d'abord caractér iser  e t  

i so le r  l e s  différentes fornies d'hémopexine du sérum sanguin 

humain, apohémopexine du sérum ci  rcul ant,  complexe hème-hémopexine 

du sérum sanguin additionné d'hème "in vitro". L'étude compara- 

t i  ve des propriét6s physicochimiques de 1 'apohémopexine e t  du 

complexe hème-hémopexine pouvait ê t r e  réal isée en tenant compte 



des méthodes e t  des resul ta ts  obtenus avec 1 'hémoglobine ou la 

myoglobine : changement du point isoélectrique, variations dans l e  

spectre optique de 1 'hème, études en dichroïsme circulaire  . . . . 
D'un autre coté, un certain nombre de données recuei l l ies  

dans la  l i t t é r a t u r e   DUS inci ta ient  à mettre en évidence un rôle 

plus spécifique de l'hémopexine dans l a  dégradation de l'hème 

au niveau de 1 ' hépatocyte, r61 e exercé grâce à une ac t iv i t é  

auto-catalytique d u  complexe Herne-hémopexine qui permettrait un 

catabolisme hépatique de l'hème par un mécanisme de CO-oxydation 

analogue à celui q u i  a é t é  signalé corne pouvant se  produire 

accidentellement au niveau de l a  plupart des hémoprotéides ; i c i  

encore, nous avons repris  pour ce t t e  étude les méthodologies déjà 

appl iquées aux chromoprotéides, en part icul ier  1 'action des 

réducteurs de 1 'hématirie en présence d '  un agent d'oxydation comme 

1 'oxygène moléculaire e t  1 'étude de la production de bil irubine 

I qui en résulte.  t 
Une part ie  des résul ta ts  présentés dans ce mémoire 

Change of human hemopexin i soe lec t r ic  point upon heme binding 

FEBS Letters,  78, 291-294. - 





J u s t i f i c a t i o n  de l a  terminologie u t i l i s é e  en fonct ion 

des pr inc ipa les références 

Le terme "hème" a été u t i l i s é  pour désigner l a  

l fer-protoporphyrine I X .  Ce terme dispense de f a i r e  l a  d i s t i n c t i o n  

ent re  l a  fer r ip ro toporphyr ine I X  e t  1 a ferroprotoporphyrine I X .  

La fer r ip ro toporphyr ine I X  es t  encore appelée 

chlorhémine ou chlorhydrate d'hématine. E l l e  c r i s t a l  1 i se  en 

prismes a l  longés connus sous l e  nom de c r i s taux  de Teichmann. 

- MORGAN, W.T. e t  VICKERY, L.E. (1978) J. B i o l .  Chem., 253, 2940-2945. - 
Magnetic and natura l  c i r c u l a r  dichroism o f  metal loporphyr in complexes 

of human and rabbi  t hemopexin. 

- .... (hem ( i ron-protoporphyr in IX) . .. - - . . . . f e r r i  heme-hemopexin - . , . . o t h e r ~ i m i d a z o l e - c o o r d i n a t e d  heme der i  v a t i  ves 
- . . .. under aerobic condit ions, heme-hemopexin i s  i n  the f u l l y  oxid ized 

s ta te .  The ferroheme-hemopexins7?Eo. - e x h i b i t  MCD spectra s i m i l a r  
t o  t ha t  o f  ferrocytdcht-ome b , consistent  w i th  a low spin s ta te  and 
h i s t i d y l  side-chain coordina 5 ion  o f  the heme i r o n  i n  the reduced as - 
wel l  as i n  the oxid ized state.  - The abbreviat ions used are : heme, i ron-protoporphyr in I X .  

7 

- KODICEK, M., HRKAL, Z, and VUDRAZKA, Z.  (1977), Biochim. Biophys. Acta, 

495, 268-278. - 
On the molecular conformation of human hemopexin. II. Analysis o f  

c i  r c u l  ar  d i  chroi  c spectra. 

- . . . . haem-hemopexin. - 



- HSU, M.C. e t  WOODY, R.W. (1971) J. Amer. Chem. Soc. , 93 (14), - 

The o r i g i n  o f  the h e m  cot ton e f f ec t s  i n  myoglobin and hemoglobin 

SCHMID, R. e t  Mc DONAGH, A,F. (1975) Ann. N.Y. Acad. Sc., 

- . . . . heme proteins 
- e . . .  m.. .  
- . . , . hemogl ob i  n- hem. - . . . heme r ing .  - 

- O'CARRA, P. e t  COLLERAN, E. (1969) FEBS Let ters ,  - 5 (4) ,  295-298. 

Haem catabol i sm and coupled o x i  d a t i  on o f  haem-proteins. 1 

- GRAY, C.H., NICHOLSON, D.C. and TIPTON, G. (1 972) Nature, 239, 5-8. 1 
Degradation o f  haem compounds t o  b i l e  pigments. 

- LEHTOVAARA, P. e t  PERTILA, U. (1978) Biochem. J., - 176, 359-364. 

Bi l e  pigment formation from d i  f f e r e n t  leghaemogl obins. Methine- 

br idge speci f i c i  t y  o f  coupled oxidat ion.  

- . . . , The coupled ox ida t ion  o f  leghaemoglobins w i  t h  02 and 
ascorbate y ie lded  oxyleghaemoglobin i n  the f i  r s t  react ion step, and 
the second step was the  degradation o f  - haem character ized by an A675 
increase. - . . . . the degradation o f  haem. - I 



1 ERE PARTIE 



1 - L'HEMOPEXINE 

I La présence de protéines l iant  les porphyrines dans 

l e  sérum des mammifères es t  bien connue. La première de ces 

protéines qui a i t  été décrite fu t  l a  sérumalbumine ( F A I R L E Y )  (1938) 

(1)" (HEILMEYER) (1933) ( 2 ) .  Ses propriétés physico-chimiques 

tout comme son interaction avec l'hème e t  d'autres porphyrines ont 

éte précisées (PETERS) (1 970) ( 3 ) .  Cependant, 1 'interaction de 1 a 

I sérumal bumine avec d'autres 1 igands tels  que les 1 ipides (SPECTOR 

e t  al .) (1969) ( 4 )  e t  la  bilirubine (JACOBSEN) (1969) ( 5 )  a été - 
! étudiée aussi de façon t rès  précise. C'est en 1957 que 1 'hémopexine, 

une B-glycoprotéine du sérum fut  découverte (ALLISON e t  REES) (1957) 

(6) ; (NEALE e t  al .) (1958) (7 ) .  

Par  préci pi tation fractionnée au su1 fate d '  ammonium 

de liquide d'ascite cancereuse e t  par séparation chromatographique 

sur DEAE-ce1 lulose, BISERTE , #AVEZ, LATURAZE e t  HAYEM-LEVY (1960 1) 
(8) o n t  puri f i é  une glycoprotéine perchlorosol uble (séromucoïde B~ ) 

qui possède l a  même affini té  pour l'hème e t  les mêmes caractères 

antigéniques que 1 'hémopexine : i l  s 'agit  de l a  même protéine sérique. 

(%) Les numéros entre parenthèses correspondent à 1 'ordre d'apparition 
dans l e  texte (voir bibliographie à la  f in du mémoire). 

Du f a i t  de l'introduction des a r t i c les ,  chaque chapitre possède sa 
propre numerotation des figures, reprise à chaque fois à part ir  du 
chiffre un,  
Pour éviter  toute confusion, la  référence à une figure s'accompagne 
du numéro de la  page correspondante. 



puissent e x i s t e r  (KOSRKI e t  a l  .) (1957) (9) ; (SUGITA) (1962) (10) ; 

~ S K E L O  - e t  a l  .) (1971) (11) ; (MORGAN) (1978) (12) ; TIPPING e t  a l . )  

1 (1978) (13), on dispose de peu d ' informat ions les  concernant. 1 
1.2 - ROLE - 

Les études actue l les  suggèrent manifestement que 

1 'hémopexine fonctionne comme une protéine de t ranspor t  qui 1 i e  

fortement 1 'hème dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine e t  1 'achemine sélec- 

ti vement vers l e s  ce1 l u l e s  du parenchyme hépatique (HERSKO) (1  975) 

(14) ; (LIEM) (1 974) (15) ; (FOUCRIER - e t  a l .  ) (1 979) (1 6) ; (MULLER- 

EBERHARD - e t  a l  .) (1970) (17). Par exemple, l e  temps de demi-clairance 

plasmatique de 1 'hémopexine na t i ve  chez l e  l a p i n  est  ramené de 

30 heures à 6 heures à l a  su i t e  d ' i n j e c t i o n  intraveineuse d'hème 

(CONWAY - e t  a l .  ) (1  975) (18) ' (LIEM - e t  a l .  ) (1 975) (1 9) . Ceci 

impl ique non seulement que 1 'hémopexi ne peut concurrencer nettement 

1 a sérumal bumine (MULLER-EBERHARD e t  MORGAN) (1975) (20) , mais 

aussi que l a  formation du complexe hème-hémopexine produi t  un chan- 

gement conformationnel dans l a  pro té ine qui  abou t i t  a sa reconnais- 

sance par 1 ' hépatocyte. 

Bien que sa teneur dans l e  sérum chez 1 a p lupar t  des 

mamni fères soi  t r e l  a t i  vement importante, de 1 'ordre de 0,3 à 1,5 mg/ml 

(BRAUN) (1 971) (21) ; (SCHULTZE e t  HEREMANS) (1  966) (22), 1 a 

protéine es t  t r è s  d i  f f i  c i  l e  i s o l e r  (MULLER-EBERHARD e t  LIEM) (1 974) 

(23). Ceci es t  probablement dû au grand nombre de @-protéines 



sériques e t  aussi à l a  nature glycoprotéique de 1 'hémopexine. La 

concentrat ion en hémopexine sérique peut ê t r e  faci lement déterminée 

par immunodi f fusion rad ia l e  (BRAUN) (1 971 ) (24). 

1.3 - CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE 

Les compositions en acides aminés e t  en sucre de 1 'hémo- 
l 

pexine humaine sont présentées dans l e  Tableau 1 (HAVEZ - e t  a l .  ) 

(1 967) (25)  ; (HEIMBURGER. - e t  a l .  ) (1 964) (26) ; (HRKAL e t  

MULLER-EBERHARD) (1 971 ) (27) ; (HAYEM-LEVY e t  HAVEZ) (1  973) (28). 

11 e s t  d i f f i c i l e  de comparer l e s  résu l ta ts  obtenus par  d i f fé ren ts  

auteurs pour l a  composition en acides aminés car l e s  valeurs du 

poi ds mol écu1 a i r e  sont t r ès  dif férentes. La val  eur admi se actuel  - 
lement e s t  ce1 l e  donnée par SEERY e t  a l .  (1972) (29), s o i t  

57 O00 - + 3 000. 

HAYEM-LEVY e t  HAVEZ ont  i d e n t i f i é ,  par l a  méthode de 

d i n i  trophénylat ion, 1 'acide aminé en pos i t i on  N-terminale : i 1 s ' a g i t  

de 1 a thréonine. La c inét ique d'hydrolyse par  l a  carboxypeptidase 

a permis à ces auteurs, de caractér iser  1 ' h i s t i d i n e  en pos i t i on  

C-terminale, immédiatement s u i v i e  de 1 'acide aspartique en pos i t i on  

subterminale (1973) (30). L'hérnopexine es t  dépourvue de groupes 

su1 fhydry l  es 1 i bres (HRKAL e t  MULLER-EBERHARD) (1 971 ) (31 ) . 
L ' i n t e rac t i on  de l'hémopexine avec les  porphyrines e t  l e s  

métal loporphyrines a é té  t rès  étudiée. Dans une étude pré1 i m i  na i  re, 

un rapport  de l i a i s o n  de 15 à 20 molécules d'hème par  molécule 



d'hémopexine a é té  proposé (SCHULTZE - e t  a l  .) (1  961) (32), mais 

dans une autre pub l ica t ion,  l e  même groupe de chercheurs a t rouvé 

un rapport  de l i a i s o n  l/i e t  a a t t r i bué  son observation i n i t i a l e  à 

1 a tendance bien connue de 1 ' heme à s ' agréger en so l  u t i o n  aqueuse 

(HEIDE e t  a l .  ) (1964) (33). - 
La constante de d issoc ia t ion (Kd) du complexe hème- 

héiopexine a é té  estimée à I O " ~ M ,  à p a r t i r  d'échange d'hème avec 

l a  ferrihémoglobine (HRKAL e t  a l  .) (1974) (34). 11 f a u t  noter  que, - 
init ia lement ,  l a  mise en évidence de l'hémopexine dans l e  sérum e t  

d'autres 1 iquides biologiques a v a i t  é té  rendue possible par c e t t e  

apt i tude à l i e r  d i  vers chromoprotéides : hémoglobine, myoglobine, 

cytochrorne c (BISERTE e t  a l .  ) ( 1  960a) (35). - 
l 1.4 - DETERMINATION DU SITE DE LIAISON A 1 'HEME 

1 HAYEM-LEVY e t  HAVEZ (1973) (36) ont  montré que 

1 ' a l ky l a t i on  des résidus d ' h i s t i d i n e  de 1 'hémopexine ab01 i s  sai t 
l 

sa f acu l t é  de l i a i s o n  à l'hème. Ces auteurs ont  montré que l a  

combinaison de l'hémopexine à 1 'hème peut ê t r e  comparée à l a  f i x a t i o n  

de 1 'hème sur  l a  globine dans 1 'hémoglobine ou l a  woglobine.  I l s  

se sont insp i rés  des travaux de WYMAN (1938) (37) montrant + 

1 ' imp l i ca t ion  d i r ec te  de cer ta ins  résidus d ' h i s t i d i n e  dans ce t t e  I 
l i a i son .  Ces résidus ayant une a c t i v i t é  p a r t i c u l i è r e  (p ro ton isa t ion  

d'un azote imidazol ique) e t  pouvant ê t r e  bloqués par l ' a c t i o n  de 

1 ' acide monoi odoacétique à pH 5,5. 



TABLEAU 1 

COMPOSITION CHIMIQUE DE LA MOLECULE 

d1HEMOPEXINE HUMAINE 

COMPOSITIIïN DE LA COPULE PROTE IQUE 

NOMBRE DE RESIDUS D'ACIDES AMINES PAR MOLECULE .............................................. 

HAVEZ e t  a l ,  HEIMBURGER e t  a l .  HRKAL e t  MULLER- 
(1967) ( 2 5 )  (1964) (26)- EBERHARD (1 971 )(271 

Poi ds 
molécula i re 62.000 80.000 69.800 I 
As P 3 2 45 46 
Th r 20 2 7 25 . 
Se r 2 6 3 3 32 
Glu 36 4 8 4 5 
Pro 2 7 3 8 3 7 
G ~ Y  36 4 5 4 9 
A l  a 2 5 32 3 3 
CY s 8 11 12 
Val 22 2 8 2 8 
Met 2 7 '  4 
Il e 8 11 10 
Leu 32 4 2 4 1 
TY r 13 18 16 
P he 15 21 22 
LY S 20 26 26 
Hi s 16 19 20 
Arg 16 23 23 
T r p  N.D. 18 18 
Tota l  354 492 487 

B - COMPOSITION GLUCIDIQUE (g/100 g) 

HAYEM-LEVY e t  HEIMBURGERetal. HRKALetMULLER- 
HAVEZ (1  973) (,28) (1964) (26) EBERHARD ( 1 971 )(27) 

Hexoses 
(Gal/Man = 1) 8 9 5  9 ,O0 6,92 

Os amines 4,5 7,40 7,73 
Acide s i a l i que  4 ,O 5 ,O0 6,92 
Fucose 0 19 O ,40 - 

'\$ , 8 

I ,, 
h,."' 
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Après alkylation, i l  n 'es t  plus possible de mettre 

en évidence la formation d ' u n  complexe ; i l  n'y a plus de déplacement 

du maximum de 390 à 414 nm ni apparition des bandes mineures à 530 

l e t  564 nm, e t  les spectres des solutions d'hème 1 ibre e t  du mélange 

I hème e t  hémopexine-carboxyméthylée sont strictement superposables. 

La composition en acides aminés de 1 'hémopexine alkylée es t  inchangée, 

sauf en ce qui concerne l a  teneur en histidine : i l s  n'ont dosé 

en e f fe t ,  après alkylation que 14 résidus d'histidine sur les 16 

l de la  glycoprotéine native ; deux résidus d'histidine o n t  é té  

retrouvés sous forme de carboxyméthyl histidine. Ces auteurs 

1 ajoutent que la  liaison avec 1 'hème ne s'effectue pas par 

1 'histidine s i  tuée en position C-terminale. ~ 
Par des méthodes spectrométriques, AISEN e t  al.  

(1 974) (38) ont apporté 1 a .con f i  rmation des résultats oricyinaux 

de HAYEM-LEVY e t  HAVEZ (1 973) (39) concernant 1 ' impl i cation de 

2 histidines dans l a  liaison de 1 'hémopexine à 1 'hème. 

1.5 - ETUDES EN DICHROISME CIRCULAIRE 

En d@pi t des difficultés rencontrées lors de 

leur interprétation, les spectres de dichroi'sme constituent une 

source précieuse de renseignements concernant la conformation des 

protéines en solution ainsi que leur interaction, so i t  avec 

d'autres macromolécules biologiques, soi t  avec de petites mol écules. I 
Rappelons que, pour qu'une molécule soi t  optiquement 1 

active, c'est-à-dire qu'el l e  présente un dichroïsme circulaire, l 
el l e  doit .comporter des chromophores so i t  intrinsèquement 

1 
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dissymétriques (1 ' ac t iv i t é  optique e s t ,  dans ce cas,  inhérente à l a  

I géométrie du chromophore) s o i t  intrinsèquement symétriques mais 

I perturbés de facon dissymétrique (1 ' ac t iv i t é  e s t  dans ce cas induite 1 
par 1 'environnement du chromophore). 

Suivant l a  position du signal dichroique, on 

distingue t r o i s  zones d'analyse des spectres en fonction de l a  

fongueur d'onde : 

On y trouve l e  chromophore peptidique pour lequel 

l e s  calculs complets sont disponibles en vue de l a  définit ion du 

I pourcentage dA1hélice alpha d'une protéine ou d ' u n  peptide en I 
fonction de son ac t iv i t é  optique. 

- Le ,-- eroche ----,-------------1-,,,----,-,------------ ultra-violet  de 230 à 350 nm 

On y trouve les  chromophores aromatiques, ainsi  

que les  ponts di sulfure ; leur analyse nous donne des renseignements I 
concernant l 'organisation spat ia le  de l a  molécule. E n  général , 

i 1 n 'y a pas de superposition des signaux dichroïques entre l e  

domaine de 1 'u l t ra -v io le t  lointain e t  celui du proche ul t ra-  

violet .  

- ~ e , y l s i b l e 2 - d g - 3 ~ ~ - ~ - 5 g ~ - ~ ~ - q u i  e s t  l e  domaine de 1 'absorption de 

1 'hème dans une zone de longueurs d'onde voisine de 400 nm appelée 



I On retrouve ces t ro is  sér ies  de bandes, mais du 

I f a i t  de l a  teneur t r5s  importante de l'hémopexine en tyrosine e t  en 

I tryptophanne (Tableau 1 ) ,  i l  exis te  une bande intense à 231 nm, 

l suffisamment intense pour perturber les  bandes de l ' u l t r a -v io le t  

I lointain.  L '  interprétation des bandes situées à 180-230 nm en terme 
l 

I de s t ructure secondaire e s t  donc délicate.  Cette observation a é t é  ~ 
I f a i t e  par KODICEK - e t  a l .  (1977) (40). l 

Dans 1 es spectres de di chroïsme ci rcul ai r e ,  

1 'hème 1 i bre ne présente pas de signal di chroïque, du f a i t  de sa 

symétrie (HSU e t  WOODY) (1971) (41). Les hémoprotéines, en revanche, 

présentent un signal dans ce t te  zone de Soret : ceci t radui t  une 

asymétrie du chromophore héminique qui lui  e s t  conférée par son 

environnement protéique. L 'étude du signal di chroïque dans ce t t e  

zone apporte donc des informations concernant l 'asymétrie imposée 

par l e  "solvant" polypeptidique, car ce signal e s t  sensible à l a  

structure protéique e t  i 1 peut ê t r e  différent  selon 1 'hémoprotéine 

considérée, du point de vue de son interaction avec l e  chromophore. 

Cependant, 1 'étude de 1 'or i  gine de 1 ' ac t i  v i  t é  

optique induite par l e s  groupes prosthétiques e s t  un domaine dont t 
1 'exploitation e s t  extrêmement dé1 icate.  HSU e t  WOODY (1 971 ) (42) 

ont étudié les e f fe t s  Cotton associés aux t ransi t ions électroniques 

de 1 'hème pour un grand nombre d ' hémoprotéi nes t e l  1 es que 1 a t 
myogl obine, 1 ' hémoglobine, l e  cytochrome c e t  1 a peroxydase du 



r a i f o r t  : leurs ca lcu ls  ont  démontré une i n te rac t i on  entre l'hème 

e t  les  résidus aromatiques vo is ins  dans l a  protéine. 

En poursuivant ces études dans l e  cas de 

1 'hémopexine, KODICEK e t  a l .  ont  pu é t a b l i r  que les  résidus aroma- 

t iques de ty ros ine e t  de tryptophanne viennent au voisinage immediat 

I de 1 'hème (1977) (43). De même, MORGAN e t  MULLER-EBERHARD (1972) I 
I (44) ont  montré que l ' i n t e r a c t i o n  avec l'hème provoque une augmen- 

I t a t i o n  du s ignal  dichroïque à 231 nm qui peut a l l e r  jusqu'à 50 p. 100 I 
1 au cours de l a  l i a i s o n  à l'hème. 1 
I Ces auteurs on t  aussi a l l i é  les  études en I 

dichroïsme c i r c u l a i r e  aux études de modi f i  cations chimiques d 'acides 

aminés essent ie ls.  La modi f ica t ion chimique spéci f ique des résidus 

l de tryptophanne a été réa l  i sée par 1 e N- bromosucci nimi de (MORGAN t 
e t  MULLER-EBERHARD) (1 974) , (45) e t  ce1 1 e des résidus d ' h i s t i d i n e  

par photo-oxydation d'un complexe rose bengale-hémopexine (SEERY e t  a l . )  

(1975) (46).  L'une ou 1 ' autre de ces modi f icat ions chimiques supprime 

1 'augmentation du s ignal  dichroïque à 231 nm l o r s  de 1 ' i n t e rac t i on  

avec l'hème. Ces observations suggèrent que l e  tryptophanne e s t  

nécessaire 3 l a  l i a i s o n  de l'hème. Quant au rés idu d ' h i s t i d i n e ,  

une nouvel l e  preuve es t  a i ns i  apportée de son imp l i ca t ion  dans l e  

s i t e  a c t i f  de 1 'hémopexine comme 1 'avaient é t a b l i  HAYEM-LEVY e t  

HAVEZ (1  973) ( 47). 

1.6 - PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES 

Un r ô l e  coopérat i f  de l a  sérumalbumine 



l'hémopexine dans l e  t ranspor t  de l'hème e t  dans l a  production de 

pigments b i l i a i r e s  a é t é  proposé dès 1971 par DRABKIN (1971 ) (48). 

14 14 Dans l a  perfusion du f o i e  i s o l é  du r a t  l e  ( C) hème e t  l a  ( C) hème 

I hérnopexine se sont montrés d 'exce l lents  substrats pour l a  produc- I 
t i o n  de pigments b i  1 i a i  res. L '  hémoglobine e t  1 ' hème-al bumine non 

dénaturée, comme témoins, ne produisent pas d'augmentation s ign i  f i -  

c i t i v e  de l a  formation de pigments b i l i a i r e s .  Par contre. dans un 

système microsomal hépatique, en présence d'hème-oxygénase, l'hème 

l i é  à 1 'hémopexine peut s e r v i r  de substrat  (TENHUNEN e t  a l  . )  (1969) - 
(49) pour l a  production de pigments b i l i a i r e s .  

Le taux rapide d 'é l im ina t ion  de 1 'hème du plasma 

" i n  v ivo" e t  l e  maint ien de l a  formation à un taux constant de 

l'hémopexine après l ' i n j e c t i o n  répétée d'hème suggère s o i t  un 1 
renouvellement rapide de l a  pro té ine 1 i a n t  spécifiquement 1 'hème, s o i t  I 
sa r é u t i  1 i sat ion ou son recyclage, après qu 'e l  l e  a i t  t ranspor té  

l'hème q u ' e l l e  a l i é ,  au fo ie .  L'hémopexine permet t ra i t  donc l e  

t ranspor t  de 1 'hème e t  son passage à t ravers  l a  bar r iè re  membra- 

na i re  dans 1 'hépatocyte ou l'hème peut ê t r e  dégradé en pigments 

b i  1 i a i  res (DRABKIN) (1  971 ) (50). 

Dans des expériences plus récentes SMITH e t  

MORGAN (1 979) (51 ) montrent que 1 ' hémopexine t ransporte 1 ' hème à 

un récepteur hépatique e t  retourne ensui t e  dans 1 a c i r cu la t i on .  



l es  analogues chimiques de l a  coupure de 1 'hème a i n s i  que l e s  

dérivés chimiques e t  biologiques des b i l i n e s  obtenues à p a r t i r  de 

1 ' hème. 

Les composés héminiques sont part icul ièrement sensi- 

b les ii 1 'attaque oxydative dans l a  pos i t i on  meso, c 'es t -à -d i re  

aux ponts méthynes r e l i a n t  l e s  noyaux pyrrol iques.  Une t e l l e  

oxydation conduit rapidement ii l a  coupure ou à 1 ' é l  iminat ion du 

I pont méthyne, provoquant une coupure du macrocycle porphyr in ique e t  

à l a  formation d'une chaîne ouverte de s t ruc tu re  t é t r apy r ro l i que  

(Schéma 1, page 1 8 ) .  

Le devenir du pont carboné é l iminé oxydativement 

f u t  é t a b l i  dans l es  années 1950 par SJOSTRAND (1951) , 

(52) ; (SJOSTRAND) (1952) (53) ; (SJOSTRAND) (1970) (54).  Cet 

auteur a montré que l e  catabolisme de l'hème chez l e s  animaux se 

t r a d u i t  par une formation stochiométrique de monoxi de de  carbone^, 

métabol i te t r ès  inhabi  tue1 qu i  n 'apparaî t  s 'associer qu'au c l i vage  

de l'heme, t o u t  au moins chez les  animaux. 

a lautres études du c l i vage  chimique de 1 'héne par  

des oxydations couplées " i n  v i t r o " ,  on t  démontré une formation 

s i m i l a i r e  de monoxide de carbone à p a r t i r  du pont carbone él iminé.  



(LUDWIG e t  al . )  (1957) (55) ;\ANAI/ e t  a1 .) (1961) (56 ) .  Ces études 

ont montré que les  systèmes "in v i t ro"  représentent des 'analogues 

proches du  processus de clivage "in vivo". 

Schéma 1 

oxygène . CO 
Réducteur c 

Coupure oxydative du  cycle tétrapyrrolique de 1 'hème 

conduisant a une s t ructure tétrapyrrol ique en charne ouverte ( b i l  ine) .  

. Nous exposerons i c i  un type par t icu l ie r  de clivage 

assimilée à une oxydation couplée de 1 'hème ( c ' e s t  en f a i t  une 
d* 

CO-oxydation de 1 'hème e t  du réducteur), e t  e l l e  es t ,  loin,  . 1 a plus 

oxydatif de 1 'hème q u i  survient en présence de certains réducteurs 

t e l s  que 1 'ascorbate, La réaction procède par une oxydation concurrente 

du reducteur e t  du pont méthyne de l a  molécule d'hgme par l'oxygène 

mol~culaire .  Celle-ci, habituellenient e t  bien que 3 t o r t ,  e s t  

étudiée des méthodes de coupure chimique de l'hème. L'importance 

I 



part icul ière  de ce type d'oxydation couplée provient du f a i t  qu'ell'e 

a é té  longtemps considérée comme un modèle vraisemblable pour l a  

formation des tétrapyrroles à chatne ouverte naturels par un 

processus biologique analogue, 

La probabilité de l a  f i l i a t i o n  des bilirubines 

naturel 1 es après c l  i vage oxjldati f des porphyrines ou des précurseurs 

I de' 1 ' hème a pu ê t r e  déduite des relations structural es révélées 

I dans les années 1930 par i'Ecole de LEMBERC (FISCHER e t  ORTti) (1937) 

La découverte simultanée de 1 'oxydation couplée du 

protohème a démontré l a  possibi l i té  d'une t e l l e  voie d ' u n  point de 

vue chimique (WARBURG e t  NEGELEIN) (1930) (56) ; (LEMBERG) (1935) 

(57) e t  e l l e  a suggéré que c ' e s t  l e  protohème plutôt que la  proto- 

porphyrine- IX l e  précurseur immédiat l e  pl us vraisemblable puisque 

les  porphyrines, à l a  différence des hèmes, ne subissent pas 

faci lement l e  clivage après oxydation couplée. Des études ul tér ieures  

par traceurs isotopiques ont confirmé l a  f i  1 iation des bi 1 ines animales 

à par t i r  du protohème (GRAY) (1950) (58). 

Les tétrapyrroles en chatne ouverte sont souvent 

désignes collectivement sous l e  nom de pigments bi 1 i a i r e s  , terme 

dérivant du f a i t  que les  premiers de ces composés à ê t r e  caractér isés  

l e  furent à p a r t i r  des pigments de l a  b i l e  des animaux : l a  

bi 1 iverdine v.erte e t  son produit de réduction jaune, l a  bil irubine 

(Schéma 2, page 20 ) . Les termes en relat ion mais pl us adaptés 

de bi l  ine ou de bilinoïdes sont préférés en tan t  que termes généraux 

des tétrapyrroles en chatne ouverte, puisque quelques uns de ces 



composés sont incolores, e t  puisque des tétrapyrroles en chaine 

ouverte ont é t é  isolés  a p a r t i r  d'une grande v a r i é t é  de sources 

naturelles sans aucune relation avec la  b i le .  



1 Quatre isomères différents des b i  1 iverdines peuvent de ce f a i t  

apparaftre p a r  coupure du protohème- IX à ces différentes posi tions 

des 

1 es 

ponts méthyne. Les quatre isomères possibles sont désignés par 

suffixes IXa, 1x6, IXy e t  1x6 qui indiquent l'hème d'origine 

e t  les ponts éliminés (Schéma 3 ,  page 22 ).  Le même système de 

suffixes e s t  u t i l i sé  pour désigner la  nature isomérique des bil  ines 

déki vées , d'une manière formelle ou réel le ,  de ces isomères de 

bi 1 iverdines par des processus qui n'impliquent aucune modification 

dans 1 'ordre des chatnes latérales (par exemple, la bilirubine IXa, 

1 a deutérobil iverdine IXa e tc . ) .  La grande majorité des bilirubines 

bi 1 i ai res correspond à 1 ' i somère IXa, e t  1 a plupart des autres bi 1 ines 

naturel les ,  comprenant les bil ines des algues par exemple, sont 

également du type IXa. 

Il e s t ,  par conséquent évident,que la formation de la 

plupart des bilines naturelles implique la  coupure du protohème 

exclusivement ou presqu'exclusivement, à 1 a position a du pont 

méthyne. Cette spécificité a été invoquée au  premier chef dans 

l'explication du mécanisme e t  des causes du métabolisme de l'héme 

chez les mammifères. C'est un phénomène q u i  doit ê t re  pris en 

considération dans toute proposition d ' u n  mécanisme de coupure de 

1 'hème. En f a i t ,  de nombreux auteurs ont tenu la  spécificité a pour 

l e  phénomène clé dont 1 'explication satisfaisante résoudrait 

automatiquement l a  question plus large du mécanisme de l a  coupure. 

D'une manière générale, deux théories opposées concer- 

nant 1 es facteurs provoquant 1 a coupure biologique de 1 'hème e t  

1 'origine de l a  spécificité a ont  été invoqués régulièrement pendant 

des années. Le premier type de théorie fut  émis par LEMBERG (1949) 

(59) qui proposa que l e  mécanisme de clivage "in vivo" es t  un 



Biliverdine I X a  

Bi l iverdine I X  d Bil iverdine IX p 

Biliverdine y 

Schdma 3 : Fi l ia t ion  des quatre isoméres de l a  biliverdine par 

protohbme U aux quatre.; positions du pont méthyne. 

coupure du 



processus purement chimique t r è s  semblable à 1 'oxydation couplée 

de 1 'hème réal isée "in vitro" ; sur ce t t e  base, 1 a spéc i f i c i t é  a 

fu t ,  à 1 'origine,attribuée à une l a b i l i t é  intrinsèque du pont méthyne a 

de l a  molécule d'hème l e  rendant plus sensible que les  autres ponts 

au clivage oxydatif. L'autre type de théorie,  invoqué plus 

principalement par WISE e t  DRABKIN (1965) (60) ,  NAKAJIMA e t  GRAY 

. (1967) (61) e t  TENHUNEN e t  a l .  (1972) (62 ) invoque un processus - 
métabol ique catalysé par. un enzyme, 1 'hème a méthényle oxygénase, 

dans lequel l a  spéc i f ic i té  a e s t  imposée par l e  ou les enzymes dont 

l e  rble fonctionnel e s t  l a  coupure de llhGme. 

Un troisième point de vue, qui peut ê t r e  considéré 

comme intermédiaire entre les deux précédents, a é t é  avancé par 

O'CARRA e t  COLLERAN (1969) ( 63 ) qui suggèrent que l e  clivage 

biologique de l'hème peut ê t r e  l e  résu l ta t  d'évènements chimiques, 

t r è s  analogues à 1 'oxydation couplée "in v i t ro"  conduisant à l a  

coupure accidentel l e  ou subsidiaire du  groupe héminique à 1 ' in te r ieur  

du s i t e  de l iaison à 1 'hème de certaines hémoprotéines act ivant  

l'oxygène. Selon ce point de vue, ce s e r a i t  l a  position de l'hème 

dans le s i  t e  de 1 iaison de ces hémoprotéines qui imposerait 1 a 

spéc i f ic i té  a ,  bien que l a  fonction exacte des hémoprotéines s o i t  

certainement sans aucune relation avec l e  clivage de 1 'hème. C'est 

ainsi que BROM e t  THOMAS (1 978) ( 64 ) ont montré par des études 

cinétiques, 1 a formation d'un complexe intermédiaire entre 1 'oxygène 

e t  l e  f e r  héminique, puisque l a  réaction de clivaae de 1 'hème en fonc- 
l 

tion de l a  quantité d'oxyaène consommée s u i t  l a  l a i  de Michaelis-Menten. 



DEUXIEME P A R T I E  

CONTRI BUTION PERSONNELLE 

CHANGEMENT DE POINT ISO-ELECTRIQUE DE 



f i x e  

Les  c o n d i t i o n s  dans lesquel les 1 'hémopexine 

1 'hème n'ont  pas encore été décr i  tes dans l a  1 i t t é r a t u r e ,  non 

1 p lus que les  condit ions d ' incubat ion " i n  v i t r o "  pour que c e t t e  

l i a i s o n  s o i t  optimale. 

Lorsque 1 'hémopexine a f i xé  1 'hème, .el l e  forme avec 

son l i gand  un complexe qui ,  j u squ ' i c i ,  n 'a pu ê t re  dissocié. 

La haute a f f i n i t é  de 1 ' hemopexine pour 1 'hème implique 

que toute préparation dth6mopexine cont ient  à l a  fo i s  de l ' apo-  

hemopexine e t  de l'hème-hémopexine. Ce phénomène a é te  ignoré 

j usqu ' i c i  , e t  les  auteurs préparaient s o i t  un mélange des deux 

formes avec un bon rendement, s o i t  1 ' une des deux formes seulement , 

avec un rendement qu i ,  de ce f a i t ,  é t a i t  fa ib le,  

De même, l es  études physico-chimiques qui ont  pu ê t re  

réal isées t r a i t a i e n t ,  l a  p lupar t  du temps, d'un mélange des deux 

formes. En e f f e t ,  s i  l es  changements conformationnel s i n d u i t s  par 

l a  captat ion du l i gand  ont  entraîné de nombreux travaux reposant 

sur  les  techniques physico-chimiques, aucun de ces travaux 

n ' impl ique 1 'étude exclusive de 1 'hème-hémopexine : les  études 

on t  é té  r éa l  i sees sur un mélange de 1 'apo-hémopexine e t  de 1 'hème- 

hémopexine , 

Nous avons donc été amené, dans un premier temps, à 

montrer que 1 ' hémopexi ne, l o r s  de 1 a capture de 1 'hème change de 

po in t  isoé lect r ique.  

Les arguments que nous présentons const i tuent  

une preuve expérimentale quant à 1 'existence dans l e  sérum de t r o i s  
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formes d'hémopexine, c'est-à-dire : 1 'apo-hémopexine, 1 'hême-hémopexine, 

les polymères d' hémopexi ne. 

Nous démontrerons que lorsqu'on ajoute de l'hème 

on peut faire disparaitre ces polymères d'hémopexine en laissant 

subsister 1 'apo-hémopexine et en provoquant la formation importante 
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1. Introduction 

Hemopexin is the serum 0-glycoprotein with a liigh 
affiriity for heme [ I l  and its biological and pliysico- 
chemical properties have been reviewed by Muller- 
Eberhard and Liem [2]. The detailed cliaracterization 
of the protein is hampered by the complexity and 
low yields of the isolation procedures, specially for 
human hemopexin (3-51. 

In an attempt to explain differences in purification 
procedures of human hemopexin, we present here 
experimental evidence for a change in its isoelectric 
point upon heme-binding. It provides information on 
the change in the conformation of hemopexin induced 
by its interaction with heme and thus may contribute 
for understanding the means by which hemopexin 
fulfills its physiological fuiiction in heme transport. 

2. Experimental 

2.1. Isolation o f  a cn tde  Iienzopexiti fraction 
The human serum fractionation technique by 

rivanol and ammonium sulfate was that of Hayem-Levy 
and Havez [3] ,  with sliglit modifications. Ammbnium 
sulfate concentrations were lower. Transferrin elimina- 
tion was checked by radial immuno-diffusion using 
partigcn Behring. 

Al1 operations werc carricd oiit at 4OC. TItc scrum 
canie froiii a pool savcd aftcr cliriical analysis arid was 
dialysed against NaCl 1.17%. Oiie liter was diluted 
with one liter of 0.8% NaCI. Successive precipitates 

Abbreviation: Herne, Ferriprotoporphyrin IX 

North-Holland Publishirtg Company - Amsterdam 

obtained under the following conditions were dis- 
carded after 90  min centrifugation at 3000 X g: 

(i) One liter of 2.50% rivanol solution in 0.05 M,  
pH 8.0, phosphate buffer was added dropwise, under 
stirring, overnight. 

(ii) NaCl to a 5% final concentration, citric acid 
to adjust pH at 7.0 and ammonium sulfate, to a 0.96 
M final concentration, were added. 

(iii) Citric acid lowered pH to 3.8. 
(iv) Ammonium sulfate was added to 1.3 1 M final 

concentration. 
Finally a 2.91 M ammonium sulfate precipitate was 

dialysed against 10 mM Tris-HC1 buffer, pH 7.0, in a 
Biorad '50' biofiber beaker. Protein concentration 
was adjusted between 10 mg/ml and 20 mg/ml. The 
resulting fraction was named Fraction A. 

2.2. Displacernetzt clirontatography 
Tris-HCI buffer 10 mM, pH 7.0, was used for 

equilibration and for elution of the colunin 
(3.5 X 10 cm) of DEAE- Sepliadex A-50 a l  4 ' ~ .  
Experimental conditions are given in the legend to fig.1. 
Elution was followed by absorbance measurements at 
280 nm and 414 nm, by the rockett technique of 
Svendsen and Carsten [6] and by radial immuno- 
diffusion with partigen Behring for hemopexin. Immuno- 
electrophoresis was performed using whole human 
serum protein antiserum, specific anti-liuman hapto- 
glwbin antiscrutn aiid spccilic a~iti-liuniari hcriiopcxin 
antiscrurri (fig.2). I Iapioglobiii coriccn tralioii was 
determined by the Hyland n~etliod used in clinical 
analysis. Crossed immunoelectrophoresis was then 
realised according to Laurel1 [7]. After analysis, Iiemo- 
pexin containing fractions of displacement chromato- 
graphy were pooIed and named Fraction B. 
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A rabbit antiserum raised against this Fraction B 
was prepared and used in Laurel1 technique with a 
fresh normal, non-hemolysed Iiuman serum as antigen. 
Absence of hemolysis was ascertained by potassium 
measurement with flame spectrophotometry. 

3. Results 

After precipitation steps, Fraction A consisted of 
10% Iiemopexin with a yield of 33%. 

Figure 1 shoivs the elution profile of displacement 
chromatograpliy. Pooled fractions or Fraction B con- 
sisted of less retained proteins, whose interactions'with 
the exchanger were weak. The exchanger was not over- 
saturated since the composition of the plateau was con- 
stant. As sliown in fig.2 the only contaminant found 
was haptoglobin, its level was 5% of the whole proteins. 
The final recovery was 16% of serum hemopexin. Puri- 
fication was not carried out any further for haptoglobin 
elimination by a gel-filtration step as described by 
Hayem-Levy and Havez [3],  but haptoglobin was kept 
as an internai marker for electrophoretic study. Its 
position in crossed immuno-electrophoresis was ascer- 
tained using specific antihaptoglobin antiserum as 
control for each of the following plates. It migrated in 
the medium of the plates, and could be distinguished ' 

from hemopexin by a weaker precipitation line. 

Fig.2. Immunoelectrophoresis of Fraction B. (a) Anti-whole 
human serum protein antiserum. (b) Specific anti-hurnan 
haptoglobin antiserum. (c) Specific anti-human hernopexin 
antiserum. 

Figure 3 shows Laurel1 plates of Fraction B as 
antigen against anti-whole human serum protein anti- 
serum (fig.3A). The major protein fraction split into 
two peaks, the one noted 1, faster, and the other one 
noted 2, slower than haptoglobin after the first dimen- 
sion elecfrophoresis. 

In order to study tliis splitting after electrophoretic 
migration, normal non-hemolysed human serum was 
used as antigen in the first dimension, with antiserum 

Fig.1. Displacement chromatography on DEAE-Sephadex 
A-50 of Fraction A. Buffer: Tris-HCI, 50  mM, pH 7.0. 
Fraction A obtained from 2 liters of serum at a protein con- 
centration of 10-20 mglm1 (Le., about 300 ml) was deposed. 
Flow rate: 36 1111th. Column: 3.5 X I O  cm. Fraction volume: 
7.5 mi. (-1 Optical density at 414nm. (- - -8-  -) 
Hemopexin determination by radial immunodiffusion. Pooled 
fractions were named Fraction B. 
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raised against Fraction B in the second dimension. 
Figure 3B shows a major pcak noted 2, slower tiiati 
haptoglobin. Moreover, tliere is a less important bow 
still slower and noted 3 on fig.3B, this bow seems to 
enclose several precipitation lines, one of them is the 
same for both peak 2 and peak 1. It may be polymers 
wliose high molecular weight hindered migration 
through gelose. 

Finally, in fig.3C, Iieiiie was dissolved iii thc electro- 
plioresis buffer aiid added in cquiiiiolccular üiiioutits 
with heniopexin to the sarile seruni iii the well. It 
caused firstly, the apraisal of peak 1 of fig.3A, secondly, 
it abolished peak 3 of fig.3B. In order to keep heme- 
saturated and heme-depleted hemopexin in the same 
plate, optimal incubation was not acliieved, the only 
equimolecular heme addition just before migration 
suffice to show the two forms together. 

Thus peak 1 seems t o  be heme-hemopexin, peak 2 
apo-hemopexin and peak 3 polymers. 

Fig.3C . 4. Discussion 

Fig.3. Lniircll plates of Fraction R. (llp) 14aptoglobin. (llpx) 
llcinopcxin. (3A) Antigcii: 1:raction 13. Anliscruin: ünti-wholc 
huiitan scrurn protciii. (313) Aiitigcn: Norinül, frcsh, non- 
hemolyzed human scrum. Antiserum: Antiserum raised against 
fraction B. (3C) Antigen: Normal, fresh, non-hemolyzed 
human serum. Heme in equimolecular amount to Hpx was 
added in the weii. Antiserum: Antiserum raised against 
Fraction B. 

These results may provide a means for improving 
preparation procedure, moreover, they confirm 
available physico-chemical data. 

The isolation metliod reported by Hayem-Levy and 
Havez [3] involves the use of precipitation of human 
seruni with rivanol and ammonium sulfate, followed by 
gel-filtration. Heme-liemopexin and apo-hemopexin 
are then isolated together. Heme is reported a poly- 
merising agent, and therefore may diminish hemopexin 
monomer recovery after the gel-filtration step. 

In the metliod of Aisen et al. [4],  Colin fraction 
IV-7 is submitted to ion-exchange chromatography and 
then to gel-filtration. Ttiese authors obtained niono- 
meric apo-hemopexin; heme-hemopexin was lost. 

Hrkal et al. [SI added heme in the course of the 
fractionation procedure, elution of ion-exchange 
chromatography was followed by A414 nm and 
provided heme-hemopexin and its aggregated form. 

Sut tnar et al. [BI eniployed affinity clironiato- 
grapliy for Iiiiriian Iieiiiopcxiii, ;iItliougli Iiciiiopcxiii 
was eluted in tlircc pcaks no diff'crciiccs in ttic purity 
of the three fractions were found on acrylamide gel 
electrophoresis, and immunoelectrophoresis. 

In each procedure hitherto reported in literature 
either apo-hemopexin, heme-hemopexin or polymerised 

293 
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hemopexin was lost and contribute to diminish yield. Polymerization mechanism remains to be explained. 
Data presented here furnish experimental evidence for It is different from a single aggregation after denatura- 
preexisting of these three states of the molecule in tion, since it is encountered in native serum. It would 
native serum. be a competition mechanism of several hemopexin 

Heme is known to facilitate Iiemopexin aggrega- molecules for one molecule of its ligand. This first site 
tion [3 J . The present experiments provide evidence could be responsible for myoglobin and cy toclirome c 
that in the presence of a sufficient amount of heme, binding as shown by Biserte ct al. [13] . 
such aggregates will disappear, if hemopexin has kept The second site on the inside of the molecule may 
its binding properties. correspond to a strong binding, responsible for transfer 

The chief difficulty is to know what exact propor- of henie froni ferri-myoglobin and ferri-henioglobin 
tion of heme may be bound by heinopexin in serum isolated cli:iiris to Iicniopcui~i [ I  1. 
after bleeding. Dissociation of the complex was never The intimate mechanism of such a strong binding 
achieved in thé literature. In hrkal et al. work [ l ] ,  is not clearly understood yet. It niay be important, 
the affinity constant value for the binding of heme to liowever, for lieme-liemo~exili complex net to be 
the single binding center of hemopexin molecule was contaminated either by apo-hemopexin or by 
estimated as 1.9 X 1 0 1 4 ~ - ' .  It would be of interest to polymers for interpretirig physico-ciiemicai data. The 
obtain heme-liemopexin on a preparative scale. relative importance of the three states of hemopexin 
Although affinity is high, al1 hemopexin faiIed to may provide a tool for metabolic studies and is easy 
convert into heme-hemopexin in our study. Perhaps to determine with Laurel1 technique as reported here. 
it would be necessary to find adequate incubation 
conditions for such a binding, and to dispose of a non- 
denaturing technique for preparing human hemopexin ~~f~~~~~~, 
as did Bernard et al. for rat hemopexin (91. 

This serum 0-glycoprotein birids circulating Iieme I I  J llrkal, %., Votlralka, % ;ititl Kiiloulck, 1 .  ( 1974) I:ur. 
and transports it to the liver parenchymal cells [IO]. J. Biochem. 43,  73-78. 

The interaction of heme with hemopexin produces (21 Muller-Eberhard, U. and Liem, H. H. (1974) in: 
Structure and Function of Plasma Proteins (AUison, 

changes in the tertiary structure of the protein 1111 A. C. ed) Vol. 1, pp. 35-53, Plenum Press, London. 
which possibly lead to recognition of the heme- , 

[ 3 ]  Hayem-Levy, A. and Havez, R. (1973) Clin. Chim. Acta 
hemopexin complex by hepatocytes. 47,  113-122. 

Data reported here may give arguments for two [ 4 ]  Aisen, P., ~eibinann, A. and Harris, D. C. (1974) J: Biol. 

different interactions of hemopexin with heme. The Chem. 249,6824-6827.  
[5]  Hrkal, Z., Vodrazka, Z. and Rejnkova, J. (1972) site of interaction of polymers is not necessarily the J. Chromatog. 72, 198-201. 

same as in hemopexin-heme. This could explain why 16) Svendsen, P. J. and Carsten, R. (1970) Sci. Tools 13-1 7. 
heme seems to be relatively accessible in Morgan et al. [7]  Laurell, C. B. (1965) Anal. Biochem. 10, 358-361. 
work on rabbit hemopexin. (81 Suttnar, J., Hrkal, Z. and Vodrazka, Z. (1977) 

For polymer formation, heme remains on the out- J.  Chromatog. 13 1,453-457.  

side of the molecule, equally accessible to each protein 191  N.l C. and Jayle' (1976) 
Biochimie 58, 1429-1431. 

moiecuie of the cornplex. This may t0 the [IO] Muller-Eberhard, U., Bosmon, C. and Liem, H. H. 
sterically unhindered heme-binding site found by (1970) J. Lab. Clin. Med. 76.426-431. 
Morgan et al. [12]. For these authors, a relatively [ I l ]  Morgan, W. T. and Muller-Eberhard, U. (1972) J. Biol. 

open heme-binding site perhaps helps either the recog- Chem. 247,7181-7187.  
[12] Morgan, \V. T., Sutor, R. P. and Muller-Eberhard, U. 

nition of the heme-hemopexin complex by hepato- (1976) Biochim. Biophys. Acta 434,311-323.  
cytes or the degradation of heme once the heme- 1131 Biserte, G.,  Havez, R. and Laturaze, J. (1960) C. R. SOC. 
hemopexin complex has entered the cell. Biol. 64,  2061. 



RAPPEL DES RESU LTATS 
C-,-"--p--C-"--C-"--- 

Dans ce chapitre, une fraction enrichie en 

hémopexine, appelée Fraction A ,  a été obtenue à part ir  du proto- 

cole de rel argage de HAYEM-LEVY e t  HAVEZ (1973) (65 ) puis soumise 

à une chromatographie de déplacement conduisant à la  Fraction B. 

Analysée p a r  immunoélectrophorèse contre un antisérum de lapin 

anti-protéines sériques humaines totales,  1 a fraction B ne révèle 

la présence que de deux antigènes identifiés à 1 'haptoglobine e t  

à 1 'hémopexine par uti 1 isation d'anti sérums spécifiques (Figure 2 ,  

page 28 ).  

En immunoélectrophorèse bidimensionnelle selon l a  

méthode de LAURELL, avec utilisation d 'un  antisérum anti-protéines 

totales,  la fraction B révèle l a  présence d ' u n  pic d'haptoglobine, 

1 superposé à deux pics, dont. un pic 2 majeur de migration plus lente l 
(Figure 3A, page 28 ) correspondant à 1 'hémopexine ; ces résultats 1 
sont confirmés par 1 'ut i l isat ion d'antisérums spécifiques, 1 

Pour étudier ce dédoublement électrophorétique de 

l'hémopexine de la Fraction B, un sérum humain normal non hémolysé 

a été employé comme antigène dans la  première dimension, avec 

un antisérum produit chez le  lapin contre l a  fraction B (*) dans 

la  seconde dimension. 

( 3 )  Préparation de 1 "ntisérum de lapin anti-fraction B:  
La fraction B ,  dialysée, lyophilisée a é té  dissoute à raison de 

30 mg dans 3 ml de tampon phosphate 0,l M y  pH 7 ,2 .  
Pour obtenir 1 ' immunisation, cet antigène es t  ému1 sionné avec 

l'adjuvant de Freund (1 ml d'antigène pour 1,5 ml d'adjuvant). L'immu- 
nisation se f a i t  par inoculation de 0,1 à 0,2 ml de 1 'émulsion sur l e  
dos rasé du lapin. Celui-ci es t  ainsi inoculé une fois par  semaine, 
quatre semaines de suite.  Après un mois de repos, un rappel par voie 
veineuse avec 1 'antigène seul ( 2  ml) es t  effectué. 

L'animal es t  alors saigné les  5ème e t  7ème jours suivants, 



Le diagramme obtenu (Figure 3B, page 29 ) e s t  

qualitativement identique à celui de 1 a Figure 3A, page 28 , dont 

i l  ne d i f fè re  que par l a  hauteur des pics ; cependant, on note sur l a  

1 igne de précipitation de 1 'hémopexine 1 'apparition d ' u n  nouveau pic 

(noté 3 ) ,  plus lent  e t  semblant inclure plusieurs lignes de précipi- 

ta t ion.  I l  pourrait s ' a g i r  de polymères dont l a  migration dans l a  

gélose e s t  freinée du f a i t  de leur  haut poids moléculaire. 

Enfin, l e  &ru. additionné d'hème en quantité équi- 

moléculaire par rapport à son contenu en hémopexine a é té  étudié 

selon l a  même technique avec 1 'antisérum dir igé contre l a  f ract ion B 

(Figure 3C, page 29 ) : on constate que par rapport au diagramme de 

l a  figure 3B, page 29 , l e  pic 3 a disparu e t  inversement l e  pic 1 

a consi dérablement augmenté. 
l 

Afin de montrer l a  présence simultanée de l'heme-hémo- 

pexine e t  de l'apohémopexine sur l a  même plaque, aucune incubation n'a 

é té  réal isée avant 1 'électrophorèse. Ceci nous permet d ' i den t i f i e r  

l e  pic 1,  l e  plus acide, à l'hëme-hémopexine, l e  pic 2 à l 'apo-  

hémopexine e t  l e  pic 3 pourrait correspondre à des polymères. 

DISCUSSION 

Les résul ta ts  obtenus sont intéressants à considérer 

sous deux aspects. 1 
1 )  Sur l e  plan de l a  préparation de 1 'hémopexine e t  de ses différentes 

formes, on peut espérer pouvoir préparer par gel - f i l t r a t ion  de l a  

fraction B obtenue à p a r t i r  d ' u n  sérum non hémolysé; s o i t  1 'apo- 

hémopexine correspondant au pic 1 e t  l e s  polymères du pic 3 ,  s o i t  après 



1 saturation par 1 'hème, le complexe hème-hémopexine, 

Ces résultats constituent un moyen pour améliorer la 

I préparation de 1 ' hémopexi ne, de pl us, i 1 s conf i ment 1 es données 

1 physico-chimiques actuellement disponibles. 

I La méthode d'isolement de HAYEM-LEVY et HAVEZ (1 973 ) 

I (66 ) implique 1 'emploi d'étapes de préci pi tation du sérum humain 

avèc le rivanol et le sulfate d'ammonium, suivi par un tamisage 

molécul ai re. L' hème-hémopexine et 1 ' apohémopexine sont ainsi obtenues 

ensemble. L'hème est signalé comme un facteur de polymérisation et 

1 c'est ainsi qu'i 1 peut diminuer le rendement en hémopexine monomère 

apres 1 'étape finale de tamisage moléculaire. 

Dans 1 a méthode de AISEN - et al. (1 974 ) (67 ) , 1 a 

fraction IV-7 de COHN est soumise à la chromatographie d'échange d'ion 

et ensuite à une gel-filtration. Les auteurs obtiennent l'apo- 

hémopexine monomère, ils perdent l'hème-hémopexine. 

HRKAL - et al . ( 1972) (68 ) additionnent de 1 ' hème au 
cours du protocole de fractionnement. L'él ution d'une chromatographie 

d'échange d'ion est suivie par 1 'absorbance à 414 nm et procure 

l'hème-hémopexine ainsi que sa forme agrégée. 

SUTTNAR et al. (1 977 ) (69 ) ont employé la 

chromatographie d'affinité. Bien que 1 'hémopexine s 'élue en trois 

pics, aucune différence dans 1 a pureté des trois fractions n'a été 

trouvée tant en électrophorèse en gel d' acryl amide qu 'en immunoél ec- 

trophorèse. 

Dans chaque procédé pub1 i é jusqu ' al ors, soit 1 ' apo- 

hémopexine , 1 ' hèmehémopexine ou 1 ' hémopexine polyméri sée étai t perdue, 



ce q u i  contribuait à abaisser l e  rendement. 

Les f a i t s  présentés ic i  fournissent une preuve 

expérimentale quant à l a  préexistence de ces t ro is  Mats de l a  

molécule dans l e  sérum natif.  

2 )  Sur  l e  plan de 1 'étude de la  1 i ai son de 1 'hème à 1 'hémopexine, 

i 1s mettent en évidence la  transformation par 1 'hème des polymères 

en hème-hémopexine. 

Le problème de l a  polymérisation de 1 'hémopexine n'est 

certes pas encore éclairci , mais 1 'hème semble parti ci-per à cette 

polymérisation (HAYEM-LEVY e t  HAVEZ .) (1973 ) (70 ) .  Selon MORGAN e t  a l -  

(1g76b) ( 7 1 ) ,  i l  existerai t  sur l'hémopexine de lapin un s i t e  d'in- 

teraction superfi ciel avec 1 ' hème : 1 ' hème' ainsi fixé pourrait 

ê t re  encore accessible à une deuxième molécule d'apohémopexine. 

11 est d'autre part curieux de constater que par 

addition d ' hème, 1 a production du compl exe hème-hémopexi ne semble 

s 'effectuer uniquement aux dépens des polymères. La comparai son des 

Figures 3B e t  3C, page 29 montre en effet  que l e  pic 2 d'apohémo- 

pexine change peu d'aspect après addition d'hème, comme si celui-ci 1 
ne montrait que peu d 'aff ini tg pour cette forme par rapport a celle 

qu'il  manifeste pour l a  forme polymère ; ceci semble en contradiction 

avec la forte constante d 'aff ini té  1 , 9 1 4  M -  mesurée par HRKAL 1 
e t  alW(1974) (72 ). On peut envisager soi t  que 1 'hème doive se 
_CF 

trouver sous forme de ferro-hème pour pouvoir pénétrer directement 



dans l e  s i t e  a f o r t e  a f f i n i t é  de 1 'apohémopexine, s o i t  que l e  

I p o l y m è r e l u i - m ê m e c a t a l y s e l a f i x a t i o n d e l ' h è m e d a n s l e s i t e à f o r t e  ~ 
! a f f i n i t é  de ses sous-unités par une réact ion plus rapide que l e  1 

mécanisme de 1 a polymérisat ion e l  le-même. 

HAYEM-LEVY e t  HAVEZ (1973) ( 7 3  ) ont  montré que 

1 'hème f a c i  1 i t e  1 'agrégation de 1 ' hémopexine. Nos expériences 

fobrnissent 1 a preuve qu'en présence d'une quanti t é  su f f i san te  d'hème 1 
de t e l s  agrégats d i  s ~ a r a i s s e n t  s i  1 ' hémopexine a conservé ses I 
p ropr ié tés  de 1 i a i  son. 

Les f a i t s  que nous rapportons i c i  peuvent const i tuer  I 
des arguments pour deux in te rac t ions  d i f férentes de 1 'hémopexine avec 

1 ' hème. Le s i  t e  d '  i n t e rac t i on  des polymères n 'es t  pas nécessai rement 

1 e même que dans 1 ' hémopexi ne-?hème. Ceci expl i querai t pourquoi dans un i 
t r ava i  1 de MORGAN e t  a l .  ( 1976b) ( 74 ) sur  1 ' hémopexi ne de 1 api  n , - 
1 'heme semblait re lat ivement accessible. Pour ces auteurs, un s i t e  

de l i a i s o n  à 1 'hème relat ivement ouvert, favor ise peut-être l a  

reconnaissance du complexe hème-hémopexi ne par 1 ' hépatocyte , ou bien 

favorise l a  dégradation de 1 'hème dès l o r s  que l e  complexe hème- 

hémopexine a penétré dans l a  ce1 l u l e .  I 
Le mécanisme de l a  polymérisat ion res te  à expl iquer ; 

i 1 d i f f è r e  d'une simple agrégation après dénaturat ion puisqu 'on l e  

rencontre dans l e  serum n a t i f .  11 pou r ra i t  6 t r e  un mécanisme de 

compétit ion de p lus ieurs  molécules d'hémopexine pour une molécule de I 



myoglobine e t  au cytochrome c comme l 'ont  montré BISERTE - e t  a l .  

Le second s i t e ,  à 1 ' intérieur de la molécule, peut 

correspondre à une forte 1 iaison, responsable du transfert de 1 'hème 

de la  ferri-myoglobine e t  des chafnes isolées de l a  ferri-myoglobine 

à 1 ' hémopexi ne. 

Le mécanisme détai l lé  d'une aussi for te  liaison n 'es t  

pas encore clairement expliqué. Il e s t  important, cependant, pour 

l e  complexe hème-hémopexine de ne pas être contaminé soi t  par 

1 ' apo-hémopexi ne, soi t par 1 es polymères pour 1 ' interprétation 

des  donnée,^ physi CO-chimiques. L' importance relative de ces t ro i s  

états  de 1 ' hémopexine peut constituer un moyen d'études métabol iques 

e t  e l l e  es t  aisée à déterminer par la  technique de LAURELL,  t e l l e  7 
nous venons de 1 ' exposer. 

La principale diff iculté es t  de connaître l 'exacte 1 
proportion d '  hème susceptible d 'être l iée par 1 'hémopexine dans l e  

sérum lors du prélèvement du sang. La dissociation du complexe n'a 1 
jamais été réalisée dans 1 a 1 ittérature. Dans l e  travail de HRKAL - e t  al .  

( 1974) ( 76 ) l a  constante d 'af f in i té  de 1 'hémopexine pour 1 'hème 

a été estimée a 1,9 x 10 14 M-l 

11 nous apparaissait dès 1 ors important d'obtenir 

1 'hème-hémopexine à une échelle préparative. 

Bien que 1 ' a f f in i té  so i t  élevée, toute 1 'hémopexi ne I 
ne se convertit pas en berne-hémopexine dans notre étude. 11 semblait 

donc nécessaire de trouver les conditions adéquates d'incubation 

pour une t e l l e  liaison, e t  de disposer d'une technique de préparation 



de l'hémopexine humaine non dénaturante comme celle de BERNARD, 

LOMBARD et J A Y L E  ( 1976 ) ( 77 ) pour 1 ' hémopexi ne de rat. 





La technique de préparation de 1 'hémopexine reportée 

dans l e  chapitre I I  repose sur des étapes de relargage. Ces 

étapes sont longues e t  l e  rendement final es t  faible. 

C'est pourquoi nous avons été amené à décrire un 

protocole plus simple e t  non dénaturant, qui conduise à l'hème- 

hémopexine avec un rendement plus élevé. La méthode ut i l i se  t ro i s  

étapes successives de fractionnement : 

- Une chromatographie de dépl acement sur DEAE-Sephadex 

A50 en présence de ferri-hème qui élimine la sérumal bumine e t  conduit 

à une f racti on en r i  chie en hème-hémopexi ne. 

- Une gel-filtration qui élimine les immunoglobulines 

e t  qui conduit à une fraction constituée de transferrine e t  d'hème- 

hémopexi ne. 

- Enfin une chromatographie d'él ution sur DEAE- 

Sephadex A50 qui permet 1 ' isolement de 1 'hème-hémopexine e t  éven- 

tuel lement de 1 'apohémopexine. 

De4 _ _ _ _ _ _  chipa%an _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  de la mé;thode 

Avant chaque chromatographie, 1 'échanti 11 on de 

protéine a é té  centrifugé à 3000 g pendant 30 minutes à O°C, e t  le  

précipité formé, s ' i l  y en avait u n ,  a été éliminé. L'ul trafi l t rat ion 

avec le  systènie"Amicon CECll'et les membranes "PM 10" a été u t i l i sée  

pour dialyser e t  pour concentrer quand celà é t a i t  nécessaire. Des 

déterminations quantitatives d'hémopexi ne ont été réalisées par 

immunodiffusion radiale en uti 1 isant les "M-parti gen Behring". 



I L'électrophorèse e t  1 'immunoélectrophorèse ont é té  mises en oeuvre 

I pour é t a b l i r  l e  diagramme d'élution de 1 'hémopexine au cours des 

t r o i s  étapes du protocole de purification. 

Le DEAE-Sephadex A50 a é t é  équilibré dans l e  tampon 

Tri sIHC1 pH 7,O ; 200 mM. Nous avons évi té  une trop grande hauteur 

du l i t  de 1 'échangeur du f a i t  de 1 'augmentation de viscosité 

1 due au sérum. Nous avons aussi év i té ,  pour ce t te  raison, d 'é luer  l a  

colonne avec un débit constant. Nous avons préféré 1 'emploi d'une 

pression hydrostatique constante. Des fractions de volume constant 

ont é t é  recuèi 11 ies  : environ 1/50 du volume d'échangeur ut i  1 i s é  I 

I au moyen d ' u n  compteur de gouttes (Collecteur "Gilson'' du type 

'lM-rDcl'). 

L'expérience e s t  arrêtée quand 1 a colonne ne provoque 

plus aucune différence dans 1 a d i s t r i  bution électrophorétique des 

protéines entre  l e  sérum qui entre dans l a  colonne e t  l e  sérum qui 

so r t  de l a  colonne. 

Lorsque nous sommes par t i s  d ' u n  mélange de sérums 

récupérés après analyse cl  inique, di sponi bles en quanti tés  r e l  a t i -  
1 .  

vement importantes, une colonne Kontes de 4 cm x 50 cm a é t é  employée 

avec l e  DEAE-Sephadex ,450. Les fractions avec un taux d'hémopexine 

plus élevé que celui du sérum ont é t é  rassemblées e t  soumises a 

l ' é tape  suivante de chromatographie de tamisage moléculaire. 

Lorsque nous sommes pa r t i s  d'un mélange de plasmas 

héparinés récupérés apres détemination de leur  ionogramme, dispo- 

nibles en pe t i tes  quantités e t  non hémolysés, une colonne Kontes 

de 2 cm x 25 cm avec un réservoir de 250 ml a é t é  employée, avec 



l 1 e DEAE- Sephadex A50- hème. 

I Pour obtenir l e  DEAE-Sephadex 850-hème, 1 e tampon 

1 contenant 1 'échangeur gonflé est ajusté à une concentration 1 mM I 

I avec de 1 ' h6me ( "hemi n ch1 ori de" - Sigma) dissous auparavant dans 

1 une quanti t é  minimale de pyridine (quelques ml ) , L'échangeur dans 

1 l e  tampon avec l'hème a été versé dans la colonne par luinterme- 

l di ai re du réservoi r supérieur. L ' hème en excès, non adsorbé sur 

I l'échangeur, a été élué avec un tampon Tris/HCl 1 M ,  pH 7,0, jusqu'à ce 

que 1 'éluat soi t  inco,lore. La colonne est ensuite soumise à un flux 

I d'eau d i s t i l l ée  circulant du bas vers le  haut de manière à détasser 

1 1 'échangeur e t  à l e  rassembler dans l e  réservoir supérieur. Après 

avoir laissé 1 'échangeur décanter, 1 'excès de 1 iquide est  él iminé 

e t  1 'échangeur es t  équilibré par passage d ' u n  tampon Tris/HCl 200 mM 

L'ultrogel AcA 34 ( L K B )  a été versé dans t ro is  colonnes 

de type "Pharmaciau (4 cm x 100 cm) utilisées 1 'une derrière 1 'autre 

en série,  à l a  température de la  pièce. Du Biogel P2 (200 ml) 

(Biorad) a é té  versé au fond de l a  première colonne après gonflement 

dans l e  tampon Tris/HCl, pH 8,0, 0,l M ,  NaCl 0,2 M contenant de 

l 'azide de sodium a 0,2 p. 100 ; à la  place du Biogel P 2 ,  des 

bi l les de verre de 3 mm de diamètre ont parfois été déposées au 

fond de la  première colonne pour assurer un étalement homogène 1 
t 

de 1 'échantillon dans l a  section transversale du gel d'AcA 34. 

L'équilibre e t  l 'é lut ion ont été réalisés en ascendant,à un débit 



de 60 ml/heure, avec l e  tampon Tris/HC1 , pH 8,0, 0,1 M y  FJaCl 0,2 M ,  

azide de sodium 0,2 p. 100. A 40 ml de l a  fraction enrichie en 

hème-hémopexine ayant un taux d'hémopexine de 130 p. 100 par rapport 

l à celui du sérum, on t  é t é  ajoutés 10 ml du tampon Tris/HCl, pH 8,0, 

0,5 M ,  NaCl M ; l e  tout a é t e  déposé à l ' a ide  d'une pompe pér is ta l -  

tique. Dans l e  b u t  d 'évi ter  des t rainées,  50 ml de ce tampon ont é t é  

I déposés à l a  su i te  de l 'échantil lon protéique avant de réa l i ser  

1 'élution. 

l L'absorption U.V. de l ' e f f luen t  a é t é  enregistrée. Le 

pic s i tué  entre les  flèches de l a  Figure 3 page 46 , obtenu après 

détection par immunodiffusion radiale de 1 ' hémopexine, a é t é  soumis 

à une concentration e t  à une dialyse contre l e  tampon Tris/HCl pH 7,0, 

50 mM pour obtenir un volume final de 50 ml. Cette fraction a é té  

analysée par imunoélectrophorèse contre un sérum anti-protéines 

sériques totales  afin de s 'assurer  de 1 'élimination de l a  sérum- 

albumine (Figure 5 ,  par t ie  superieure page 41.). 

L ' échangeur e s t  l e  DEAE-Sephadex A50 équi 1 i  bré dans 

l e  tampon Tris/HC1 pH 7,0, 50 niM. Il  e s t  coulé dans une colonne 

de 3 cm de diamètre e t  d'une hauteur de 40 cm. Des fractions d'un 

volume de 7 ml sont collectées à un débit de 30 ml/heure. La densité 

optique de, 1 'él  uat e s t  1 ue aux 1 ongueurs d 'onde de 280, 470 e t  

405 nm. 

L'échantillon es t  élué d'abord avec l e  tampon 

d'équi 1 i bre jusqu'à ce qu 'aucun matéri el  protéique ne so i t  pl us él ué. 

Ensuite, un gradient de force ionique croissante en Tris de 50 à 

100 mM est appliqué. 





RIOCllldllE - Extrai t  clil Toiiie 60, n" 2, 19ï8, 1). 151. 

Printed in Frnnce. 

Human seniin hemopexiii : 
direct e~ridence for change of its isoelectric point upori liemc Bindiiig. 
A new serurn protein fractionation. 

Y. I'I,Ah'CIZE, 31. DAUTREVAUX 
a n d  G. BISERTE O. 

(9-2-1 978). 

Résumé. 

Le sérum humain est soumis à une étape 
unique de chromatographie de déplacement 
et d'échange de ligand. La chromatographie 
de déplacement élimine la sérum albumine 
et une partie des immunoglobulines. L'échange 
de ligand procure une fraction enrichie en 
hème-hémopexine. Une préparation originale 
et non dénaturante de l'hème-hémopexine est 
proposée. 

Introduction. 

In  scriiiii, lieiiie-liciiiopesiii is  :i t r ans i tn t  iiiole- 
culc xrliosc iiiiiiiedi:itc f:itc is  to  bc  recognizc(1 b y  
1icl)atocyIe :in11 to crilcr tliis ceIl [l]. Qiiestion 
araised i s  xrlietlier o r  not Iieiiiol>esin recycles o r  
funct ions a s  a suicida1 protein l ike linptoçlobin 
[2] .  Dissociation of tlie coinplcs   ras n e r e r  acliie- 
r c d  in !lie litcraturc. Alost aiitliors tlcal, a s  fin:tl pu- 
rification product ,  \vitIl ~ i iononic r ic  aj)o-heinope- 
s i n  [3, 4,5, 61, but lieiiie-iiemopesin i s  r e r y  impor-  
t an t  froiii a pliysiological point  of riexr, :is \ w l l  a s  
to  acl i iere  pliysico-clieiiiical s t u ~ i c s . .  Tlie cliief dif- 
ficrilty encountered in its prepara t ion  i s  t h a t  it is 
often i n  a l>olyineric s tate  [3, 51. \Ire slioxred, i n  a 
p r e r i o u s  p a p e r  171, tliat l~olyi i iers  c a n  b e  dissocia- 
ter1 xritli a siifficicnt aiiioiint of Iicnie prorir t ing 
I i ~ i i i o ~ ~ t ~ x i n  1i:is 1i~l)I  ils 1)ititIiiig ~ ~ r o ~ ~ c r t i r s ,  i.c. is 
tilt1 tlctiatkirttl. 

IVc r e p o r t  licrc a n r \ r  lirst s lep for  scriiiii pro-  
teins prcl~ar:ttion ~,i'orctliit-c'. XIorrox.cr, n c  sliow 
Iliat c l i r ~ i t i i : ~ t o g r ; ~ ~ ~ i t i c  I~cli:irior of Iiciiiol~csiii  f i ls  
i ls c lcctrol~l iorct ic  i i~ol) i l i ty  regartling t o  cliaiigc 
of i t s  isoelectric point  upon  lieriie binding. Preci- 

O ' ï o  nhoiii :il1 corrcspoii<lciicc shoulcl I>c atldrcsscil. 

I,nborrrloire (Ir Biorliirtiie Strrrclrtrnle, 
FncirlfP d e  ,llhrlcei~ie. 
P l n r c  d e  I'crdirri, .i!IO/l.i 1,ille. Il'rniire. 

Summary. 

Human serum was submitted to a one step 
displacement-ligand exchange chromatography. 
Displaçement removed serum albumin and 
part of y-globulins. Ligand exchange futnished 
an enriched heme-hemopexin fraction. An ori- 
ginai, non denaturing human heme-hemopexin 
preparation is progosed. 

])it:ilioii s l r p s  :ire :ivoitlctl, : i i i t l  tlic.rc~forc, t l ic 
s r r i ~ i i i  friirtii)ii:ilioii I i ~ r l i i i i ( ~ i ~ i ~  is or ici  ti:il :iii(l pro-  
xrirlcs :i prolciii iiiolcriilr clos(* froiii i ls  II:I!~VC 

sliilc. 7'liis iiicfliotl iiirolvc,s :i l i l l  l icrc iioii tlcscri- 
I)c(l (lisl)lnrciiiciit rliroiii:itogr:~~)Iiy of Iiuin:in 
scriiiii o r  p111siii;i o ~ i  1)E.413-Srplinrlrss A-50. l t  :il- 
lows  ils t o  tlisrnrtl scrriiii all>iiiiiiii aiitl iii Ilic s:iiiic 
s tcp  it lcatls ils Io a n  ciiriclirtl licinc-liciiiopcxiii 
frarlioii .  

Materials and Methods. 

Bcforc cnch chroirintngr:i~ili~-, protcin s:iiiil>lc w:is 
rriitrifiigctl nt 3000 g for 30 i i i i r i  ;it OnG, :iii<l tlie prcci- 
~>it:ifr, i f  art?. \v:is <lis<.:irtlrtl. I'llr:ifiItr:itinii nitIl  
,\ niicoii (;l-X:l  ICI icc ci n(l 1'31 Il l  I I I ~ I I I I I ~ ~ I I ~ ~ S  \\ :i\ ii\c(I 11) 
t l i : i l j  SC :inti, or coiicctil r:itc \\ IIVII  iici.ess:irj. ()ii:i!iI it:i- 
tivc ficiiiol>cxii~ tlclcriiiiii;tlio~i~ \\ci.c pcrfoiiiic<l 11y 1t:i- 
di;il Iiniiiiiiio~liRiisioi~ iisirtg 31-1':irligrn J3cliriiig. St:iii- 
tl:ir(l iiiiiiiiiiio-rlrctrol>lioresis :iiitl rlcctrol>linrrsis n-erc 
:ilso ~~cr for i~ ic t l  i i i  i>rtlcr 11) c\t:il)lisli l~ciiiol>çxiii cliitioii 
1):ittcrri i i i  thc cotiisc of tlic 11ii.rc cliroiiiatngr:i1)liic, 
stcps of thc isolatioii ~)roce<liirr. 

Disj>l~ti.enienf chrorizntogrnplig. I)l<AE-Scl>h:i<lex A-50 
wns iiscd nccor(liiig to iiiai~iif:ictiircr's iiistrtictioiis 
(I'hnrinnrin), nt 0°C. I'qiiilil>ratiiig 1)iiffcr wns 'Tris/ 



HCI pH 7.0, 200 iiiSI. A too high gel Ired of cxchniiger 
iiiitst IIC nvoi<lcd 1)ce:iiise of ,the iricren':itig viscosity tliie 
t o  scriiiii, if \ \orking :it ct~iisl:itil flow r:itc. Tlias, 
:ilteriinti\cl>- Io n cotistniit flo\v rntc gi\cii Ity n ] ) i~i ip ,  
:i constaiit 1i~drost:itic pressiire drop inuy I J ~  npplied. 
Constant fraction volamcs (al>oiit 1/50 the s\vollen 
exchanger hed voluiiic used) arc  collccted \\-ith n drop 
coiinter (Gilson, JITDC type collector). Exl>erinicnt mas 
stol>pe<l n h c n  coliiii~n cnitsccl no niore diffcreiicc i n  
clectrophorctic pnttcrii between seriiiii oiitlet nnd 
scrrim inlct. 

Whcn ilcnliiig n i t h  :i pool of sera s:i\c(l nlter cliniciil 
nti:il> sis, :i~:iil:ilrlc iii rnther large <~iiati t i t ies and heino- 
lyrecl, columti Kontes 4 ciil x 50 cni n-ns iised wi th  
DE.AE-Sephades .4-50. Practioiis with hcriiopexin levcl 
highcr thnn scriini hct~iopcsii i  levcl u e r c  poolcd and  
sit l~niit ted to next step iiiolccr~lnr sicvc chroiiinto- 
gr:iphy. 

1Vhcti (lcnliiig \Cith n pool of hclraritiixcd plasma 
s;i\ed af tcr  ioiiogrniii detcrniiii:itioii. a \  nilnl>lc iri l i t t lc 
quantit ics ari<l lion heriiol~zccl, coliiiiin I<otitcs 2 ciii y 
25 rni u i t h  n 250 ni1 reserloir  \vas iise(1, u i t h  DEAE- 
Sel>hndex A-50-heiiic. 

For ol>taining DE.4E-Sephncles .A-50-henie, btiffer 
containing snotleii exchanger \vas tiiaclc 1 iiiJI in hcnie 
pre\ioiisly dissol\ed in  a mininial niiioiint of pyridine 
(a fc\v nil). Eschnnger in hciiic Iriiffcr \vas pourcil iiito 
the coliiiiiii. I'iindsorl~ed csccss hciiic iipon exchni~ger 
n a s  eliitecl 1)y n Tris/HCI I~iiffer p l i  7.0, 1 hl, till 
eltinte \\-as colo~irless. Exch:iiiger rcliiniticd grcen colou- 
rcd. Coliiiiin \vas then fliishcd ii~>\vnrd n i t h  distilled 
tvntcr i n  orcicr to unpnck exchntiger throiigh the reser- 
voir. Aftcr nlloniiig cschnngcr to  scitle, cxccss lic~iticl 
\\:is discnr(1ctl ancl cqiiililrrii~iri \vas performctl \vit11 
Tris/HCl 200 niSI pH 7.0 Iruffer. 

.\folercrlnr sieve chroi~infogrrc l~h~~.  Cltrogel AcA 34 
(ldIii3) \vas ~roiirccl into three coluiiins (Phnrmncia 
1 ciii X 100 cm) iiscd nftcr cnch othcr, :kt rooiii tcrn- 
~rcr:itiirc. BiogcI P2 (200 ml) (Rioratl) \vas poiirc(1 nt 
the Iri~ttoiii of tlic first colrr~iiii :iftri s\vcllitig in Tr is /  
HCI pH 8.0, 0.1 SI, KnCl 0.2 SI, sotliririi :tride 0.2 per cent 
bitffer ; nltcrtintivcly to Biogcl P2, glnss Ireads 3 min 
iii dinineter have I ~ c e n  Inycred :it the  1)ottoiii of the  
first colunin to  ensiire a n  e \ cn  sprcn(1iiig of the satiiple 
over the  cross section of the  AcA 34 gel. Equilil>riurn 
nnd eliition n-ere cnrrieci out i ip~vnrd nt a flow ra te  
of 60 ni l /hr  wi th  Tris/HCI pH 8.0, 0.1 SI. SnCl 0.2 hl, 
sodiuin azicte 0.2 per cent biiffer. To n 40 ml volume 
of enrichecl hcnie-hcniopexin fraction n i t h  130 per cent 
of seriiin heniopesin concentration n e r e  addcd 10 ml 
of Tris/HCl pH 8.0, 0.5 hf, XnCl hI biiffer nnd applied 
wi th  a peristnltic p i in~p.  In orcler t o  nvoid tniling, 
DO 1111 of this Jmffcr werc npplicd follo\\ring protein 
srimple. LY.1'. absorption of the  effliient \vas monitored. 
Pcnk I)ct\\eeii nrro\vs of figure 3, ohtained nfter radinl 
initiiunodiffiision cletection for  heninpexin \vas submit- 
ted to  concentrating and dinlyring n-ith Tris/HCl 
pH 7.0, 50 niJI buffer to get n fiiinl vo l i~mc  of 50 ml. 
This frnctiori wns checked lry irriiniino-clectrophoresis 
ng:tiiist :iiiti\vholc tiiitiinii scrtitii ~)rotcii i  ntitiseriiin for  
scritiii nll~tttiiin rctitovnl (flgiirc 3, iiplrer part). 

lort-~.ichcertg(* c l t r o t ~ ~ ~ r l o ~ ~ r r i i ~ l t ~ ~ .  ï l i i s  sicl) w:is pcr- 
forinctl :iccortiiirg t o  Aiseti ct :il. [11 nt 4°C. Sniiil)lc 
\\:as :il)plic<l ni tlic flow rntc of clittioti hiit the Tr is  
gradient \v:is :illo\sed to s tar t  otily otice no proteiii 
m:itcrinl was elutcd nt 50 tiiAI iii Tris/lICl ]>If 7.0 hiif- 
fer. Heniopexin containing penk, a s  detected by radinl 

i~niniinotliff~isioti \vas siil~inittcd t o  iininii~ioelectropho- 
rcsis agninst niitiwhole hiiriinti scrtini protcin anti-  
seritin. 

Resuits and Discussion. 

S o n  Iicniolyzetl 1icl)arinizctl plasiiia gave a pla- 
tc:iii aftcr tlis~)l:icciiiciit cliroiiiatogr:il)liy, vhcrcns  
lieiiic, citlicr in Iiciiiolyzetl scruiii or :itlsorl)c(l oiito 
DEAE-Sel)liades A-50, Icd to an eiiricl~ed lieiiie- 
1ieiiiol)csiii fractioii (fifiires 1 antl 2).  Tliis brings 
direct cvi(1ence for cliaiige of Iiiiiiiaii Iieiiiol~csiii 

Pic;. 1. - Displnreriienf-liynnd exrlinnflc rhrortinto- 
jlropli!] of non lte~nol!jzed hepnririizcd plrismri. Coliiinn 
2 ctii x 2.5 ctii. \' : cxchnnger Ire<l voltriiic. Elittion 
voliitiics nrc csl~ressc<l tnliiiig 1' :is iiiiit. 1210\v rate 
gi\cii Irv n coiisl:iiit Iiy<lrostntic 11rcssiirc tlrolr of 40 ctti 
l-llO. 1'i.nrtion collector f(;ilsoii) ittroii clroi) coi~titcr 
riio<le. I~r:ictiotis voliiiiic : 2 ilil. 11.1.1). : Itntlial Ii i i i i i i i-  

~io~lin'iihioti t lci~~i~tit i~~:it ioiis ; Irlrx : Iieiiici~~rxiii. I'cr critt 
Coltrr : [lyc itl~t:tkc in st:iiitl:iril rli:tgiiostir clcrtrolrlio- 
resis. - - - - - - : I)Ei\E-Scl>hnilcx A-50. - : I)i-:AE- 
Sc r1i:ttlcx A-50 - Iiciiic. 111 1j iippcr crtrves : y :iii(l 0,-glo- 
l)it\iiis ; iiiitl(1lc ciirxcs : fi,-glolrtiliiis ; In\\cr ritrvcs : 
scriirii :~ll~it i~ii i i .  ex~~rcssecl ns pcrcentnge of \vholc pro- 
tcin electrophoregrniii. 



Change of het~topexin isoelecfric point rrpon Aen~e binding. 

isoelectric point iipon liexiie binding. DEAESeplia-  seruiii (figure 5 ,  upper  part) ,  Iliis iiieans it  \vas 
d e s  A-50 -1ieiiie alloirs to obtain a n  enriched reiiiovcrl by  first s t ep  displaceinent cliroiiiatogra- 
versus seruiii, r eac t i re  \ r i th  lieiiie a n d  thus  non  pliy 
dena tured  lienie-hemopexin fraction. 

Frc. 2. - Eflcct of ioriic strerigth iipori displnrcrrient 
chronintographg. I'ooled heniolyzccl sera \vert siiI>niit- 
ted to  dialvze either against SnCl 200 iiiXI or XnC1 
50 inXI before clisplaccment chroiiiatography. R.I.D. 
(Hps) : Radial Iriiiniino DiifFusion cleterinination of 
hemopcsin. espressed as  pcrcentage of seriim lercl. 
S.B. : hcginning of sharp increase in serniii albuniin 
concentration. V : voliime of eschangcr bcd used. Penlr 
I ~ c t \ ~ e c n  arrnws \vas suhmitted to ncst stcp nioleciilar 

. sieve chroriint~grapliy. I'pori ol>tniiiiiig :III enrichecl 
herne-lieiiiopesiii fr:ictioii clcl>lrtccl fioiii seriirii nlhii- 
i i i i i i  aiirl with Io\\- Icvcl of iriiiiiiiiioglol)iiliiis, cn11:irity 
of rscli:iiigcr is gre:itri. ~vlicn ioriic strcilglh of :il~l)lic.tl 
proieiii iiicitcri:il is lo~rcrcd. 1iiorg:iiiic ioiis coiiil)cte 
with proteins for eschanger chargccl groups. 

Iii every cases displaceiiieiit cliroiiiatograpliy 
gave a n  albuiiiin clepleted heniopesin preparat ion.  
Sliglit aiiiounts of seruiii albuiiiin ivere found i n  
soiiie espeririients i r h e n  seruni \ ras  not frcslily 
Iiarrrste<l.  

r\ltiioiigli cliarge density \v:is lo\rer  i n  50 iiiM 
packed escl ianger  hecause of electrostatic rcpul- 
s ing  forces,  capaci ty f o r  heiiie-lieniopesin was 
greater  tlian i n  200 nifil dialyzed seruiii. 1norg:inic 
ions coiiipctc \vitIl proteiiis fo r  escl ianger  clittrges 
upoii displaceinent.  Tlius lieniopesin eontainetl i n  
3 coluiiins i-oliiiiie of seruiii is  retninecl in  50 iii;\I 
instead of Iieiiiopesin containecl i n  1.5 colriinn 
rolriiiie of seruiii in 200 nib1 before seruni  albiiiiiin 
appearance.  

Aftrr rliiiiiii:iti~ig scriiiii :ill)iiiiiiii, tlic scconii 
r1:iss t r f  iiiiijor srrriiii ~ , ro l r i i i s .  iiitiiti.iitoglol,iiliits, 

ilvp roiiil)lrlrly rr inosr t l  I>y iiiolrriil:ic. sirrc. rlivo- 
iiintogral)liy. Green colorcd Iieiiiol>esin \vas cliitcd 
sliglitly a f lc r  pink colorecl Ii.:triufcrrin, o n  tlic trai- 
l ing ctlgc of tlic pc:ik (figure 3). S ince  no scriiiii 
albuniin \ ras  sliown by iiiiiiiuiioelcctro~~l~oresis 
against aiiti-\rliole I~tiiiian seruiii protein nnti- 

% Transmittance 
10 125Lnml 

5 '  hour 
Fi(;. 3. - illolcciilnr sieur rhrorrinlo~qrnph~~ of criri- 

i.lrccf hcr~~e-hcnio~~e.rin frrrrfiori froni dis~~lacerttcrtt chro- 
ni«togr(rphy (!>cal< 1)ctnccii nrrosvs of figiire 2). I:lo\r 
rate : ($0 iiil/hr, 3 colriniiis (4 cm X 90 crn) iii seric. 
wcre ~>oiired \\ ith 412.4 34 gel. --- : Tr:iiisiiiitt:iiice 
nt 254 nni. X x X : radial iiiiniiinocliff~ision qiiaiitita- 
lion for heinopcsin. Heine-hciiiol)csin, grccn colorecl, 
\\-as eliitetl slightly after trniisferriii, piiik colorecl, on 
the trailing cdge of the ~tcnk. I'eak Itet\\ecri :irro\\s \ \ as  
concciitr:itetl :ilid niial~zccl l>y iiiiniitnoclcctrol>horrhis 
against niiti-\\hole hiriii;iii seriini protcins antiscrriiii 
(figtire 5 ,  iippcr part : iio srriiiii :ilI)iiinin \v:is l'oiiii<l). 

Apo-lieiiiol~csin, if prcsent i n  a sufficient 
aiiiourit i n  startirig scriiiii \r:is elulcd a s  ~1escriI)erl 
1)y Aiscii et ( i l .  [ 4 ]  ; Ilut, :is in  oiir c:isc, ~ ) o o l c t l  
sera w e r e  Iieiiiolyzecl, Iieiiie-liciiio~>cxin w:ts tlic 

1:if:. 4.  - -  1 ~ l < , l l . , ' - ~ ~ f . ~ ~ 1 l r f i ~ f . . r  . t  -50 ir1rt e.ri.llftrlr/c t~li~l;r~ri 
f ~ I i ~ o r t i r t l r ~ ~ ~ r c r ~ , t i ~ ~  (if prol; Irr~ltrri~~-ri rtrrorrrs oJ' /e/irrr* .'I 
Irori~ ~t~o~r~c.irlrir sirr~c. chrt~~t,trli,r/rol>l,II. 3 ,III Ir:ictioii 
voliiiiic ncrc collcclccl :it :i 1'1t>\\- r;ilc t i f  :IO iiil/lir. 'l'lic 
roliitiiii \r:~s <Icrclol>pctl firstly \vith Tris/tlCI pH 7.0, 
hl) iiihl 1)iifFer iitit i l  rio protciii iii:tlrri:il n n s  cliitrcl. 'l'lic 
rciiiaiittlcr c~f tlic cs~~criiiiciit:il coiitlilioiis \vas tlic s:inic 
ns iii Aisrii 01 ttl. \,Il ~)rorciliirc. 

I'e:ii< I)cl\\ ~-cii  :irro\\ s \\ :ih siil)ii~itlccl 10 itiiiiiiiiio- 
elcctrophorcsis agnirist aiiti\vholc hiiiitaii ~lroteiii nriti- 
scriiiii (figirrc 5, Io\\-cr 1):irt). 



1'. Plrrncli~ nnd coll. 

preedoiriinant foriii. It \vas tliereforc elutctl prier to tlisplaceiiieiit cliroinatogr:i~~liy, Tliiis, it is casy to 
the application of tlie Tris  gratlient. Hciiie-Iieiiio- obtain 50 per cent ?ieltl in tlic overnll isolation 
pesin \vas elutetl \velI seliarate froiii traiisfcrriii procetlurc. 
(figiire 4) an11 il \v:is iiiiiiiiiiiologic:iIIy ]Jure (figiire 
5, lower p:irt 1 .  I i i  soiiic rases, it coiitiiiiirtl Iraces Ilciiioliesiii I)cc:iiiic iiiorc i~rt:iiiictl iil)oii cscli:iii- 
of polyiiicrs, ~)roJ):tlily \vlirii :III Iiciiiol)csiii \vils gcr eiilicr I)y Ili(. i i i t rr i i i i~~li i ir~ of I~riiic or  1)y con- 
not bouncl to Iieiiic :IS slio\vii iii our preriotis foriii:tlioii:il îIi:iiigps ~irotlricctl Iiy ils interaction 
work [ 7 ] .  witfi Iieiiic. Silice Iiciiie \vas iiot cov;ilcntly nor 

1:r~. .5. - I~itirirrri«elerlro~~ltorcsis cc:l(rirtst crnliir~hol<~ hrrnirrrt sciirrrr ~~roic in  nrilisrrtrr~t. 
r l ~ p c r  [ c r i /  : 1)~: i I i  Ilet\\ cc11 :!rrnv < rroit~ ~nolcci~li~r siel e clirotii;~togr;t~)l~y ffig~ir~ :$) ;I\ :t t i t igcn ; no 

scrum al ~ u i i i i n  \vas fo~in~l.  
Lorcier [~nrf : pe:ik l)ct\\ce~i nrro\\s of ion-eschnngc chramntogr;il)liy (figiirc 4) ns ntitigen : hciiic- 

heniol>exiii is itiitiiit~iol~gicillly pure. 
Uisplncemcnt re~iiovecl seiittli :ill>ut~iin. Hcmc-hetiiol>cxiii ol>tniticd nfter the thirtl step of onr isola- 

tion proccilurc !vas iii~tniiiiologicnlly prirc. 

Yirlils \ \ r re  esliit~:ilctl tisiiig r,itli:tI iniiiiiiiiotlif- 
fi~sioii voiit~):irc~I Io ~)ooIi~il  l ~ ~ ~ ~ i i o l y z ~ ~ i l  sI:ii~liiig 
scr:t :is s l~ t i i~ l :~ i~ t t  i i i  I l i i *  s:iiitt1 pl:~ll~. l \ ' I i i ~ i i  pooliiig 
fr:~cIions \vil11 l t i ~ i i i o ~ ~ i ~ ~ i t i  lc~vel Iiigliibr Ili:iii Iiibtiio- 
pesin level in seruni, yield \vas 50 pei. cent nftcr 
displacenient and iiiolecular sieve cliroiiiatogrn- 
pliy. For tliird stcp ion eschangr cliroiiintograpliy 
yield was 55 per cent. Yicltl iiiny be iiiucli Iiigltcr 
if pooling al1 Iieiiiopesin contnining fractions nftcr 

c l cc t ros l : i t i c :~  I~oiiiiil Io c.\cli:iiigcr, :iiitl siiicc 
I ~ ~ ~ ~ i i i t p ~ * x i i i  II:I \  :I ltiglr : t f I i t i i l >  for I I C ~ I I I I *  [ R I .  VP  

itiiisl ~~oiivIi111i~ Io :i cli:iiigc* of ils 1)Ili. (;Ii:tiigc of 
clcc.li~osl:tlic.;ilIy c~li:ii~gc~tl gi.oiil~s ibsl)osiii.c ciili;iii- 
ced protciii iiitcractioii \\.itlt escliariger. Tlic iiiore 
a protein is retniiied, i.e. tlic iiiore ifs pHi is low, 
tlic more il hecoiiics rnricl~etl  rcrstis seriirii. Tlius, 
ciirirlieiiteiit of Iiciiio~ic~siii vcrsus scriiiii rcachcd 
150 lier cent of seriiiti Icvcl. 
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Ciilikc sait fr;ictionation procetlrircs, our frac- 
tionation iiictliotl c:in I)e carricd out iising sliiall 
coli~iiins if little saiiil>les arc ar:iilnl>le. In orclcr 
to slio\r riiinor profciiis \rc \\-orkcd nt a ~)rel>:ira- 
t i r e  scale. I1ispl:iccinent ctiroiii:ttograj~liy g:ivc 
liiglier yields as oiir prcceding iiietliotl of rivanol 
and aiiiiiioniiiiii sulfate fractionatioii tlerircd froiii 
Nayeiii-I,ery a ~ c l  Havez [3] xrliicli \vas reportc<l 
by Aisen et al. [1] as giving Iiigli yielcls aiid \rliicli 
\ras recciitly ciiiploye(l hy Hrkzil et al. [9].  If tlie 
sanie >icIcl iii lieiiic-lieiiiol)csii~ is \rnntcrl, tlic 
iiictlio(1 1)roposccl licrc is iriorc r:isy Io 1)crforiii 
as lliat of \'rcll)l:itl an(l Iljortli [IO'. 

Hciiic-1ieiiiol)c~iii. is casy to ol~t:iiii \vlieii I~iii- 
tling to Iieiiie is acliieve<l in scruiii at tlir first step 
eitlier becaiise of Iieiiiolysis or xritli ,\-50 - lienie . 
displ:irciiient-lig:~ii(l escliangc cliroiiiatograpliy. 
As a result of tlie rolc of I~iifTei. ions iii scp:irntiiig 
licniopesin froiii seruiii all)iiiiiin, onc iiiay espcct 
aiiil>lioteric ions of givcii plIi coiil(l separate pro- 
teins froiii eacli otlier <Iririiig tlis~~laceiiient cliro- 
iilatogrnl~liy, if tlieir pHi i s  xrell deterniined as it 
is tlie case for :iiiij~lioline (J,KIl). 
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CONCLUS ION 

RAPPEL DES RESULTATS 

Nous avons décrit dans ce chapitre une nouvelle 

premiere étape pour les protocoles de des protéines du 

sérum. 

Cette méthode évite les étapes de relargage e t  permet 

l'obtention de 1 'hémopexine sous un é ta t  proche de 1 'é tat  natif : 

el l e  consiste essentiel lement en une chromatographie de déplacement 

réalisée sur une colonne de DEAE-Sephadex A50-hème permettant 

1 'élution des protéines sériques dans 1 'ordre de leur pHi décrois- 

sant e t  l'obtention d'une fraction protéique enrichie en fi1-globulines. 

Durant la chromatographie de déplacement sur DEAE- 

Sephadex, chaque protéine du sérum u t i l i sé  joue un r61e de compétiteur 

des autres protéines vis-à-vis des s i  tes cationiques de 1 'échangeur : 

au fur e t  à mesure du passage du sérum sur la  colonne, ces s i t e s  

seront progressivement saturés pàr des protéines ayant .un caractère 

plus acide que celles qui y étaient fix6es auparavant ; ainsi l e  

groupe des 9 -globul ines n'apparat t r a  dans 1 'éluat qu'après 

saturation de tous les s i t es  de l'échangeur occupés jusqu'alors par  

l e  groupe : à ce moment on peut caractériser dans 1 'éluat l e  1 
mélange des 82 e t  des fi1-globulines à des concentrations correspondant 

a celle du sérum sanguin ; progressivement, les  s i t es  occupés par l 
les seront occupes par les u e t  la  sérumalbumine : 

1 'apparition de 1 a sérumal bumine dans 1 'él u a t  traduira la saturation 

complète de l'échangeur par cette protéine e t  les  autres protéines 

acides du sérum, 



I des B2 ou ol-globulines en genéral pour l e  DEAE-Sephadex dans les 
l 

1 conditions ut i l isées,  1 'élution de ces protéines se fera à l a  l 
1 concentration qu'elles ont dans l e  sérum, sans pic d'élution 1 
l décelable (Figure 1 ,  page 45). 

Dans l e  cas de la chromatographie du sérum sur 

DÈAE-sephadex-hème (Figure 1 ,  page45 ) ,  ou du sérum hémolysé sur 

DEAE-Sephadex (Figure 2 ,  page 46),  1 ' hème-hémopexine est  pl us fortement 1 
retenue e t  sera donc éluée sous forme d ' u n  plateau de concentration 1 
supérieure à celle du sérum e t  de hauteur correspondant en f a i t  

à sa concentration sur l'échangeur (en f a i t ,  les  diffusions donnent 

à ce plateau l a  forme d ' u n  pic) ; après élution de ce pic, tous les 

s i t es  de 1 'échangeur étant occupés par des protéines plus acides, 

1 'hémopexine e s t  éluée à sa concentration sérique. 

Ces expériences nous apportent donc une preuve directe 

du changement de point isoélectrique de 1 'hémopexine humaine lors de 

1 a 1 i aison à 1 ' hème. Le DEAE-Sephadex ASO-hème nous permet d ' autre 

part d 'obtenir une fraction d '  hème-hemopexine enrichie par rapport 

au sérum, réagissant avec l'hème e t  donc non dénaturée. 

Dans tous les  cas, l a  chromatographie de déplacement I 
donne une préparation d '  hémopexine dépourvue de sérumal bumine. 

La Figure 2 page 46, montre l ' e f f e t  de la  force 

ionique sur la  chromatographie de déplacement sur DEAE-Sephadex 

e t  confirme que l a  hauteur du pic d'élution de 1 'hémopexine e s t  

d'autant plus grande qu'el l e  es t  plus fortement retenue par 1 'échangeur : 



cette augmentation de hauteur du pic va en effet  de pair avec 

1 ' augmentation du vol urne de rétention de cet te  protéine, traduisant 

ainsi une augmentation de la  quantité d'hémopexine fixée à faible 

force ionique. 

Bien que 1 a densité des charges soit  plus faible 

dans 1 'échangeur tassé en NaCl 50 mM, du f a i t  de son gonflement plus 

f e r t ,  sa capacité pour l'hémopexine est  plus grande dans l e  sérum 

dialysé contre l e  NaC1 200 mM. Les ions du tampon entrent en 

compétition avec 1 es protéines vis-à-vis des charges de 1 'échangeur au 

cours du déplacement : c 'est  ainsi que, avant l'apparition de la  

sérumalbumine à une concentration de 50 niM on retient 1 'hémopexine 

contenue dans un volume de sérum équivalent à 3,5 fois  l e  volume 

de 1 'échangeur. A 200 mM par contre, on ret ient  1 ' hémopexine retenue 

seulement dans un volume de sérum équivalent à 1,5 fois le  volume 

de 1 'échangeur, avant 1 'apparition de 1 a sérumalbumine. 

Après avoir él iminé la sérumal bumine on se débarrasse 

complètement des immunogl obul i nes , seconde cl asse des protéines du 

sérum par leur quanti t é ,  en réalisant une chromatographie de 

tami sage molécul ai re sur Ul trogel AcA 34. L ' hémopexine, col orée en 

vert, s 'élue légèrement après la  transferrine, qui, e l l e ,  es t  

colorée en rose. L'hémopexine s'élue sur l e  versant descendant 

du pic (Figure 3, page 46) . 
L ' imnunoélectrophorèse contre un sérum anti -proté.ines 

sériques humaines totales ne révèle pas de sérumalbumine (Figure 5,  

en h a u t ,  page 4 3  ) , ce qui montre que la  sérumal bumine a bien été 



éliminée lors de l 'étape précédente. 

L'étape finale es t  une chromatographie d'élution sur 

une colonne de DEAE-Sephadex A50 au moyen d ' u n  tampon Tris/HC1 50 mM 

de pH 7,O jusqu'à élution de l'hémopexine : un gradient de force 

ionique 50 à 100 mM permet 1 'élution de la  transferrine. 

L'apo-hémopexine, quand e l l e  es t  présente en quantité 

suffisante dans l e  sérum. de départ, s'Glue comme 1 'ont indiqué 

AISEN e t  al .  ( 1974) ( 78 ) à 80-85 mM en Tris. Mais, comme dans notre 1 
1 étude les serums étaient l e  plus souvent hémolysés, l'hème-hémopexine 1 

es t  l a  forme prédominante. El l e  es t  de ce f a i t  él uée avant 1 'appl ia 

cation du gradient, bien avant la transferrine, e t  e l l e  est  

immunologiquement pure, comme le montre la  Figure 5 , paae 47 . 

I L'hème-hémopexine est plus fortement retenue sur I 
l'échangeur parce que son point isoélectrique s ' e s t  abaissé, so i t  

du  f a i t  des carboxyles apportés par 1 'hème, soi t  par des changements 

conformationnels produits par son interaction avec 1 'hème. A 1 a I 
di fférence des procédés de rel argage , notre méthode de fractionnement 1 
peut ê t re  réalisée sur des petites colonnes s i  les échantillons 

disponibles sont de faible volume. Cependant, dans l e  b u t  de l 
mettre en évidence des contaminants protéiques mineurs éventuels, 

nous avons travail lé  à une échelle préparative. 

Les rendements ont été estimés par imrnunodiffusion 

radiale en ut i l isant  les sérums de départ comme standard sur l a  

même plaque. Lorsque 1 'on rassemble les fractions avec une teneur en 

hémopexine plus élevee que cel le du sérum, l e  rendement est  de 50 p.  

100 apres les deux étapes de chromatographie de déplacement e t  de , 



tamisage moléculaire. 

4 Pour la troisième e t  dernière étape de chromatographie 

d'échange d'ions par élution, l e  rendement est de 75 p. 100. 

Le rendement global peut être amélioré s i  l'on rassemble toutes 

les fractions contenant de l'hémopexine après élimination de la  

I sérumal bumi ne par  chromatographie de déplacement. 11 est  al ors I 
facile d'obtenir un rendement de 50 p. 100 pour l'ensemble de la 

puri f ica t i  on. 

1 La chromatographie de déplacement donne des rendements I 
meilleurs que notre méthode précédente de relargage par l e  rivanol 

e t  le  sulfate d'ammonium (Chapitre I I ) .  Cette méthode basée sur l e  

relargage es t  proche de celle de HAYEM-LEVY e t  HAVEZ (1973 ) ( 7 9  ) 

d o n t  AISEN e t  a l .  (1974) ( 80 ) ont estimé qu'elle procurait de 

bons rendements ; el le  a été employée également p a r  HRKAL e t  a l .  

(1977 ) ( 81 ) *  

Si un rendement en hème-hémopexine de 50 p. 100 es t  

I recherché, la méthode que nous proposons es t  plus faci le  à réaliser I 
que ce1 le  de VRETBLAD e t  HJORTH ( 1977 ) ( 82 ) , basée sur 

1 'ut i l isat ion des lectines immobilisées. 

L'hème-hémopexine e s t  faci le  à obtenir lorsque 1 a 

liaison à 1 'hème es t  réalisée dans l e  sérum lors de la  première étape 

soi t  du f a i t  de 1 'hémolyse, so i t  avec un échange de ligand associé 

au déplacement, La méthode générale pourrait ê t re  améliorée dans 

1 'étape de déplacement par  associ a t i  on d'ions transporteurs ; ceux-ci , 
des ions amphotères de pHi bien choisi, pourraient ainsi s 'éluer 1 
de p a r t  e t  d'autre de l'hémopexine e t  de cette maniere isoler  le  

pic d'hémopexine de ceux des autres protéines du sérum : des 

ampholines (LKB)  pourraient jouer ce r61e. 



PAR 
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1 - INTRODUCTION 

Nous avons montré dans les  chapitres précédents que 

l e  point isoélectrique de 1 'hémopexine varie lors de sa l ia ison à 

1 'hème (PLANCKE - e t  a l .  ) (1 977) ( 83 ) , (PLANCKE e t  a l .  ) (1 978) - 
( 84 ) *  

l 

Selon MORGAN (1976) ( 8 5  ) ,  la formation du complexe 

hème-hémopexine provoque 'un changement conformationnel dans l a  

protéine qui conduit à sa reconnaissance par  les hépatocytes. 

SMITH e t  MORGAN (1 979) ( 86 ) , ont de pl us, trouvé 

que 1 'hémopexine cède son hème au foie par 1 'intermédiaire 

d ' interactions avec un nombre déterminé de récepteurs e t  qu'ensuite . 
e l l e  passe à nouveau dans l a  circulation. 

Pour l a  formation du complexe hème-hémopexine, HRKAL 

e t  a l .  (1974) ( 87 ) ont réa l i sé  "in vitro" des -expériences de 

t ransfer t  de 1 'hème p a r t i r  de l a  ferrihémoglobine e t  à p a r t i r  

des chafnes isolées de l a  f e r r i  hémoglobine vers 1 ' hernopexine. Ces 

derniers auteurs ont montré, par a i l l eu r s ,  que l e  f e r  de 1 'hème 

e s t  pl us faci lenent oxyde dans 1 ' hémopexine que dans 1 ' hémglobi ne 

(HRKAL e t  a l .  ) (1 977) ( 88 ) Le complexe ferrohème-hémopexine 

s 'autoxyde faci lement puisque des variations significatives du 

spectre d'absorption sont provoquées par l a  conservation de 

1 'hemopexine de lapin avec l e  deutérohème, l e  mésohèrne ou 1 'hème 

dans l e  d i  thioni te  à 0,006 p. 100 à 4 O C  pendant 48 heures. Des 



4 .  montrent une bande de Soret amoindrie e t  un spectre modif ié dans 

- 

I 1 ' u l t r a v i o l e t ,  comme 1 'ont  observé MORGAN e t  MULLER-EBERHARD (1 972) 
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échant i l lons rédu i t s  s'autoxydent pendant l a  conservation e t  

Nous nous sommes demandé s i  1 'autoxydation ne pouvai t  

pas en f a i t ,  représenter un exemple d'oxydation couplée, comme 

1 'envisagent SCHMID e t  McWNAGH (1975) ( 90 ) pour 1 'ensemble des 

~ hémoprotéines e t  qui  conduit à l a  formation de b i l i r ub ine .  L'oxyda- 

t i o n  couplée des hémoprotéines, selon ces auteurs, peut ê t r e  

l considérée comme un6 réact ion enzymatique dans laque1 l e  l a  g lobine 
1 

ou 1 'apo-protéine a g i t  comme un enzyme qui ca ta l yse ra i t  t a  destruc- 

t i o n  de son propre groupe prosthétique. O'CARRA e t  COLLERAN ( 1  969) 

( 91 ) ont  apporté des arguments expérimentaux concernant l a  coupure 

de l'hème par l a  myoglobine e t  l a  formation de l a  b i l i r u b i n e .  

Dans ce chapitre, nous montrons que 1 'hémopexine 

humaine peut dégrader 1 'hème en t an t  que substrat  i n i t i a l  e t  que 

de l a  b i l i r u b i n e  es t  produite. Au cours de ce t t e  réact ion,  l e  

po in t  i soélectr ique de 1 'hémopexine change. Quand 1 a réact ion e s t  

réa l i sée  " i n  v i t r o "  sur du sérum, l a  b i l i r u b i n e  fonce est  captée 

par 1 a sérumal bumi ne. 

ROTH (1967) ( 92 ) a présenté une mlithode simple e t  

sensible de dosage de l a  b i l i r u b i n e  t o t a l e  dans l e  sérum, dans 

laque l le  50 p l  de sérum sont &langés il 0,6 m l  d1H3P04 a 85 p. 100, 

2 - MATERIEL e t  METHODES 

L 

2.1 - _-__ Dosage ___-__________-___ de l a  b i l i r u b i n e  

PhAncipe de % m&Xiiode 



3 ml d'eau sont ajoutés après une minute ou davantage e t  la  

fluorescence e s t  mesurée avec un fluorimètre à f i l t r e .  Les longueurs 

d'onde des maxima d'excitation e t  de fluorescence sont 435 e t  500 nm 

respectivement. 

Cette méthode donne une bonne corrélation avec l a  

méthode usuelle de diazo-conjugaison, mais à l a  différence de 

cel le-ci ,  l a  présence de protéines dans l a  solution e s t  déterminante 

pour l a  production d'une fluorescence. La formation de ce t te  

fluorescence e s t  par  a i l leurs  relativement spécifique de l a  

l bilirubine. Cet auteur n 'a  obtenu, avec l a  bil iverdine,  que 6 p. 100 

de l a  fluorescence obtenue avec l a  bi 1 irubine, tandis que l e  

cholestérol e t  1 'hémoglobine n 'en donnaient pratiquement aucune. l 
I l  a montré aussi que l a  bil irubine conjuguée réagit comme l a  

bil irubine l ib re ,  de sor te  que l a  méthode fournit une mesure de 

l a  bi 1 i rubine to ta le .  La réaction de fluorescence subsiste même 

après photo-oxydation de l a  bil irubine dans un sérum riche en I 
bilirubine exposé a l a  lumière alors  que l a  réact ivi té  à 1 'égard 

de 1 'acide sulfani 1 ique diazoté e s t  perdue. 

La réaction de fluorescence s'applique t an t  à l a  I 
bi 1 i rubi ne 1 i bre qu '8  ses gl ucuronocon jugués . I 

La reproductibil i té pour un sérum normal e s t  meilleure 

que - + 2 p. 100. 



I Nous avons automatisé l e  dosage de l a  bil irubine 

suivant l a  méthode de ROTH (1967) ( 93 ) à 1 'aide d'une chaîne 

autoanalyseur 'Techni con" comprenant un mani fol d ,  une pompe 

I proportionnante, un f l  uorimètre "type I I  1" e t  un enregistreur. I 
Un préleveur d'échantillons "Gilson" a é t é  u t i l i s é .  

Réglage . 
Les f i l t r e s  de fluorimètre "Technicon autoanalyseur 

type I I I "  ont é t é  contrôlés par 1 'enregistrement de leur  spectre 

avec l e  spectrophotomètre "Varian 6350". Le f i  1 t r e  primaire sélec- 

tionne 1 a lumière avec un maximum à 430 nm. Le f i l t r e  secondaire 

absorbe l a  lumière au-dessous de 500-550 nm. Le diaphragme t 
"sample aperture" a é t é  fixé à l a  position 2 ,  l e  diaphragme 

"reference aperture" a é t é  f ixé  à l a  position 1. Le potentiomètre 

"base l ine" a é t é  f ixé à l a  graduation 75, l e  potentiomètre 

"standard cal i bration" à 1 a position 100. Ce dernier potentiometre 

1 conditionne 1 ' ampl i tude du signal obtenu sur  1 ' axe des ordonnées 

du papier d 'enregistrement. 

L'échantillon e s t  prélevé pendant un temps de 90 secondes, 

séparé par un temps de repos de 15 secondes, correspondant à I 
l ' in jec t ion  d ' a i r ,  e t  par un temps de rinçage à l 'eau de 120 1 
secondes. 
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Pompe propor t ionante  : Débit  des tubes  (ml/an) 



L ' oxydation croisée au cours de 1 a chrornatogyr-ph je- 2.2 - ---- --- ------- --- ------- ----------- ------- 
bs_be~lacement 

1 Dans l a  chromatographie d'échange d' ion par déplacement 

l l es  protéines fortement retenues par 1 'échangeur déplacent 1 es I 
protéines faiblement retenues. Les protéines se déplacent l e s  unes 

l e s  autres par ordre croissant d ' a f f in i t é  pour 1 'échangeur. 

~ i u s  une protéine e s t  retenue sur l e  DEAE-Sephadex A50 (Pharmacia), 

c'est-à-dire plus son point isoélectrique e s t  bas, plus sa 

I concentration e s t  augmentée aprgs déplacement hors de 1 a colonne. I 
Le dépat du sérum sur l a  colonne e s t  a r ré té  lorsque l a  sérumalbumine l 

l occupe toutes 1 es charges de 1 ' échangeur. 

La chromatographie de déplacement a é t é  réal isée sur E 

du sérum humain provenant d ' u n  sang fortement hémolysé, avec l e  

DEAE-Sephadex A50 (Pharmacia) selon un procédé que nous avons déjà 
; 

décr i t  (PLANCKE - e t  al .) (1978) ( 94 ) .  Pour chaque expérience, on 

environ 1/100 du volume d'échangeur, s o i t  10 ml. 

u t i l i s e  un volume de sérum équivaTent à deux fo is  l e  volume de 

1 'échangeur dans l a  colonne, s o i t  2 1 i t r e s  de sérum pour 1 1 i t r e  

d'échangeur tassé dans l e  tampon Tris/HCl 200 mM, pH 7,O. 

Des fractions de vol ume constant sont recuei 11 i e s  : 

La détermination quantitative de l'hémopexine e s t  

réal isée par immunodi ffusi  on radiale avec les  "M-Parti gen Behring". t 

- 

- 

Le profil  d 'élution global des protéines du sérum, e t  en par t icu l ie r  

l e  commencement de l tBlut ion de l a  sérumalbumine est  établ i  par 

électrophorèse standard sur  acétate de ce1 1 ulose (Sébi a ) ,  en 

; 

tampon véronal pH 8,6 e t  coloration au rouge ponceau. 



Immunodi f f u s i  on rad ia le  e t  électrophorèse sont 

réal isées toutes l e s  5 f rac t ions .  

Dans l a  détermination de 1 'hémopexine (Figure 2,,,-page 64 ) 

100 p .  100 représente 1 a concentrat ion moyenne du sérum humain de 

départ, où lorsque 1 'échangeur é tant  saturé, l a  composition de I 
1 ' é l ua t  r e j o i n t  c e l l e  du sérum de départ ; ce t te  composition du 1 
serum de depart es t  obtenue dès 1 ' appar i t ion de 1 a sérumal bumi ne dans 

1 'é lua t .  

La réact ion de CO-oxydation peut se schématiser de i 
l a  manière suivante : 

d i  t h i on i  t e  f e r r i  hème-hémopexine - ferrohème-hémopexi ne 

ferrohème- hémopexi ne oxygène > b i  1 i rub i  ne-hémopexine 
mol écu1 a i  r e  . 

b i  1 i rub i  ne-hémopexi ne + sérumal bumi ne ~-> b i  1 i rub i  ne-sérumal bu- 

mine + apohémopexi ne 

Le sérum contenant un excès d'hème par rapport à 

1 'hémopexine es t  d'abord r é d u i t  par add i t ion de d i  t h i o n i t e  de sodium 

c r i s t a l l i s é  pour ob ten i r  une concentration f i n a l e  de 20 à 50 mM. 

La d isso lu t ion  est  rba l isée sous ag i t a t i on  magnetique pendant une 

minute. La so lu t ion  est ,  s o i t  déposée immédiatement sur l a  colonne, 



s o i t  laissée sous agitation à 1 ' a i r  pendant un temps'variable de 

façon a permettre l a  réoxydation. 

1 Lors du dosage de l a  bi 1 irubine, une fraction sur  10 

1 de l a  chromatographie e s t  d'abord soumise au dosage, La valeur 

maximale de bilirubine obtenue e s t  alors affichée su r  toute 

1 'échelle disponible en faisant  varier l e  réglage du potentiomètre 

I "standard cal i bration'' au voisinage de 1 a position 100. 

3 - RESULTATS 

Comme nous 1 ' avons montré (PLANCKE e t  al . ) (1 978) 

~ ( 95 ), l a  forme apo-hémopexine peut e t r e  distinguée de l a  forme 1 
1 

hème-hémopexi ne par chromatographie d 'échange d'ions par déplacement 1 
sur DEA€- Sephadex A50. 

L'hémopexine e s t  plus fortement retenue sur l'échangeur 

consécutivement au changement de pHi provoqué par son interaction 

avec l'hème. Des variations dans l 'exposition des groupes chargés 

électrostatiquement à sa périphérie augmentent l ' interact ion de 

l a  protéine avec l'échangeur. Plus une protéine e s t  retenue - c 'es t -  

à-di re p l u s  son pHi e s t  bas - plus el  l e  se trouve enrichie par 

comparaison au sérum après son déplacement hors de 1 'échangeur. 

L'elution de 1 'apo-hemopexine se f a i t  sous forme d ' u n  plateau, 

puisqu'el l e  e s t  faiblement retenue, tandis que 1 'hème-hémopexine 

e s t  éluée plus tardiventent sous forme d ' u n  pic car e l l e  e s t  plus 

fortement retenue par 1 'échangeur. 
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L 'oxydation couplée de 1 ' hème-hémopexi ne avec 1 e 

d i  t h i o n i  t e  de sodium i n t e r v i e n t  au cours de 1 ' ag i t a t i on  en présence 

d 'a i r ,  effectuée avant 1 a chromatographie de déplacement. S i  1 a 

chromatographie de déplacement e s t  commencée immédiatement dès l a  

d isso lu t ion  du d i  th ion i te ,  1 'étape de réduction du m i  1 i eu  t o u t  

autant que sa réoxydation à 1 ' a i r  sont l im i tées  : l e  sérum es t  en 

e f f e t  débarrassé de l ' agen t  réducteur t ou t  au début de l a  dhromato- 

graphie puisque 1 'échangeur d'anions r e t i e n t  fortement les  ions 
-- 

S204 , ce qui l i m i t e  a i ns i  1 'étape de réduction. Une réoxydation 

est  aussi réa l i sée  sur 1 'échangeur, mais de façon l im i tée ,  car  seul 

1 'oxygène de 1 ' a i r  dissous dans l e  sérum peut i n t e r v e n i r  dans ce t te  

réoxydation. De plus, l a  production de b i l i r u b i n e  au cours de l a  * 

chromatographie de déplacement i n t e r v i e n t  dans un compartiment du 

sérum p r i v é  de 1 ' a l  bumine e t  e l  l e  es t  é l  uée en même temps que 

l'hémopexine au f u r  e t  à mesure de sa formation. 

S i  avant l a  chromatographie, on ménage un temps 

d ' ag i t a t i on  a l ' a i r ,  l a  production de b i l i r u b i n e  dépend de l a  durée 

de l a  réoxydation e t  comme ce l l e - c i  s 'ef fectue en présence de 

sérumal bumine, 1 a b i  1 i rub i  ne es t  é l  uée sous forme de b i  1 i rub i  ne- 

a l  bumi ne. 

Les f igu res  2A, 28, 2C e t  ZD, pages 64, 65, 66 e t  68 

montrent dans d i  verses condi t ions de réoxydati  on de 1 ' hème-hémopexine, 

l e  dosage de 1 'hémopexine e t  de l a  b i l i r u b i n e  au cours de l a  

chromatographie de dépl acernent . 



F I G U R E  2. -------- 
Changement du point iso-électr ique de l'hémopexine 

au cours de l a  production de b i l i rub ine .  

Courbes témoins r éa l i s ées  s u r  l e  sérum hémolysé: 

F I G U R E  2 - A .  ---------- 

: Hémopexine dosée par  immuno-dif fusion r ad ia l e  (R. 1. D. ) 

( 100 % : Taux d'hémopexine dans l e  sérum) 

- - - - - - - -  : Bil irubine dosée par  l a  méthode de ROTH ( 100 $ : 

Taux de b i l i rub ine  au niveau de l a  sénun albumine3 

S. A .  : Début de 1' é lu t ion  de l a  sérum albumine. 

V : Volume de sérum u t i l i s é  par  volume d' échqgeur .  
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La figure 2A, page 64 montre la  chromatographie de 

déplacement d ' u n  sérum hémolysé sans réaction de CO-oxydation. 

L'hémopexine s 'élue sous forme d ' u n  pic caractéristique de 1 'hème- 

hémopexine sans plateau d "apohémopexine, ce qui traduit 1 'excès 

d'hème par  rapport à 1 'hémopexine, tandis que la bilirubine s 'élue 

en deux plateaux, l e  plus élevé ( l e  2ème) correspondant à 1 'élution 

de la bilirubine l iée à la sérumalbumine. Le premier plateau corres- 

pond peut-être à de l a  bilirubine adsorbée sur des protéines éluées 

a v a n t  1 a sérumal bumine (immunoglobul ine e t  B -globul ine) . 
Dans 1 a figure 2B page 65 , après 1 'addition de 

di thionite au sérum, immédiatement avant 1 a chromatographie de 

déplacement, sans réoxydation à 1 ' a i r  par agitation, 1 'élution de 

1 'hémopexine se f a i t  en plateau caractéristique de l a  forme apo- 

hémopexine. Sa concentration a t te in t  rapidement une valeur constante. 

A 1 'inverse, la  bilirubine s 'élue sous la forme d ' u n  pic avant  

le commencement de l 'ëlution de la  sérumalbumine e t  en plateau au 

niveau de 1 'élution de l a  sérumalbumine ; l e  pic de bilirubine 

correspond donc à l a  formation, "in s i tu"  sur l a  colonne, de l a  

bi 1 i rubi ne par oxydation couplee de 1 ' hsme 1 ié  à 1 ' hémopexine : cette 

réaction s 'effectue en absence de sérumal bumine, pl us fortement 

retenue par  1 'échangeur, ce qui explique qu'aucun transfert de la t 
bi 1 irubine vers la sérumalbumine n '  a pu se produire. C 

Le pic de bilirubine s ' a f fa ib l i t  s i  on ménage un  1 
temps de réoxydation par agitation dans un bécher aéré comme l e  

montrent les figures 2C e t  2D pages 66 et 68.Après une agitation 

de 2 heures avec ltoxygGne de l ' a i r  avant la  chromatographie de 





déplacement (Figure 2C, page 66 ), la  bilirubine se trouve 

répartie d'une manière équivalente a v a n t  e t  après l 'élution de 

la sérumalbumine : ceci traduit la formation de bilirubine par 

oxydation couplée e t  son transfert à la  sérumalbumine avan t  1 'étape de 

chromatographie ; cette oxydation n'est cependant pas encore 

totale puisque de la bilirubine es t  encore produite durant l a  

chromatographie comme en témoigne le pic de bi 1 i rubine élué avant 

la  sérumalbumine. 

Dans la  figure 2D, page 68, u n  temps de 20 heures 

pour la réoxydation sous agitation détermine un profil d'élution 

pour la bi 1 i rubine q u i  ressemble à ce1 ui de 1 a figure 2 A ,  page 6 4 

obtenu sans oxydation couplée : on observe deux plateaux successifs 

de la bilirubine avant e t  après 1 'élution de la sérumalbumine. Si 

la  bilirubine 1 ibre ou sous forme de bil irubine-hémopexine ou 1 iée 

à d'autres protéines reste à un  t a u x  constant, la bilirubine- 

albumine augmente d'un facteur 1,5 p a r  rapport au- taux de la  

figure 2 A  page 6 4 ; au cours des 20 heures de réoxydation à 1 ' a i r ,  

l e  dithionite a é té  complètement oxydé. Comme d'autre part l a  biliru- 

bine a é té  captée par 1 a sérumal bumine, 1 'hème en excès peut à 

nouveau se complexer a 1 'hémopexine : ceci se traduit sur la  courbe 

d'élution de 1 'hémopexine par  1 a superposition d ' u n  plateau 

correspondant à l'apohémopexine e t  d ' u n  pic d'hème-hémopexine 
? 

résultant de l a  fixation de 1 'excès d'hème par 1 'apohémopexine 

libérée par l e  départ de la  bilirubine. i 



dithionit  40 m M  



l Dans la figure 2E page 70, nous avons repris les 

I conditions expérimentales de la figure 2B, page 65 (dithionite 40 mM 

l et chromatographie immédiate) mais avec addition d'hématine à la 

concentration de 100 mM. Le diagramme d'élution de l'hémopexine et 

de la bilirubine est identique à celui de la figure 2A page 64 I 

servant de référence (pas de dithionite) : la bilirubine sort sous 

fDrme de bilirubine-albumine et 1 'hémopexine est entièrement sous 

forme d'hème-hémopexi ne '; rien ne s 'est donc apparemment passé au 

cours de cet essai. Comme la concentration en réducteur est 

nettement inférieure à ce1 le du ferri hème (ferri hème-hémopexine, 
l 

hématine libre du sérum et hématine ajoutée avant la chromatographie) 

il est vraisemblable que le di thioni te a réduit une partie de 1 
l'hématine libre en excès par rapport au dithionite et à l'hémopexine 

sans réduire la ferri hème-hémopexine, en rai son de 1 'accessibi 1 i té 1 
plus difficile du fer dans ce complexe ; au cours de la chromato- 

graphie, 1 'oxygène du milieu s'est révélé inactif sur la ferihème- 1 
hémopexi ne (pas de pic de bi 1 i rubi ne au ni veau de 1 ' hémopexine) et 

n'a vraisemblablement eu que le seul effet de réoxyder l'hème libre 

en hématine 1 i bre sans production de bi 1 i rubine. 

4 - DISCUSSION . - 



Au cours de cette réaction, le dithionite réduit la 

ferrihème-hémopexine en ferrohème-hémopexine : le ferrohème peut 

alors 2tre oxydé en bilirubine et ceci exige que 1 'hème soit fixé 

par 1 'hémopexine : ceci semble donc faire jouer à 1 ' hémopexine un 
rale particulier dans la catalyse de cette oxydation. 

Certes, le mécanisme invoqué pour expliquer les résultats est assez I 
peu physiologique : cependant, i 1 offre 1 'avantage de montrer que 

le mécanisme chimique peut exister dans 1 'organisme en faisant 

intervenir un système de réduction enzymatique qui reste à - I 
découvrir. 

La réduction de 1 ' hèmehémopexi ne par un réactif 

chimique et la possibilité de cette même réduction par un mécanisme 1 
enzymatique présente des analogies avec 1 a réduction purement I 
chimique de la methémoglobine en hémoglobine et la réduction 

enzymatique par un systeme oxydo-réducteur de 1 ' hématie. 

HRKAL et al. (1974) ( 96 ) ont estimé à 1,9 x 10 14 M-l 9 
_C__ 

la valeur de la constante d'affinité de 1 'hémopexine pour 1"hème. 

La bilirubine peut être aussi liée par l'hémopexine : 

MORGAN - et al. (1 978) ( 97 ) ont donné 1 a valeur de 7,5 x 107 pour 

la constante d'affinité de l'hémopexine pour la bilirubine, et ces 

auteurs ont montré aussi que la bilirubine était liée au même site 

de fixation que l'hème. 

ta sérumalbumine lie à la fois l'hème et la bilirubine 

nais elle lie plus fortement la bilirubine que ne le fait l'hémopexine. 

Elle joue par conséquent un r81e important en ce sens qu'elle 



déplace la bilirubine de 1 'hémopexine et permet ainsi régéné- 

ration de 1 'apohémopexine qui est alors capable de fixer une nouvelle 

molécule d'hème. Ici encore, la signification physiologique de cette 

réaction doit être envisagée. En effet, SMITH et MORGAN (1978) ( 98), 

(1979) ( 99 ) , ont montré que 1 'hémopexine transportait 1 'hème au 

foie. Ils ont apporté des preuves concernant 1 'existence d'un 

récepteur hépatique et la réutilisation de 1 'hémopexine pour la 

capture d'une nouvelle mcrlécule d'hème dans le sérum. 

DAVIES et al. (1979) ( 100 ) ont examiné la distri bution 
5 9 125 ] - subcellulaire et le devenir métabolique de 1 a [ ~ e )  -hème - [ 1 

hémopexine marquée après 1 ' interaction avec un récepteur hépatique. 

Pour ces auteurs, le fer héminique, se retrouve lié à la ferritine. 

Ces auteurs suggèrent ainsi que le processus de transport cellulaire 

achemine l'hème de la membrane plasmique vers l'hème oxygènase par 

le réticulum endoplasmique. Cet enzyme est connu pour dégrader 1 'hème 

provenant d'une source tel le que 1 'hémoglobine, conduisant à 

l'excrétion de bilirubine, tandis que le fer est emnagasiné sur la 

ferritine, à partir de laquelle il est réutilisé. 

La réduction de l'hème-hémopexine dans le sérum est 

peu vraisemblable car, comme 1 'ont montré HRKAL et al, ( 1977) (101 ) 

c'est 1 a forme ferri hème-hémopexine que 1 'on rencontre dans 1 e 

sérum. 

Cependant, cette équipe (HRKAL et al. ) (1 974) ( 102 ) - 
a montré que 1 'hémopexine pouvait capter 1 'hème de la ferri-hémoglobine 







B~-globuline du pl asma et 1 a sérumal bumine ont des r6les coopératifs, 

physiologiquement fonctionnels dans le transport de l'hème et 

dans la production des pigments biliaires. 

L ' hémopexi ne provoque une production de pigment 

biliaire dans le foie isolé de rat à partir de l'injection d'hémo- 

globine comme 1 'a démontré DRABKIN (1 971) (104 ) . Les mécanismes 
variés, enzymatiques et non enzymatiques, proposés pour la 

dégradation de 1 'hème en pigments biliaires ont été analysés de 

façon cri tique par GRAY - et al . (1 972) (1 05 ) comme nous 1 ' avons 

rappelé dans le chapitre 1. Un autre aspect de l'étude de 

l'hémopexine consiste à envisager son interaction avec l'hème : 

ce1 1 e-ci provoquerait , d ' après MORGAN - et al . (1 976b) ( 106) une 
1 réorganisation conformationnel le dans 1 ' hémopexine qui lui 

permettrait al ors d' interagir avec un récepteur, probablement 

une protéine, sur l'hépatocyte. 

L ' interaction hème-hémopexi ne est donc intéressante 
à étudier, et le dichroïsme circulaire est une technique particu- 1 
lierement adaptée dans ce cas. En effet, du fait de sa symétrie, 

l'hème seul est optiquement inactif ; donc il ne présente pas, en 

solution, dlactivi té optique décelable. Par contre, quand i 1 est 



l i é  à une protéine,  un e f f e t  Cotton peut ê t r e  i n d u i t  dans sa bande 

d'absorption du f a i t  de son i n te rac t i on  avec l a  protéine. Bien que 

1 e t ra i tement théorique complet du s ignal  d i  chroique correspondant 

n ' a i t  pu ê t re  réa l i sé ,  HSU e t  WOODY (1971) ( 107 ) ont  pu émettre 

une hypothèse concernant son o r i g i ne  : il s e r a i t  dll essentiel lement l 
à un mécanisme d ' i n t e rac t i on  par o s c i l l a t e u r  couplé entre l e  

Chromophore héminique e t  l e  nombre important de groupes aromatiques 

qui  entourent 1 'hème. Une t e l l e  hypothèse est  t o u t  à f a i t  en 

accord avec l es  précédents travaux de HAYEM-LEVY e t  HAVEZ( 1973 ) (108 ) 

qu i  pensent que deux r é s i  dus d ' h i s t i d i n e  seraient  impl iqués dans 

l e  s i  t e  a c t i f  de 1 'hémopexine. De même, KODICEK e t  a l .  (1977) ( 109 ) 

e t  MORGAN e t  MULLER-EBERHARD (1976) ( l:lq ont montré; qu'en p l  us 

de l ' h i s t i d i n e ,  des résidus de ty ros ine e t  sur tout  de tryptophanne 

é ta ien t  responsables de l a  haute a f f i n i t é  de l'hème pour 

1 ' hémopexi ne. 

En d 'autres termes, l a  forme e t  1 'amplitude de l a  bande 

d i  chrof que dans 1 a zone dc soret  dépendra donc de 1 'organisat ion 

de cer ta ins  résidus d'acides aminés au voisinage immédiat de l a  k 
molecule. Des changements importants dans l a  forme de ce t te  bande i 
pourront i n t e r v e n i r  quand cet  envi ronnement sera 1 u i  -même modi f i é ,  I 
sans que s o i t  forcément impl iqués de changements conformationnel s I 
importants dans l a  pro té ine t ou t  ent ière .  

L ' i n t e rac t i on  de 1 'hème avec 1 ' h@mopexine peut aussi 

se t radu i re  par une suscepti b i  1 i t é  de 1 'hème dans 1 ' hémopexine à 

1 'auto-oxydation, c o r n  1 'ont  déjà sou1 igné MORGAN e t  MULLER-EBERHARD 

(1972) ( 11 1 ) e t  aussi par une diminut ion de l a  bande de Soret sur 
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les spectres d' absorption après réduction de 1 'hème-hémopexine. 

I Cette réduction peut 8tre réalisée par le dithionite de sodium, par 

exemple, nous avons pu mettre en évidence un effet de destruction 

de 1 ' heme , 1 ors de 1 a réoxydati on à 1 'air de 1 ' hémopexi ne préal a- 

blement mise en contact avec du dithionite. 

I Dans ce Chapitre, nous avons soumis 1 ' hème-hémopexine I 
à une réduction par le dithionite, puis à une réoxydation par 1 'air. 

L'utilisation simultanée de spectres d'absorption et de 

dichro4sme circulaire nous ont permis de suivre non seulement la 

quanti té d' hème 1 ié à 1 ' hémopexine, mais les variations conforma- 

tionnelles du site de fixation à 1 'hème. Nous verrons comment il 

nous a été possible, à partir de ces mesures, d'émettre une hypothèse 

l . concernant 1 'existence de deux si tes d ' interaction de 1 ' hémopexine 

avec l'hème comme nous l'avions déjà suggéré sur la base d'arguments 

1 imunologiques rapportés dans le Chapitre II. 

2 - MATERIEL et METHODES 

L'hémopexine du sérum humain a été obtehue comme nous 

1 'avons déjà décrit (voir Chapitre III), par un protocole en trois 

étapes impliquant la chromatographie d'échange d'ion par déplacement 

du sérum humain total , la chromatographie de tamisage molécul aire 
et la chromatographie d'échange d'ion par élution (PLANCKE et al .) - 
(1 978) (112 ) . Cependant, pour le présent travai 1, avant 1 a seconde 
étape, la fraction enrichie en hème hémopexine a été additionnée de 1 
dithionite de sodium (20 mM). Les sels sont éliminés systématiquement 

pendant la chromatographie de tamisage moléculaire. De plus, dans le t 
même temps, tout 1 igand non lié tel que 1 'hème ou un produit de 
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dégradation de l'hème, a été éliminé. Tout chromophore restant est 

donc lié a la protéine. 

Les spectres d'absorption sont enregistrés sur un 

spectrophotomètre "CARRY 11 8" et ceux de di chroVsme ci rcul aire sur 

un dichrographe "JOBIN-YVON R.J. MARCK III'' à température ambiante 

(24"C), sous un courant d'azote, avec une cuve de trajet optique 

l'cm et de volume intérieur 2,8 ml. La sensibilité' est de 10-~. 

Les ellipticités molaires (O] sont exprimées en 
2 degré x cm x dmol-' ; elles sont calculées sur la base d'un poids 

moléculaire de 57 000 pour 1 'hémopexine. La concentration en protéine 

est évaluée à partir du spectre d'absorption pour un coefficient 

d'extinction millimolaire à 280 nm de 110 pour 1 'hémopexine, selon 

SEERY - et al. (1972) ( 113). La concentration en hémopexine employée 

est de 12,5rM. 

De même, la concentration en hème est déduite de son 

coefficient d'extinction mil limolaire dans le diméthyl sulfoxyde à 

404 nm de 170 d'après BROWN et LANTZKE (1969) (114 ) ,  On réalise 

d'abord une sol ution concentrée d'hème dans 1 e diméthyl su1 foxyde ; 

on prélève des aliquots de 5 ~1 que, 1 'on ajoute a la solution 

aqueuse d'hémopexine. On ne fait pas de correction de volume. En 

ajoutant 5 pl de cette solution mère, on réalise dans la cuve du 

di chrographe, une concentration en hème 1 i bre de 1,9 PM. 

Les spectres d'absorption et ceux de dichroïsme 

ont été réalisés sur une m8me solution maintenue dans une même cuve. 



I dichro'lque. La réoxydation par 1 'oxygGne de 1 ' a i r  e s t  effectuée I 

, 

I dans cette cuve pa r  aspiration e t  reflux repétés à 1 'aide d'une 

p'ipette Pasteur. 1 1 
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I La solution tampon employée est celle du tamisage 

moléculaire du protocole de préparation : Tampon Tri s/HCI 0,1 M. 

NaCl 0,2 M à pH 8,O. 

3 - RESULTATS 

Spectres d'absoretion (Figure 1 , page 81 ) 3.1 - - - m m "  - - - - - - - m m -  ---- 

Pour s'assurer d'une réduction puis d'une réoxydation 

La reduction a é té  fa i t e  par addition de dithionite en poudre : 5 mg 

sont ajoutés directement dans la  cuve du dichrographe. A ces 

concentrations, l e  dithlonite es t  tou t  à f a i t  soluble, e t ,  mis 

en solution dans l e  tampon seul,  i l  ne provoque pas de signal 

effective de l'hème hémopexine de départ (12,5pM), les spectres 

d'absorption on t  été enregistrés (Figure 1 ,  page 81) t 

ferrihème hémopexine au maximum de la bande de Soret. 

Dans la  forme réduite, l e  dithionite seul possède une 

forte absorption q u i  commence au-dessous de 400 nm ; i l  n 'al tere 

Les spectres au niveau de l a  bande de Soret pour 

1 'hème hémopexine humaine oxydée e t  réduite, n'ont, jusqu'à present, 

pas été publies dans la  l i t téra ture .  Ceci t ient  probablement il 

la diff iculté de préparation de cette glycoproteine. 

Nous pouvons donner la  valeur de 407 nm pour la  

- 

- - 
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Densité 
Optique 

'. 

400 450 nm 

Longueur d ' onde 

hème-hémopexine de départ.  

. . . . . . . . . hème-hémopexine rédui te .  

--- 

F I G U R E  1 

Spectres d'absorption de l'hème-hémopexine humaine 

La forme rédui te  se  ca rac t é r i s e  par une augmenta- 

t i on  de l a  longueur d'onde du maximum d'absorption ou bande de Soret.  

Le re tour  à l ' é t a t  oxydé s'accompagne d'une dimi- 

nution de l ' i n t e n s i t é  de l a  bande de Soret .  

I 

l 1 
l 

! 
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pas l e  signal au niveau maximum situé à 418 nm. Une diminution de 

1 ' intensité de la  bande de Soret es t  observée après reoxydation. 

Pour les trois  spectres, les pics sont symétriques, 

Examinons ce qui se passe lorsqu'on ajoute de 1 'hème 

l ibre : la Figure 2 page 83 , montre ce que 1 'on obtient quand 

1 'hème 1 ibre es t  ajouté à 1 'hème hémopexine dans un rapport molaire 

de 1/7. Le spectre obtenu montre une superposition du spectre d'hème 

e t  du spectre d'hème hémopexine. On remarque, en particulier,  la 

présence d'une absorption due à l'hème dans l e  domaine 350-400 nm, 

qui disparaft par  addition de dithionite ; l e  spectre de l a  solution 

après réduction redevient symétrique. De plus, comme dans l a  Figure 1 ,  

1 e maximum est  déplacé vers 1 es grandes ~ 1 ongueurs d'onde e t  

de 1 ' intensité de la  bande de Soret qui retourne à un niveau 

proche de ce1 u i  de 1 'heme hémopexi ne de depart (D.O.  environ 0,2) , 
ce q u i  semblerait montrer que seule la  quantité d'hème libre qui a 

éte ajoutée a été détruite lors de 1 a réoxydation, mais que l a  

quantité d'hème qui é t a i t  fixée dès l e  départ sur 1 'hémopexine se 

retrouve presqu ' intégralement , 

l'on observe une augmentation de l ' in tensi té  de ce pic : cela montre 

que 1 a réduction es t  nécessaire à 1 a capture de 1 'hème pa r  

1 ' hémopexi ne. 

Le retour à 1 ' é t a t  oxydé s'accompagne d'une diminution 

1 
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3.2 - Spgc_tyxs-~~cirorwggus (Figure 3, page 8 5  ) 

Rappelons que ce sont les mêmes solutions qui ont été 

utilisees pour tracer les spectres dichroPques e t  l e s  spectres 

d'absorption correspondants. 

La figure 3, page 85 qui es t  donc à rapprocher de la 

f-igure 1 page 81, montre les spectres dichroïques d'une solution 

d'hème hémopexine, après. réduction e t  après réoxydation. L '  ampli tude 

du signal dichroïque es t  légèrement inférieure 3 5.000, Cette 

valeur es t  proche de celle trouvée par K O D I C E K  e t  a l .  (1977) ( 115) 

qui. obtiennent des el 1 i pti ci tés du même ordre de grandeur. 

La solution d '  hème-hémopexine de départ est  caractérisée 

par une bande positive dont l e  maximum est  situé à 415 nm avec 

2 une e l l i p t i c i t é  de [@Iql5 = 3800 deg. cm d ~ - '  e t  une bande négative 

moins intense à 405 nm ce] 405 = - 1900 deg . cm2 d ~ - '  . La réduction 

s'accompagne d'une inversion du signal di chroïque dans la zone de 

Soret : une seule bande négative es t  observée vers 415 nm, avec 

[CI] 41 5 = - 2700 deg . cm2 d ~ - '  . 
Lors de la  réoxydation, 1 'a l lure générale du spectre 

es t  cel le  qui avait é té  obtenue pour l a  solution de départ, mais 

s i  l ' in tensi té  de la bande négative est  identique à celle de l a  

solution de départ, celle de l a  bande positive a diminué de façon 

2 tou t  a f a i t  significative : [8]415 = 1600 deg. cm dr(-'. 

Sur  1 a figure 4 page 87 , ont é té  tracés 1 es spectres 
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( d e g . c m 2 . d ~ '  ) 

- + 5  .. I 

.- 

' b *  

- - 5  6 415 
/ 

I I 
I 

400 4 50 A 
: Longueur d 'onde 

t 

hème-hémopexine de départ 
. . . . . . . . . . . hème-hémopexine rédui te  
- - - - hème-hémopexine réoxydée 

--..----- - - 
h 

. 
Solut ion de 
départ 

Solut ion 
" r édui te t '  

Solut ion 
" réoxydée " 

9 - 
A ., ! e-7ma~ (deg. cm2. dM-' ) 

. 
41 5 + 3 800 

405 - 1 900 

41 5 - 2 700 

41 5 + 1 620 

405 - 1 900 

I * Spectres  dichroiques de 1 ' hème-hémoperine humaine. 

La réduction s'accompagne d'une inversion du s ignal  d i -  

chroïque dans l a  zone de Soret.  

Lors de l a  réoxydation, l ' i n t e n s i t é  de ce s igna l  dccro î t .  
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1 

dichroTques obtenus à par t i r  des sol utions contenant de 1 'hème 

l ibre e t  correspondant aux spectres d'absorption de l a  Figure 2 ,  

page 83. I l s  représentent 1 ' e f fe t  de 1 'addition d'hème libre sur les 

signaux dichroiques, 1 'effet  de la  réduction e t  l ' e f f e t  de la  

réoxydati on. 

1 La solution hème hémopexine t hème l ibre  de départ 

1 né présente pas un spectre identique à celui obtenu (Figure 3 ,  

I page 85) pour une solution d'hème hémopexine, ce qui tendrait à 

prouver que, dès l a  mise en solution, une interaction existe entre 

1 'hème e t  1 'hémopexine. Le spectre de la  solution après réduction 

présente une bande négative assez intense, localisée à 435 nm, 

1 qui n'avait pas été observée sur l a  solution d'hème hémopexine 

1 in i t i a le  (Figure 3, page 85 ). Par contre, après réoxydation, 

1 'a l lure du spectre obtenu es t  la  même que celle de la  figure 3, 

1 page 85 caractérisant la  solution d'hème-hémopexine réoxydée après 

réduction, mais les signaux di chrolques sont plus intenses. 

3.3 - C ~ g p g r $ ~ s ~ ~ - ~ : s - s e ~ ~ C ç r g s S d ~ g h r g ~ g g g s  

Comme nous l'avons déjà mentionné précédemment, les  

spectres di chroYques correspondant à 1 'hème hémopexine e t  à 1 'hème 

hémopexine a qui de 1 'hème l ibre a été ajouté ne sont pas superpo- 

sables (Figures 3 e t  4,  pages 85 e t  87) .  Ceci montre, que 1 'hème, 

dès qu' i l  e s t  mis en présence d'hémopexine, interagit avec e l l e .  

Pour comprendre mieux cette interaction, i 1 es t  intéressant de 

comparer les spectres dichroyques de 1 'hème hémopexine soi t  seule, 





la réoxydation. Les effets  sur l e  spectre dichroTque de la réduc- 

tion sur 1"hémopexine de départ e t  sur 1 'hémopexine de départ 

additionnée d'hème sont analysés à part ir  de deux spectres des 

Figures 3 e t  4, pages 85 e t  87 , qui ont été retracés sur l a  Fiqure 5 

page 89 . Les deux courbes présentent une bande négative centrée 

respectivement à 415 e t  435 nm avec des e l l ip t i c i t és  de [0J415 = 

2 2 1 -. 2700 deg. cm d ~ - '  e t  de [0 ]435 = - 5200 deg. cm d~ . 
Lors de la .réoxydation, l e  signal à 415 nm, obtenu 

, 

à par t i r  d '  une solution d'hème hémopexine, disparaf t r a  totalement 

e t  l e  spectre obtenu sera tout à f a i t  comparable à celui du 

matériel de départ, la  légère diminution d'intensité de la bande 

pouvant probablement être attribuée à une légère destruction de 

1 'hème. Par contre, lors de la  réoxydation de la solution d'hème 

hémopexine a qui de 1 'hème 1 ibre a é té  ajouté, on ne retrouve pas 

l e  signal dichroTque de la  solution de départ, mais celui d'une 

solution d'hème hémopexine, Le f a i t  que l ' intensi té  soi t  légèrement 

pl us grande que ce1 le  de 1 'hème hémopexine seule pourrait f a i r e  

penser qu 'une petite quantité d'hème libre s ' e s t  l i ée  à l'hémopexine 

, (Voir figure 7, page 92 ) . f 1 est  donc intéressant de considérer 

quels sont les .effets de 1 'addition d'hème 1 ibre en deux étapes, 
l 1 ' une avant  réduction-réoxydation , 1 ' autre après réduction- 

réoxyda t i  on. 

Ces résultats sont présentés Figure 6 ,  page 91 . 
On constate que, lorsque 1 'hème est  ajouté après une 

réduction suivie de réoxydation, l e  spectre qui es t  alors obtenu 

es t  tout a f a i t  semblable a celui qui es t  obtenu a part ir  d'une 





solution hème hémopexine-hème 1 i bre après réduction, Il semblerait 

donc que la  réduction suivie de réoxydation n'al tare pas les 

propriétés de fixation de l'hème à l'hémopexine comme le prouve 

1 'existence de la bande à 435 nm. 

Ce signal caractérise donc 1 'addition d'hème l ibre.  11 

disparaît par  réduction-réoxydation. Les autres signaux ne sont pas 

modifiés. C'est ce que l'on constate sur l a  figure 7 où l'on a 

indiqué ce que 1 'on obtenait lorsqu'une addition d'hème l ibre é t a i t  

sui vie d'une réduction-oxydation. L'allure du  spectre es t  tout à 

f a i t  identique à celle d'une solution d'hème hémopexine ; 

seule 1 'el 1 i pti ci t é  négative centrée à 405 nm est  1 égèrement pl us 

importante. 

4 y .  DISCUSSION 

Les variations d ' e l l ip t i c i t é  s [O] que nous observons 

dans l e  spectre dichroCque de 1 'hème hémopexine humaine sont 

identiques à celles qu'ont observées KODICEK e t  al .  (1977) ( 116 ). 

Dans les travaux de ces auteurs, l a  constance du signal dichroique 

de 1 'hème hémopexine à pH 11,3 suppose une stabilisation de 1 'hème 

'hémpexine par 1 ' hem@. L'observation que nous faisons des travaux 

de ces auteurs es t  à rapprocher d ' u n  protocole de préparation 

de 1 'hème-hémopexine humaine, publiée par  ce même groupe (HRKAt  e t  al .) 

(1972) ( 117 ). L'addition d'hème é t a i t  effectuée au cours du ' 

protocole de fractionnement du sérum humain. La dernière étape de 

puri f i  cati on é t a i t  consti tuée pa r  une chromatographi,e d'échange 
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d'ion pa r  Plution sur DE 11 cellulose, L'hème hémopexine se 

séparait alors relativement bien de la  transferrine. 

Si 1 'on poursuit 1 'examen des spectres présentés dans 

cette étude, e t  en dépit de la  simplicité du nadele exp6rimental, 

1 on ne peut exclure "a priori" l'hypothèse d'une coexistence de 

I plusieurs phénomènes, c'est-à-dire : 

- la  production de bilirubine, après addition d'hème sans réduction. 
f On sera amené à dire, un peu plus loin, que la  bilirubine ne s ' e s t  

1 pas formée dans nos conditions d'étude. 

la coupure oxydative de 1 'heme il. l a  suite de laréduction-réoxy- 

dation qui peut conduire a la  bi 1 irubine (voir Chapitre IV). 

- le  passage de l'hème d ' u n  s i t e  de liaison externe de faible af f in i té  

I sur l a  molécule à un s i t e  de liaison interne de forte af f in i té ,  

comme nous 1 'avons suggéré dans l e  chapitre I I ,  en conclusion de notre 

ar t ic le  (PLANCKE - e t  al .  ) (1977) ( 118 ) . 

4.1 - tlypothèse ____-___C__________------------------ concernant la  nature du chromophore __-__ 

responsable de 1 'el 1 ipt i  ci t é  négative à 435 nm --- ----------------- ----,----- -------------- 
Nous avons vu que s i  1 'on ajoute de 1 'hem libre à une 

solution d1hi2m hémopexine, la  réduction au di thioni t e  s 'accompagne 

de 1 'apparition d'une bande dichroïque négative centrée vers 435 nm. 

Nous allons essayer de d.éterminer l 'origine de cette bande. 

Rappelons que 1 'étude que nous venons de décrire nous 

a permis de mettre en évidence les  bandes dichroïques suivantes, 



1 toutes t r o i s  d ' e l l i p t i c i t é  négative : 
7 

- une à 405 nm, caractér is t ique de l a  ferri-hèmehémopexine ; 

- une à 415 nm, ca rac té r i s t ique  de l a  ferro-hèmehémopexine ; 

- une à 435 nm, dont nous a l lons d iscuter  l ' o r i g i n e .  

Enfin, une quatrième bande, pos i t i ve  ce t t e  f o i s ,  centrée à 415 nm 

environ, es t  aussi caractér is t ique de l a  ferri-hèmehémopexine. 

11 n ' e s t  pas impossible de penser que l a  bande à 435 nm 

pou r ra i t  ê t r e  due à de l a  t h l i r u b i n e  : malheureusement, s i  l es  

spectres d '  absorption permettent de d i  st inguer 1 ' é t a t  d'oxydation 

du f e r  (ferri-hèmehémopexi ne ou ferro-hèmehémopexine) , i 1 s ne 

permettent pas de mettre en évidence l e  complexe bil irubine-hémopexine : 

en ef fet ,  1 a b i  1 i rub i  ne, qu i  coexi s t e ra i  t a l  ors avec 1 ' hème, échapperait 

à 1 'observation dans l es  spectres d'absorption, du f a i t  de son f a i b l e  

coef f ic ient  d ' ex t i nc t i on  : il est  en e f f e t  2,5 f o i s  p lus f a i b l e  que 

ce lu i  de 1 'hème. De plus, l e s  maxima d'absorption ont  des longueurs 

d'onde voisines. En e f f e t ,  MORGAN e t  a l .  (1978) ( 119) on t  déterminé - 
que l e  maximum d'absorpt ion du complexe b i l  irubine-hémopexine e s t  

s i t u é  à 420 nm environ, a lo rs  que l e  maximum d'absorption est  à 418 nm 

pour 1 'hème hemopexi ne rlsdui t e  e t  3 407 nm pour 1 a f e r r i  -hèmehémopexine. 

11 semble donc d i f f i c i l e  d'admettre qu'un chromophore dont 

l e  maximum d'absorpt ion es t  s i t u é  à 420 nm environ donne une bande 

dichroyque loca l i sée  à 435 nm. En e f f e t ,  bandes d'absorption e t  bandes 

dichro'fques sont, dans l e  cas présent, centrées pratiquement aux mêmes 

longueurs d'onde (418 e t  41 5 nm pour 1 'heme hémopexi ne rédui te,  

407 e t  405 nm pour 1 a f e r r i  -hèmehémopexi ne). . 

De plus, il e s t  t o u t  à f a i t  logique de penser que l e s  

in te rac t ions  éventuel l e s  b i l  irubine-hémopexine seraient  de 1 a même 



hémopexine : dans les deux cas i l  

s 'agi t  d'interactions entre les résidus aromatiques de la  protéine 

e t  des noyaux pyrroles à double 1 iai  sons conjuguées. La bande 

di chro'ique d '  une interaction b i  1 i rubi ne-hémopexine devrait donc, s i  

e l l e  existe, se trouver près de 420 nm. Ce qui n'est pas l e  cas i c i .  

Malgré ces arguments, il faut noter que dans la  l i t téra ture ,  ces 

observations n'ont jamais été fa i tes  e t  nous tenons donc pour 

hautement improbable l e  f a i t  que 1 'addition d '  hème provoque d'emblée 

1 a formation de bi 1 i rubine sans réduction préal ab1 e. 

4.2 - Coueure-oxydatl~e- 

D'après nos résultats,  i l  semble bien que la  réduction 

so i t  une condition nécessaire à l a  fixation de 1 'hème par 1 'hémopexine : 

en effe t ,  1 'épaulement correspbndant à 1 'hème l ibre sur l e  spectre 

d'absorption (Figure 2 ,  page 83 ) disparaTt lors de la réoxydation. 

C'est 1 'attaque par 1 'oxygène de l a  forme réduite qui provoque ce 

que nous avons appel6 l e  clivage oxydatif de l'hème au cours de la  

réoxydation, dans l e  chapitre 1. Cette attaque se f a i t  facilement 

e t  e l l e  intervient déjà dans l a  cuve du dichrographe elle-même, 

uniquement grâce à l'oxygène dissous. De plus, nos résultats font 

apparaltre la nécessi t é  de contrôler la  teneur globale en hème de 

1 a préparation d'hème hémopexine, puisque d'une p a r t ,  1 'étape de 

réduction provoque une nei 1 leure f i  xation de 1 'hème, e t  que d ' autre 

part , l a  ferro-hhnehéinopexine devient susceptible de subir l e  

clivage oxydatif. Or, ce contrdle global de la  teneur en hème ne 

semble pas avoir été effectué dans les expériences de HRKAL - e t  a l .  



I f e r r i  -hémogl obi  ne vers 1 ' hémopexi ne. Ce que 1 es auteurs ont  a l  ors 

a t t r i bué  à 1 a haute a f f i n i t é  apparente de 1 ' hémopexine pour 1 'hème 

pou r ra i t  t r è s  bien n ' ê t r e  que l e  r é s u l t a t  d'une dégradation de 

I 1 'héme par 1 ' hémopexine e l  le-même. Ce1 a pou r ra i t  expl iquer l e  f a i t  

que BERNARD e t  LOMBARD (1978) ( 121) n 'ont  pu reproduire l es  

expériences de HRKAL e t  a l .  (1974) (122 ) qu'en présence d'un agent ___. 

! réducteur : l e  mercaptoéthanol , puisque l e  c l ivage oxyda t i f  peut 

i n t e r ven i r  méme s i  une f a i b l e  f r a c t i o n  de 1 'hémopexine passe sous 
. 

~ 1 a forme ferro-hèmehémopexine. De plus, l a  durée globale de ces 

expériences es t  de 96 heures, ce qui es t  re lat ivement long puisque, 

comme nous 1 'avons rapporté au Chapitre III, MORGAN e t  MULLER- 

EBERHARD (1972) ( 123) ont  observé que déjà au bout de 48 heures, 

1 ' i n t e n s i t é  de 1 a bande de Soret diminue, s i  1 'on conserve 1 ' hémo- 

pexine de l a p i n  en présence d'hème, de mésohème ou de deutérohème 

e t  de d i t h i o n i t e  à 0,006 p. 100 à 4°C. 

Dans not re  étude, comme dans ce1 1 e de MORGAN e t  a l .  - 
(1976a) (124 ),  l es  spectres montrent que s i  l a  réduction favor i se  

l a  f i xa t i on ,  1 a reoxydation s 'accompagne d'une diminution de 

1 ' i n t e n s i t é  de l a  bande de Soret. C'est  à c e t t e  diminution de 

l a  bande de Soret, donc de l a  concentrat ion en hème, que peut ê t r e  

a t t r i b u e  l e  f a i t  que l e  p i c  à 415 nm obtenu sur  1 'hémopexine de 

depart diminue l o r s  de l a  coupure oxydative (Figure 3, page 85) 

Par contre, il est  p lus d i f f i c i l e  d ' i n t e r p r é t e r  l e  f a i t  que son 

signe s o i t  inversé. 
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4.3 - Liaison de 1 'hème réduit ou ferro-hème --------*----------------------------- 

Nous avons remarqué précédemment que l a  bande di chroïque 

correspondant à 1 'hémopexine oxydée, bande néuative centrée à 

405 nm environ , n'est pas altérée par 1 a réduction-réoxydation 

I (Figures 3 e t  4, pages 85 e t  87 ). De plus, el l e  augmente légèrement I 
lors de la réoxydation s i  de l'hème l ibre a été ajouté au milieu (Fi- 

gures 4 e t  7, pages 87 e t  92 ). D'autre p a r t ,  la bande dichroîque 

positive de 1 'hémopexine de départ, centrée sur 415 nm environ I 
(Figure 3, page 85 ) disparatt lors de la réduction alors qu'apparaît 

une bande centrée aussi à 415 nm, de même intensité que la 

précédente, mais de signe opposé. 

Peut-ett-e n'est-il  pas inutile de rappeler ici les  

différences d '  informations que donnent les spectres d' absorption I 
e t  l e s  spectres dichroïques : alors que les premiers renseignent I 
uniquement sur la  quantité de chromophore présent, les  seconds ne I 
peuvent être obtenus que si  ces mêmes chromophores, q u i  dans l e  cas I 
présent sont symétriques, sont perturbés de façon dissymétrique. 

Autrement d i t ,  s i  1 'on observe ici des spectres d'absorption 

d '  intensité vari ab1 e ,  mais des signaux di chroïques d'ampli tude 

constante, c 'est que, dans l a  limite des concentrations en hème 

ut i l i sées ,  seule une fraction de la quantité d'hème es t  optiquement 

active, donc 1 iée à l a  protéine, e t  cet te  fraction reste constante, 

même quand la  concentration varie. En parti tu1 i e r ,  i l  n'est pas 

possible de distinguer à par t i r  d'une mesure de densité optique, 

la  contribution de l'hème l ibre  de celle de l'hème l i é  à la 



protéine ; par exemple, 1 'épaulement db au ferri-hème libre e s t  

visible sur l a  ferri-hèmehémopexine additionnée d'hème 1 ibre 

(Figure 2 ,  page 83 ) e t  la  bande d'absorption que 1 'on observe lors 

de l 'addition d'hème l ibre ,  e s t  dûe à la  superposition de deux ~ 
spectres : celui du ferri-hème libre e t  celui de la ferri-hème- 

hémopexi ne. 

Dans l e  Chapitre 11, en conclusion de notre a r t i c le ,  ~ 
nous avions dejà exposé i a  nécessité de trouver les conditions 

optimales d'incubation de l'hémopexine e t  de l'hème. Notre expé- l 
rimentation présente fournit un élément de réponse par la réduction 

de 1 a préparation d '  hémopexi ne : 1 ' hémopexi ne f ixerai t  1 'hème rédui t 

ou ferro-hème. I 
Dans des expériences récentes, MORGAN e t  a l ,  (1 976 a) - 

(125 ) montrent que l'hémopexine ne peut d'emblée capter l'hème de I 
la sérumal bumine, al ors que DRABKIN (1 971) ( 126 ) , sur l e  sérum 

natif ,  avait montré que 1 ' hémopexine (appelée alors "glycoglobul in 

hemochromogen") conduisait a une absence d'hème au niveau de l a  

sérumal bumine s i  1 'hgme réduit é t a i t  injecté. En ajoutant à 

1 ' hémopexine dans l e  serum une quanti té équimoléculaire d'hème rédui t ,  

cet auteur caractérisait  uniquement 1 a ferro-hemehémopexine, 1 'hème 

n'étant pas l i é  par  l a  sérumalbumine. 

Les études sur 1 ' hémopexine e t  sur 1 'al bumine isolées 

- nemontrentpas " inv i t ro"  l a d i s p a r i t i o n d e l ' h è m e a u n i v e a u d e  

1 ' albumine alors que DRABKIN (1 971 ) ( 127) sur l e  sérum total ou 

après injection intraveineuse d'hème avait montré 1 a disparition de 



1 'hème au niveau de 1 a sérumal bumi ne. 

En dichroïsme circulaire, MORGAN y e t  a l .  (1 978) ( 128 ) 

ont étudié 1 'hème-al bumine. L'addition de bilirubine donne l e  spectre 

de la  bil irubine-al bumine. Cependant, 1 'addition d'hémopexine à 

l'hème albumine ne donne pas l e  spectre de l'hême hémopexine. Ce 

n 'est  qu'après 20 heures seulement, que l e  spectre montre un pic 

à 418 nm, a t t r i  buable à 1 'hème hémopexine. 

"In vitro", les  conditions de capture de 1 'hème sur 

1 ' al bumine par 1 ' hémopexi ne ne sont pas réal isées . Par dichroïsme 

circulaire, ces auteurs montrent que 1 'hémopexine fixe 1 a bi 1 i rubine 

de façon Bquimoléculaire au même s i t e  de fixation que 1 'hème. 

R tr S 
Dans une autre étude sur l e  transfert de 1 'hème de O 

1 ' al bumine vers 1 'hémopexi ne dans 1 e sérum, 1 a même équipe (MORGAN 

e t  - al .  ) (1 976 a)( 129 ) a montré que 1 'hème 1 i é  à un s i t e  de haute 

aff ini té  de 1 ' al bumine pour 1 'hème n ' es t  transferé ,qu'après plusieurs 

heures, tandis que l'hème l i é  à des s i t es  secondaires é t a i t  plus 

rapidement transféré. De plus, ces auteurs montrent que le  

d i  thioni t e  provoque une formation rapide du complexe ferre-hème- 

hémopexine dans l e  sérum. En présence de dithionite, l e  t ransfert  

de 1 'hème de 1 'albumine vers 1 'hémopexine, suivi au niveau des 

bandes de Soret, se f a i t  de l a  même manière, que ce soi t  sur l e  

sérum total ou sur une préparation d '  al bumine e t  d '  hémopexi ne. 

Neanmoins DRABKIN (1971 ) ( 130), après injection intraveineuse d'hème 

chez l e  chien, conclut que l 'hhopexine ne peut rendre compte à e l le  

' hème. 
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La nécessité d'une étape de réduction pour la  fixation 

de l'hème sur l'hémopexine avec une ef f icac i té  comparable à ce l l e  

des conditions physiologiques normales, pose 1 e problème de 1 a 

formation du complexe ferro-hèmehémopexine "in vivota. 

Aucune expérimentation convaincante n ' e s t  actuel lement 

disponible pour 1 e résoudre, 

On peut cependant noter que pour HRKAL e t  a l .  (1 974) ( 131 ) - 
1 'hémopexine peut enlever 1 'hème à 1 'hémoglobine. Cet auteur a 

démontré que 1 'hème dans 1 ' hémopexi ne e s t  pl us .faci lement oxydable 

que dans 1 'hémoglobine, 1 ' hérnopexine pourrait capter 1 ' hème de 

1 'hémoglobine avant son oxydation (HRKAL, e t  al .) (1 977) (132 ) . La 

1 i aison de 14hème réduit e s t  en e f f e t  plus aisée que l a  l ia ison de 

1 'hème oxydé, 

1 

de 1 ' hémopexi ne avec 1 ' hème 
c-------- ----------------- 

Nous avons vu que dans certaines conditions , 1 'addi tion 

d'hem@ l ib re  provoque un signal d ' e l l i p t i c i t é  negative centree vers 

435 nm (Figure 4, page 87 ), Ce signal n 'es t  pas modifié par l a  

' réduction (Figure 5, page 89 ) . De plus, un cycle de réduction-réoxyda- 

t ion ne supprime pas 1 'aptitude de 1 'hémopexine à donner ce signal 

après une deuxième addition d'hème (Figure 6, page 91 ). Par contre, 

i l  disparat t  , l o r s  de l a  réoxydation (Figure 7 ,  page 92). Cette 

bande négative, centrée vers 435 nm, n 'es t  pas observée sur 1 'hème- 

hémopexine de départ. Ceci e s t  vraisemblablement dQ au f a i t  que l a  
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préparation que nous u t i l i sons  a déja subi un  cycl'e de réduction- 

réoxydation au cours du protocole de puri f i  cation. Para1 1 èlement 

a l a  disparit ion de l a  bande négative centrée vers 435 nm, l a  
l 

reoxydation s 'accompagne d'une augmentation de 1 a bande négative 1 
centrée vers 405 nm (Figure 7, page 92) .  On peut alors admettre que 

1 a réduction-réoxydation provoque un changement i r réversible  dans I 
ldenvi ronnement peptidique du chromophore. Ce changement e s t  

visualisé par l e  passage' d'une e l  1 i p t i c i t é  négative centrée sur  

405 nm lors  de l a  réoxydation. Dans ce dernier environnement, 1 'hème 

s e r a i t  fortement sol vaté par l a  protéine. Ceci rendrait compte de 

l a  for te  a f f i n i t é  pour 1 'hème de 1 'hémopexine, qui e s t  l a  propriété 

caractéristique de 1 ' hémopexine, sou1 i gnée depuis plusieurs années 

par di f férents  auteurs. 

L t e l l i p t i c i t é  négative centrée sur  405 nm e s t  présente 

dans 1 'hémopexine de départ (Figure 3, page 85 ) . El l e  disparaî t  

transitoirement lors de l a  réduction (Figure 5), mais augmente s i  

de 1 'hème l ib re  e s t  ajouté e t  qu'ensuite on réa l i se  un cycle de 

réduction-réoxydation (Figures 4 e t  7 ,  pages 87 e t  92 ) . 
L 'e l l ip t i c i  t é  négative centré,e sur  435 nm, qui 

intervient  apres l a  seule addition d'héme e t  qui disparaf t  l o r s  de 

l a  réoxydation, pourrait s 'expliquer par 1 'existence d'un deuxième 

par MORGAN e t  a l .  

type d' interaction de 1 ' hémopexine avec 1 'hème. La 1 i a i  son entre  

1 'hème e t  1 'hémopexine se  f e r a i t  alors avec une a f f in i t é  beaucoup 

moins grande que ce l le  qui exis te  entre  1 'hème e t  1 'hémopexine de 

depart. Une t e l  l e  hypothèse permettrait d '  expl iquer un f a i t  expéri - 
- 
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pour 1 ' hémopexi ne de capter 1 ' hème de 1 ' al bumi ne. 

On peut penser qu'en e f fe t ,  dans le  s i t e  de faible 

I affini té ,  1 'hémopexine ne peut capter 1 'hème de 1 'albumine. En 

I revanche, une réduction permet de retrouver une al bumine sans hème, 

puisque, comme nous venons de la  voir l a  réduction es t  nécessaire 

a l a  liaison par 1 'hémopexine de 1 'hème, au niveau de son s i t e  à 

haute aff ini té .  

Ainsi, l a  destruction de l'hème par le  dithionite 

serai t une observation expérimentale, i nséparabl e de 1 a réduction. 

Seul 1 'hème réduit aurait accès au s i t e  de plus forte af f in i té  de 

la molécule. 

Puisque selon les t ravaux  de HAYEM-LEVY e t  HAVEZ (1973) 

( 134) on s a i t  que deux histidines sont impliqués dans la liaison de 

l'hème par l'hémopexine, on peut penser que la  réduction s e r a i t  

nécessaire pour assurer 1 a 1 iai  son donneur-accepteur des doublets 

de 1 'azote imidazolique de 1 'histidine e t  du fer  héminique. I f  y 

aurait perte d'un électron sur une orbitale externe du fer e t  la  

libération d'une case quantique pour l e  doublet de 1 'azote, ce qui 

permettrait au fe r  d'acquérir une structure de gaz rare en complétant 

sa couche électronique externe.' 

Autrement d i t ,  l a  réduction entrafne 1 'hème à son s i t e  

de haute aff in i té  pour l'hémopexine e t  i l  es t  tout à f a i t  normal 

de penser que 1 'environnement peptidique n 'est  pas l e  meme pour les 

deux s i t es  d1affini t8 différente. 

L'origine de la bande négative centrée vers 435 nm serai t  

donc due à l'addition d'hème l ibre à 1 'hémopexine sur un s i t e  de 
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faible aff ini té .  Comme e l l e  n'est pas sensible à l a  réduction, 

on peut supposer qu'elle e s t  dOe uniquement a une perturbation dans 

l a  symgtrie de l ' h W ,  apportée par son interaction.avec certains 

résidus aromatiques de la  protéine. Ce s i t e  de faible af f in i té  

semble ê t re  constitué au moins partiellement par des résidus aroma- 

I tiques de 1 ' hémopexi ne. 

La réduction suivie de la réoxydation provoque une 

augmentation du signal d'el 1 ipt ici  t é  négative centrée sur 405 nm. 

Ceci semble traduire un passage de l'hème du s i t e  externe vers l e  

s i t e  interne. 

Par des arguments immunologiques exposés dans l e  

chapitre I I ,  en discussion de notre ar t ic le  (PLANCKE e t  a l . )  (1977) - 
( 135 ) , nous avions été amené à envisager de 1 a même manière, 

1 'existence de ces deux types d '  interaction de 1 ' hémopexine avec 

1 ' hème. 

CONCLUS 1 ON 

Après avoir exposé dans l e  Chapitre IV, les  ef fe ts  

de 1 a réduction chimique de 1 'hème hémopexi ne dans 1 e sérum hémolysé, 

nous avons expose, dans ce Chapitre V ,  les effets  de cette réduction 

chimique sur 1 'heme hëmopexine purifiée obtenue par le  protocole 

dgcrit dans l e  Chapitre I I I .  

Par addition d'heme l ibre ,  nous avons caractérisé sur 

1 es spectres di chrolques de 1 'hème hémopexi ne humai ne une nouvel l e  

bande di chroïque, centrée à 435 nm environ. 

La réduction-réoxydation es t  inséparable d 'un  clivage 

oxydatif de 1 'hème, mais e l l e  es t  nécessaire pour retrouver 1 a forme 

du spectre d i  chroïque de 1 'h@me hémopexine de départ, obtenu avant. 
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1 'addition d'hème l ibre,  

En rejoignant les concl usions rapportées dans l e  

Chapitre I I ,  1 'observation des spectres suggère que 1 'hémopexine 

fixe 1 'hème réduit ou ferrohème à un s i t e  de 1 i ai son externe dans 

l a  molécule oil seuls des résidus aromatiques de l a  protéine sont 

concernés, e t  que la  réoxydation entrafne 1 'hème vers un  s i  t e  de 

haute aff in i té  à 1 ' intérieur de l a  molécule où des résidus 

d'histidine i-nterviendra-ient aussi pour réal iser  1 a forte 1 i ai son 

de 1 'hème qui caractérise 1 ' hémopexi ne. 





Dans l e  Chapitre III, nous avons soumis l e  sérum 

humain à une étape unique de chromatographie de déplacement e t  

d'échange de l igand. La chromatographie de déplacement é l imine l a  

I sérumalbumine e t  une p a r t i e  des immunoglobulines. L'échange de 

l i gand  procure une f r a c t i o n  enr i ch ie  en hème hémopexine, Une 

- préparation o r i g i na le  e t  non dénaturante de 1 'hème hémopexine es t  

I pi-oposée. 

Le comporte.ment thromatographi que de 1 ' hémopexine 

1 correspond bien a sa mob i l i t é  é lectrophorét ique en ce qui  concerne 

l e  changement de son po in t  i soé lec t r ique  l o r s  de sa l i a i s o n  à 

1 ' hème. 

Dans l e  Chapitre I V ,  un c l ivage oxyda t i f  de 1 'hème es t  

provoqué au cours de 1 a chromatographie de déplacement, réa l i sée  sur 

un sérum hémolysé. Il est  accompagné d'un re tour  de 1 'hémopexine à 

1 a conf igurat ion apo-hémopexine. La b i  1 i r u b i  ne est  produ i te  pu is  

captée par l a  sérumalbumine. 

Dans ce modèle expérimental , 1 ' hémopexi ne catalyse 

l a  degradation de 1 'hem. E l l e  l i e  l e  p rodu i t  de l a  réact ion de 

dégradation de l'hème, l a  b i l i r u b i n e ,  en excluant l a  l i a i s o n  d'une 

nouvel l e  molécule d'hème. Lorsque 1 ' a l  bumine es t  présente, e l  1 e 
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Les études spectroscopiques rapportées dans l e  

Chapitre V confirment les données de la  1 i t térature.  Des chromophores 

correspondant à 1 ' hème hémopexine réduite (ferrohème- hémopexi ne) 

sont identifiés. Un troisième chromophore résultant de 1 'addition 

de 1 'hème es t  identifié. Ces études suggèrent, el les aussi, deux 

s i  tes  d '  interaction de 1 ' hémopexi ne avec 1 'hème, comme 1 es études 



AISEN, P., LEIBMAN, A. e t  HARRIS, D.C. (1974) 

Human hemopexi n, preparat ion and magneti c p roper t i  es 

J ,  Bi01 . Chem., - 249, 6824-6827. (38) (67) (78) (80) 

ALLISON, A.C. e t  REES, W;A.P, (1957) 

The b ind ing of haemoglobin by plasma proteins (haptoglobins) 

B r i t .  Med. J., - 2, 1137-1143 (61 

ANAN, F.K. e t  MASON, H.S. (1961) 

An 180 study of the hemoglobin degradation t o  b i l i v e r d i n  i n  t he  

mode1 react ion 

J. Biochern. (Tokyo) - 49, 765-767. (56) 

BERNARD, N., LOMBARD, C. e t  JAYLE, M.F. (1976) 

Nouvel 1 e méthode de prépt i rat i  on de 1 ' hémopexine de r a t  

Biochimie, - 58, 1429-1431 (77) 

BERNARD, N. e t  LOMBARD, C. (1 978) 

Modi f ica t ions des propr ié tés  de 1 ' hémopexine après f i x a t i o n  de 

1 ' hème 

Communication orale. Forum des Jeunes de l a  Société de Chimie 

Biologique - Vi l leneuve d'Ascq (121) 

BISERTE, G . ,  HAVEZ, R., HAYEM-LEVY, A. e t  LATURAZE, J . (1 9604) 

I s o l a t i o n  o f  seromucin fi1 ( B ~ ~ - g l o b u l i n ) .  A b i l i t y  t o  b ind t o  

chromoprotein 

C.R. Acad. Sci., - 250, 418-420. 135) (75) 

BISERTE, G., HAVEZ, R., LATURAZE, J. e t  HAYEM-LEVY, A. j19608j 

Séparation chromatographique sbb DEAE-ce11 ulose de quelques 

séromucoïdes (orosornucoïde, al -g lycoprotéi  ne 3,5 S, haptogl o b i  ne, 

e t  s6rornuco?lde fi,) 

C.R. Soc. Biot. ,  - 11, 2067-2071 f8 )  



BRAUN, H.J. (1971) 

Eigenschaften, funk t ion  und serumkonzentration des menschl ichen . 

hampexi ns 

K l i n .  Wochenschr., 49, 445-451 (21) (2 Y) 
-C 

BROWN, S.B.. e t  LANTZKE, I .R.  (1969) 

Solut ion s t ruc tu re  o f  ferr ihaem i n  some d i p o l a r  ap ro t i c  solvents,  

Biochem. J. , 115, 279-285 (114) - 
BROWN, S. B. e t  THOMAS, S.E. (1 978) 

The mechanism o f  haem degradation " i n  v i t r o " .  K ine t i c  evidence 
f o r  the formation of a haem-oxygen complex 

Biochem. J., 178, 327-330. (64) - 
CONWAY, T.P., MORGAN, W.T., LIEM, H.H. e t  MULLER-EBERHARD, U. (1975) 

Catabol i sm o f  photooxidized and desi a l y l  ated hemopexin i n  the rabb i  t 

J. Bi01 . Chem. , 250, 3067-3073 (1 8) - 
l DAVIES, M.D., SMITH, A., MULLER-EBERHARD, U. e t  MORGAN, W.T. (1979) 

Hepatic subce l lu la r  metabolism o f  heme from heme-hemopexin : incorpo- 

r a t i o n  o f  i r o n  i n t o  f e r r i t i n  
l 

Biochem. Biophys. Res. Corn., 91, 1509-1511. (100) - 
DRABKIN, D.L. (1971) I 
kme bind ing and t ranspor t  - A spectrophotometric study o f  plasma 

glycogl  obu l i n  hemochronrogens 

Proc. Nat. Acad. Sc. , - 68, 609-613(48)(50\(103) (104) (126) (1 27) (130) 

FAIRLEY, N. H. (1 938) 

Methaemal bumin (Pseudo-methaemogl ob i  n) 

Nature, 142, 1156-1157 (1) 
iiC- 

FISCHER, H. e t  ORTW, H. (1937, 1940) 

Die Chemie des Pyr ro ls ,  vol.  II, par t .  1 e t  2 - Akademische 

Verlagsgesell schaf t ,  Le ipz ig  (1937, 1940) (55) 



FOUCRIER, J., KRAEMER, M., VASSY, J. e t  CHALUMEAU, M.T. (1979) 

Demonstration o f  t h e  simultaneous presence o f  t r a n s f e r r i n ,  

hemopexin and albumin i n  t he  same a d u l t  r a t  hepatocyte 

Ce1 1 D i f f e r e n c i a t i o n ,  - 8, 39-48 (16) 

GRAY, C. H., MUIR, 1 .M. H. e t  NEUBERGER, A. (1950) 

Studies i n  congen i ta l  porphyr ia.  3. The i n c o r p o r a t i o n  o f  1 5 ~  i n t o  

t h e  haem and g l y c i n e  o f  haemoglobin 

Biochem. J ,  , 47, 542-548 (58) - 
GRAY, C. H., NICHOLSON, D.C. and TIPTON, G. (1972) 

Degradation o f  haem cornpountj t o  b i l e  pigments 

Nature, 239, 5-8 (105) - 
HAVEZ, R., HAYEM-LEVY, A . ,  BONTE, M. e t  BISERTE, G .  (1967) 

Etude du séromucoide P l  (hémopexine) i s o l é  du sérum humain 

C. R. Acad. Sci., - 265, 520-523 (25) 

HAYEM-LEVY, A. e t  HAVEZ, R. (1973) 

Isolement e t  étude de 1 'hémopexine humaine 

C l  i n .  Chim. Acta, 47, 113-122 (28) (30) (36) (39) (47) (65) (66) (70) (73) 

(79) (108) (1 34) 

HEIDE, K., HAUPT, H., STORIKO, K. e t  SCHULTZE, H.E. (1964) 

On t h e  heme-binding capaci ty of hemopexin 

C l  i n .  Chim. Acta, - 10, 460-469 (33) 

HEILMEYER, L, (1 933) 

Medi z i n i  sche Spektrophotometr ie 

F. F ischer ,  Jena, Germany (2) 

HEIMBURGER, N., HEIDE, K., HAUPT, H. e t  SCHULTZE, H.E. (1964) 

B u i l d i n g  Stones o f  hurnan serum p r o t e i n s  

C l i n .  Chim. Acta, 10, 293-307 (26) - 
HERSHKO, C. (1975) 

Annotat ion. The f a t e  o f  c i  r c u l  a t i n g  haemoglobin 

B r i t .  J. Haemat., '29, 199-204 (14) 
-C 

HRKAL, Z. e t  MULLER-EBERHARD, U. (1971) 

P a r t i a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  of t h e  heme-binding serum g l ycop ro te ins  

rabb i  t and human hernopexin 

Biochemi s t r y ,  - 10, 1746-1 750 (27) (31 ) 



HRKAL, Z., SUTTNAR, 3 .  e t  VODRAZKA, Z. (1977) 

Redox potent i  a l  of human serum haemopexi n 

Stud. Biophys.; - 63, 55-58 (81) (88) (101) (132) 

HRKAL, Z., VODRAZKA, Z. e t  REJNKOVA, J. (1972) 

Pur i  fi cat ion o f  human serum hemopexin by chromatography on 

DEAE-ce11 u l  ose 

J. Chromatogr., - 72, 198-201 (68) (1  17) 

HRKAL, Z., VODRAZKA, Z. e t  KALOUSEK, 1. (1974) 

Transfer  of heme from f i r r i h e m ~ ~ l o b i n  and ferr ihemoglobin i so l a ted  

chains t o  hemopexin 

Eur. J. Biochem. , - 43, 73-78 (34) (72) (76) (87) (96) (102) (1  20) 

(122) (131) 

~ HSU, M.C. e t  WOODY, R.W. (1971) 

The o r i g i n  of the heme Cotton e f f ec t s  i n  myoglobin and hemglob in  

J. Amer. Chem. Soc., '93, - 3515-3525 (41) (42) (107) 

JACOBSEN, J. (1969) 

Binding of b i l i r u b i n  t o  human serum albumin-determination o f  the 

d issoc ia t ion  constants 

FEBS Let ters ,  - 5, 112-114 ( 5 )  

KODICEK, M., HRICAL, Z. e t  VODRAZKA, Z, (1977) 

On the molecular conformation of human haemopexin. II. Analysis 

o f  c i  r c u l  a r  d i  chroi  c spectra 

Biochim. Biophys. Acta, - 495, 268-278 (40) (43) (109) (115) (1 16) 

KOSAKI, T., IKEDA, T a ,  KOTANI, Y. (1957) 

The a f f i n i t i e s  o f  c e l l s  and t h e i r  formative elements f o r  porphyr in 

bodies X I I .  The a f f i n i t y  o f  c e l l s  and t h e i r  format ive elements f o r  

coproporphyrin 1 and III 

Mie Med. J., - 7, 305-312 (9) 





-113- 

MORGAN, W.T., LIEM, H. H., SUTOR, R.P. e t  MULLER-EBERHARD, U. (1976a) 
Transfer o f  h e m  from heme-albumin t o  hemopexin 

Biochim. Biophys. Acta, - 444, 435-445 (124) (125) (129) (133) 

1 MORGAN, W.T., SUTOR, R.P. e t  MULLER-EBERHARD, U. (1976b) 

1 The aromatic and heme chromophores o f  rabb i  t hemopexin. D i  f f e rence  

1 absorpt ion and f luorescence spectra 
Biochim. Biophys. Acta, - 434, 311-323. (71) (74) (106) 

1 M~RGAN, W.T. (1978) 
l 

Human serum h i s t i d i n e - r i  ch g lycopro te in .  '1. I n t e r a c t i o n  w i  t h  hem,  

metal ions and organic l igands 

Biochim. Biophys. Acta, - 533, 319-333 (12) 

MORGAN, W.T. , MULLER-EBERHARD, U. e t  LAMOLA, A.A. (1  978) 

I n t e r a c t i o n  o f  rabb i  t hemopexi n w i  t h  b i  1 i r u b i  n 

Biochim. Biophys. Acta, - 532, 57-64 (97) (119) (128) 

MULLER-EBERHARD, U., BOSMAN, C. e t  LIEM, H.H. (1970) 

1 Tissue l o c a l  i z a t i o n  of t h e  heme-hemopexin complex i n  the  r a b b i  t 

and t h e  r a t  as s tud ied by l i g h t  microscopy w i t h  the  use o f  r a d i o i s o -  

topes 

3 .  Lab. Cl in.  Med., - 76, 426-431 (17) 

MULLER-EBERHARD, U. e t  LIEM, H.H. (1974) 

Hemopexin, t h e  heme-binding serum-glycoprotein. 

i n  "Plasma Pro te ins ,  vol, 1A, C. A l l i s o n ,  Ed., 35-53 - Plenum Press 

London (Engl and) (23) 

MULLER-EBERHARD, U. e t  MORGAW , W .T. (1 975) 

Porphyr in-b inding p ro te ins  i n  serum 

M.Y. Acad. Sci., - 244, 624-650 (20) 

NAKAJIMA, O. e t  GRAY, C.H. (1967) 

Studies on haem a-methenyl oxygenase 

Isomeric s t r u c t u r e  of farmylbi  1 iverd ine ,  a poss ib le  precursor  o f  

b i  1 i verd in  

Biochem. 3. , - 104, 20-22 (61 ) 



NEAIE, F.C., ABER, G.M. e t  NORTHAM, B.E. (1958) 

The demonstration o f  i ntravascu lar  haemolysi s by mans o f  serum 

paper e lectrophoresis and a mod i f i ca t ion  o f  Schumm's reac t ion  

J. C l in .  Path., 11, 206-219. (7) - 
O'CARRA, P. e t  COLLERAN, E. (1969) 

Haem catabol ism and coupled ox idat ion o f  haemproteins 

FEBS Le t te rs ,  - 5 ,  295-298 (63) (91) 

PETERS, T. , Jr (1 970) 

Serum albumin 

Adv. C l in .  Chem., 13, 37-111 (3) - 

PLANCKE, Y. , DAUTREVAUX, M. e t  BISERTE, G .  (1977) 

Change o f  hemopexin i s o e l e c t r i c  po i n t  upon hem b ind ing 

FEBS Let ters ,  78, 291-294 (83) (1 18) (135) - 

PLANCKE, Y., DAUTREVAUX, M. e t  BISERTE, G. (1978) 

Human serum hemopexin : d i r e c t  evidence f o r  change o f  i t s  i s o e l e c t r i c  

p o i n t  upon hem binding.  A new serum p ro te i n  f r ac t i ona t i on  

Biochimie, - 60, 171-175 (84) (94) (95) (112) 

ROTH, M. (1967) 

Dosage f l uorimétr ique de 1 a b i  1 i rubine 

Cl in .  Chim. Acta, 17, 487-492 (92) (93) - 
SCHMID, R, e t  MciMNAGH, A.F. (1975) 

The enzymatic formation o f  b i  1 i r u b i n  

Ann. N.Y. Acad. Sci., 244, 533-552 (90) - 



< .< 
, *  , *, ; . :.. . . 

-115- 

SCHULTZE, H.E., e t  HEREMANS, J.F. (1966) 

Molecular b io logy o f  human proteins.  Vol. 1 : Nature and metabolism 

o f  ex t race l  l u l a r  pro te ins  - Elsev ier  Pub1 i sh i ng  Co, New-York, N.Y. 

(22) 

SEERY, V a  L. , HATHAWAY, G. e t  MULLER-EBERHARD, U. (1 972) 

Hemopexin o f  human and r a b b i t  : molecular weight and ex t i nc t i on  

c o e f f i c i e n t  

Arch. B i  ochem. Biophys. , 150, 269-272 (29) (1  13) - 
SEERY, V.L., MORGAN, W.T. e t  MULLER-EBERHARD, U. (1975) 

In te rac t ion  o f  rabbi  t hemopexin w i  t h  rose bengal and photooxidation 

o f  the rose bengal - hemopexin complex 

J. B io l .  Chem., 250, 6439-6444 (46) - 
SJOSTRAND , T . (1 970) 

Ear ly  s tudies o f  carbon monoxi de production 

Ann. N.Y. Acad, Sci., 174, 5-10 (54) - 

SJOSTRAND, T. (1952) 

Formation o f  carbon monoxide by i n  v i t r o  decomposition o f  hemoglobin 

i n  b i l e  pigments 

Acta Physiol . Scand., 26, 328-333 (53) - 
SJOSTRAND, T. (1951) 

Formation and disposa1 o f  carbon monoxide i n  blood 

Nature, 168, 729-730 (52) - 
\. 

SMITH, A; e t  MORGAN, W.T. (1978) 

Transport o f  heme by hemopexin t o  the l i v e r  : evidence f o r  receptor-  

medj ated uptake 

Biochem. Biophys. Res . Commun., 84, 151-1 57 (98) - 
SMITH, A. e t  MORGAN, W.T. (1979) 

Haem t ranspor t  t o  the l i v e r  by haemopexin 

Receptor-medi ated uptake w i  t h  recyc l  i n g  o f  the p ro te i  n. 

Biochem. J., 182, 47-54 (51) (86) (99) - 



-- 

-1 16- 

SPECTOR, A.A., JOHN, K. e t  FLETCHER, J.E. (1969) 

Bindfng o f  long-chain f a t t y  acids t o  bovine serum a l  bumin 

J. L ip .  Res., 10, 56-67 (4) - 
SUGITA, Y. (1962) 

The r o l e  o f  pa r t i cu l a te  bound protoporphyrin i n  biosynthesis o f  hem 

J. Biochem. (Japon) 51, 436-440 (10) - 

SIJTTNAR, J., HRKAL, Z. e t  VODRAZKA, Z. (1977) 

~ f f i n i t ~  chromatography o f  serum haemopexin 

J. Chromato. , 131 , 453-457 (69) - 
TENHUNEN, R., MARVER, H.S. e t  SCHMID, R. (1969) 

Microsomal hem oxygenase character izat ion o f  the enzyme 

J. Bi01 . Chem., 344, 6388-6394 (49) - 
TENHUNEN, R e ,  MARVER, H.9 PIMSTONE, N e R e ,  TRAGER, W.F., COOPER, D.Y. 

e t  SCHMID, R. (1972) 

Enz~mat i  c degradati on o f  heme. Oxygenati ve c l  eavage requi  r i n g  

cytochrome P-450 

B i  ochemi s t r y  , 11 , 171 6-1 720 (62) - 
TIPPING, E., KETTERER, B. e t  KOSKELO, P. (1978) 

The b ind ing o f  porphyrins by l i gand in  

Biochem. J., 169, 509-516 (13) - 
VRETBLAD, P. e t  HJORTH, R. (1977) 

The use o f  wheat-germ lectin-sepharose f o r  the p u r i f i c a t i o n  o f  
human haemopexi n 

Biochem. J. , 167, 759-764 (82) - 
WARBURG, O. e t  NEGELEfN, E. (1930) 

Green hemin from blood hemin 

Chm. Ber., 63, 1816-1822 (56) 
-C 




