
59s NOTES 

Filtration sur gel malQculaire en couche mince des venins de ColubridBs 

La filtration sur gel moldculaire suivant la technique de la chromatographie en 
couche mince est d’origine r’kente; elk fut mise au point par DETERMANN~, JOHANSON 
ET RYMO~ et MORRIS~. 

D&s 1962, les gels fins de dextrane (200-400 mesh) utilises en couche mince 
avaient perrnis la separation de proteines dont les masses mol&ulaires s’khelonnaient 
de ,~5,ooo & 70,000. Ce n’est cependant qu’k l’apparition sur le march& de gels super- 
fins (400 mesh) ‘sous forme de “perles” que la methode put se dkelopper. 

En 1964, utilisant la technique de filtration sur gel en couche mince, JOFIANSON 
ET RYMO* s’attachent a la separation des proteines du s&urn sanguin tandis que 
MORRIS~ effectue une etude sur un groupe de quatorze proteines dont les masses mole- 
culaires s’echelonnent de 13,000 i plus d’un million; il met en evidence une correlation 
entre le &.rb observe et la masse molkculaire. Cette technique sera reprise ul&ieure- 
ment par DETERMANN~. 

Rkcemment, ROBERTO d&it l’application des couches minces de Sephadex 
G-50 a la separation de mucopolysaccharides et de peptides tandis que HANSOX, 
JOWANSON ET RYMO’ utilisent une technique bidimensionnelle en combinant la 
filtration et l’dlectrophorese. 

Mate’+2 et me’tizodss 
I &es gels “Sephadex” sont mis &. gonfler pendant 48 h clans un tampon phosphate 

0.05 M., pH 7, charge en WaClo.5 M (tampon d’elution). Le gel est etendu au moyen 
d’un .etaleur Unoplan-Shandon sur une Bpaisseur de 0.8 mm et les plaques sont 
dbposees horizoritalement pendant 2qh dans une enceinte fern&e dont le degre hygro- 
mdtrique est maintenu constant par Bquilibre avec le tampon d’dlution. 

Les Bchantillons contenant ,zo a 200 ,ug dissous dans I a 5 ,ul de tampon sont 
d&poses a 3 cm du bord inferieur de la plaque & l’aide d’une micropipette “microcaps”, 
en veillant & ne pas endommager le gel. 

La filtration est conduite suivant la technique de chromatographie descendante 
d&rite, par MORRIS 3. Elle s’effectue dans l’enceinte fermde d&rite plus haut et neces- 
site de 8 a 15 11 pour des plaques de 20 cm. Les plaques sont alors retirges, de l’enceinte, 
appliquees sur une feuille de papier (Whatman 3 MM) et s&h&s k l’etuve Q 60”. On 
obtient ainsi un negatif sur papier que l’on colore par immersion pendant I h dans une 
solution aqueuse de Noir Amido IO I3 a 0.5 o/o clans l’acide acetique & 5 o/o jusqu’a 
obtention d’un fond incolore, puis on le s&he & l’etuve. 

Les distances parcourues par les diffkentes protdines (dp) sont mesurees et 
rapport&es h la distance parcourue par l’hknoglobine (dh) utilishe comme substance 
color&e de reference. Le rapport dp/dh des deux distances mesurees est le RHO de’ la 
protdine considkde. 

Xdstiltats et discussio+a 
La mdthode d&rite ci-dessus permet d’obtenir ais$ment et d’une mani&re 

reproductible une “image chromatographique” du venin ‘ou de la fraction de venin 
etudiee. 

le pouvoir de resolution de la technique’ vis-a-& ‘de 
et Vis-a-vis de’diffhrents venins.. 

Les Fig. I, et 2 illustrent 
quelques’prot&nes de reference 
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Fig, ‘;I.’ N&$&f sur papier ‘ebtonu ‘api& “filtration s‘ur gel”‘Sepli&lex~~ G-loo sf 6 co&&~ ‘kirk, 
dlution par tampon phosphate/NaCl pEI7, ~1 = 0.9. I = EIOmoglobine; II = venin,dc Naja mdlano- 
Zezcca; III = vcnin de Nuja nuja (Tha’ilande) ; IV = &rum albumine bovine. 

Fig. 2. Ndgatif sur pspier obtenu apr6s filtration sur gel Scphadex G-75 sf en couche mince. Elution 
par tampon phosphate/NaCl pH 7, ,U = 0.9. I = Wdmoglobine; II = venin de Naja m&anoZeuca; 
III = venin de Naja naja (Thallando) ; IV = venin ,dc Naja naja a&a (Formose). 

Les r&ultats obtenus sur plus de cent chromatoplaques ont & kkembltk, 
class&s et cornpar& dans les Tableaux I-111.. On peut en conclurk qu’il. existe une 
analogie de comportement des diffkents venins clu genre Naja vis-k-vis de la filtration 
sur gel en couche mince. En effet, leurs chromatograrnines aprksentent ‘des spots de 

J. CAvomatog., 32 (rgG8) sg8-601 



Go0 NOTES 

TABLEAU I ,’ 

DI~TERMINATION DE RHO DE DIFF$RLENTE~ PROT$INES 

I>roiSities ~Abduialion Masse RHO SUY 
mo2Oeu2aire G-200 

Cytochromc C cyt c 13 000 0.75 

Lysoiymc LYS 14 5oo 0.70 

a-Chymotrypsinc a-Chym 22 500 0.87 

: 

&lb SW' &b&49 
G-100 G-73, 

0.65 
’ 

0.65 

0.81 

Hcmoglobinc EIb 34 ooo* I I I 

Serum albuminc SAB mono 35 ooo 1.08 x,08 1.04 
bovine bi 000 1.26 1.20 70 1.25 

.’ 
I 

* L’hemoglobine se comporte lors de la filtrzttion sur gel comme unc molecule d&loubl&e. I 

TABLEAU II 

COMPORTEMENT DES vE~1Ns DE Naja naja atra ET Naja mklanoleuca ws DE Lh smn~na hLmndIrm 
BOVINELk3 i3E I,h FILTRATION SUR DES GELS DE DIFFkRXNTBS R$TICULhTIONS.~~b OBTENUS 

Gel ” Naja naja a&a (Nna) Naja melaaoletica (Nvn) Serum albumins 
bovine 

.’ 
Fraction I I’ 11 ,I11 rv I II III III’ IV I II 

G-75 0.58 - 0.78. 1.00. x.25 0.60 0.79 ,x.04’ - x.x7 1.04 1.25 
G-100 1.08 1.20 
G-200 

0.60 0.64 0.79 x.0,$ 1.23 0.64 0.83 Co7 - 1.31 
0.70 - 0.88.1.12 f.41 0.70 0.86 1.07” 1.38 I.48 1.08 1.26’ 

. . ‘i, . 

TABLEAU III 

COMPAliAISON. DES'&!,gb DI5QUELQUES VENINS SUR SI~PEIAD~X,G-IOO 

Abdviation Fractioiz 
‘. I rrr rv 

Najanaja &a ’ 
lNaj& ~e2anoEeuciz 

N na 0.64 0.76 I .05 1.23 
Nm 0.64 0.83 1.07 1.30 

Naja hija (Thailande) N nT 0.64 0.82 1.08 1.32 
Naja nivea N nivea 064 0.80 I .07 peu visible 

Both:tro~s jayaraca - 0.79 I.08 - - 

mt?me RHO quoique de concentrations cliffdrentes. Par contre, on constate qu’un venin 
de Bothrops (Vipdridd) presente un chromatogramme foncierement different. 

La comparaison des chromatogrammes obtenus pour les venins et pour cliff@r- 
rentes .proteines de reference montre que dans le cas du venin de Naja ?zaj’a. atra la 
grosse majorite des constituants se situe dans une zone de poids mol&xlaires faibles 
(6 ooo & 20 ooo) ; Par contre, dans le cas du venin de Nujiz mkla~zolezlca, on constate la 
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presence d’une zone importante de constituants de poids moltkulaires moyens (20 ooo 
5, 30 000). 

En tant que technique de contrCle, la filtration sur gel en couche mince est loin 
d’atteindre les performances de l’electrophor&se sur gelose ou sur acrylamide. Elle 
nous a cependant & plusieurs reprises apporte de precieux renseignements notamment 
dans la prevision du comportement des venins sur colonnes de Sephadex et dans des 
estimations de poids mokulaires sur des quantitds de materiel proteique de 50 a 
100 ,ug. 

A la lumi&re des rdsultats obtenus, il nous semble pouvoir dire que l’utilisation 
de cette methode ne se justifie que pour des substances disponibles en tr& faibles 
quantites (moins de I mg). En effet, les r&ultats obtenus sur microcolonnes calibrees 
avec des quantites de l’ordre de I h IO mg sont nettement superieurs et requierent 
moins de,manipulations. L’utilisation de ces microcolonnes dans des buts analytiques 
fera l’objet d’une publication ultdrieure. 

Nous remercions la Province de Brabant et la F. W. Breth Foundation gr&ce 
auxquelles ce travail a pu Btre accompli. 

Service de Bioclzimie, Imtitut dcs Indtistries de Fsrmmtation, 
ImMut Mewice-Ckimie, I, Avame Emile GY~SON, 
BYWWZZ~S 7 (Bolgipej 

F. CROMMELYNCK 
L. BRISBOIS 
J. PEETERS 

L. GILLO 

I I-LDETERMANN, Experienlia, 18 (1962) 430. 
2 B.G. JOHANSON ET L. RYMO, ActaChem.Scand., 1.6 (1962) 2067. 
3 C. J. 0. R. MORRIS, J. Clwomatog., 16 (1964) 167. 
4 B. G. JOHANSON ET L. RYMO, Acta Chm. &and., 18 (1964) 217. 
5 II. DETERMANN xcM. WOLFGANG,%. AnaLGhem., 212 (1965) 211. 
6 G. I?. ROBERT, J, Chvomatog., 22 (1966) go. 
7 A. HANSON, G. JOHANSON ET L. R~~o,Clin. Cltim,Acta, 14 (1966) 391. 

Reple g aoCrtIg67 

J. Clwomatog., 32 (1968) 598-601 


