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DCtermi’nation de la mobilite blectrophor&ique libre des prot&nes par 
6lectrophorke en gradient de polyacrylamide 
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Boulevard Pinel, 69272 Lron CGdex I (France) 

(Rgu ie 3Q juin 1975; manuscrit modifik rgu le S septembre 1975) 

La relation de Fer_guson’ sug&re la possibilitk thkorique de diterminer la 
mobilit 6lectrophorCtique libre (no,) par 6lectrophorke en gel de polyacrylamide. 

log !)I = log 1710 - &I- (1) 

(KR reprksente le coefficient de retardement et T la concentration totale en acrykmide 
et mithylitne-bis-acrylamide). La mCthode directe proposCe par Morris et Morris’ est 
imprkcise et celle de Rodbard et Chrambach3 fond&z sur la conversion de la mobilit 
relative (Rnr,) en mobilit absolue peut engendrer d’importantes erreurs; aussi, la 
plupart de! utilisateurs prkfkrent esprimer les mobilit& en termes relatifs. 

La methode que nous proposons est une synthtse et une extension de celle 
d’Hedrick et Smith4 et de Manwellj; le calcul de la mobilitk C!ectrophor&ique iibre 
que nous effectuons ne nkessite aucune operation technique supplementaire et vient 
naturellement en complkment de la determination de .la masse mokulaire, objet 
initial de ces deux mkrhodes. Ce pro&de prisente en outre i’int&2t de permettre 
la determination des mobilit& libres des skies de protCines polymkiques, impossible 
par Clectrophor&e en veine liquide ou sur papier. 

THEORIE 

La vitesse de migation d’une protkine dans un gadient concave de poly- 
acrylamide T = f(s) est donnCe par la relation de Maxwell5 

ds 
- = k (XL - _I-) 
dt 

La molecule se dkplacant dans un milieu de plus en plus dense, sa mobilitk 
dCcroit et tend vers z&o lorsqu’elle atteint l’hypothetique distance limite _I-,_. 

Avec pour conditions initiales s = 0 lorsque r = 0, la solution de l’Gquatio$A 
2 est: 

UL ._ 
=e kf 

S-L -- _Y 
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Pour t suffisamment petit (kt < 1), on peut &ire l’&pration_ 3 sous la forme: 

x = 
_?z=t 

1 
--fr 
k 

Cette equation 
transform&z: 

1 1 1 

dune hyperbole 6quilatere dont l’asymptote est _TL, peut etre 

(9 

k, l’abscisse B l’origine, a les dimensions de l’inverse d’un temps et l/k repr&nte 
le temps necessaire a une prodine don&z pour parcourir une distance x = xJ2. . 
C’est une grandeur caracteristique dune proteine migrant dans des conditions difinies. 

1 
t 0.5 = - k 

La connaissance de &, de T = f(v) et de toa permet d’acceder directement 
2 la mobilite Clectrophorttique libre. 

Selon 1’6quation 1 de Ferguson, la mobiIitC m = d_x/dt a une concentration 
T d’acrylamide s’&crit : 

dx 
dr = *Oe 

--2.3Kar(x) 

(le champ ilectrique est arbitrairement choisi Cgal 8 1 V/cm). 
L’intCgration de y = 1 dt entre t = 0 et to_, = l/k donne: 

t 03 = - 
,io or=‘2 e2.3Kafcc) 

d’oh l’on tire la mobilitt libre m. 

(8) . 

1 .xLi2 

nto = - 
i 

e2.3h-afW. drr 
to.5 0 

(3 
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MATERIEL ET- MJ?rHODES 

Nous avons etudie les proteines suivantes: l’albumine du s&urn de boeuf 
(Sigma, St. Louis, MO., U.S.A.) en solution dans le chlorure de scdium B 9 g/l & 
la concentration de 20 mgjml et la butyrylcholinesterase du s&urn humain. (E.e serum 
a ete prelevi sur des volontaires). 

Nous avons opere en deux temps afin de determiner, d’une part (I&) et d’autre 
part k et ;r,. 

Le coefficient de retardement qui permet d’acc&ler Cgalement a la masse 
mol&zulaire a CtC determine par la m&ode d’Hedrick et Smith4 en operant a -i-4”, 
en tampon Tris-glycine pH 8.4 et force ionique 0.0225, avec des gels de C constant 
egal a 3.5 % et de concentration T variant entre 5 et 10% (Fig. 1A et 2A). z 
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La coloration de la serum albumine a Cti ef%ctu&e avec le Noir amide (Merck, 
Darmstadt, R.F.A.) et la revelation des zones d’activite cholinesterasique par la 
technique de JuuP. 

Les distances de migration des proteines ont Cte mesu&s a l’aide d’un double 
decimetre applique a la surface des gels. 

Aprts ces mesures, la construction des diagammes l/x = f(l/r) nous a permis 
de determiner k(ir-‘) et l/_xL(cm-‘) (Fig. 1B et 2B). L’intigration des expressions 

a CtC effectuee par la methode des trapezes. 

RfSULTATS ET DISCUSSION 

La butyry!cholinestCrase du serum humain est constituee dun systeme de 
quatre formes mol&ilaires multiples Ci, C2, C3 et C,, polymeres dune sous-unite 
monomerique qui s’identifie a C,. La forme major&ire, C,, est de nature titra- 
merique’ et les termes moyens, C, et CZ, correspondent respectivement a Ia forme 
dimtrique de l’enzyme et a une .esp&e mol&rlaire voisine qui apparait Ctre un 
dim&e amput& d’un fragment glycoprot&que 8. Le comportement t+lectrophor&ique 
de cette demiere forme difl&e done de celui des trois isomtres de taille Cr, C, et C, 
(Figs. 1 A et 1B). Les valeurs moyennes des mobilites libres absolues des quatre 
formes moleculaires de la butyrylcholinesterase a pH 8.4 (Tableau I) obtenues sur 5 
determinations sont sup&ieures au resultat global (--3.11 ICY5 cm’-V-l -set-‘) don& 
par Svensmark et Kristensen’ a pH 8.6. Mais cette valeur, compte-tenu des correc- 
tions dues a la technique (electro-osmose, &aporation, structure du papier et phb 
nom&es d’adsorption), ne peut Ctre tenue pour equivalente a la mobilit& libre de 
l’enzyme. Par centre, les resultats que nous obtenons pour la serum albumine mono- 
mere (SAB,) (Tableau II) sont en accord avec les valeurs des mobilitQ libres absolues 
diterminees par d’autres auteurs a l’aide de techniques differentes (Tableau III). Enfin, 
pour les deux series de proteines Ctudi&k, la ‘&Slation entre la mobilitk absolue 
et la mobilite relative est excellente avec r respectivement igal a 0.99 pour les isomeres 
de taille de la butyrylcholinesterase et 0.95 pour la s&urn albumine bovine et ses 
polymeres. 

En conclusion, la m&hode de calcul que nous proposons permet de determiner 
en comptement des autres parametres moltiulaires, la mobilit Clectrophor&ique iibre 

TABLEAU I 

MOBlLtTfS LIBRES RELATIVES ET ABSOLUES DE!3 QUA= FORMES DE L.A 
BUTYRYLCHOLINEST~RASE DU &RUM HUMAZN A pH 8.4 

p = 0.0225 et 0 = +4”. 

vaieurs mc?venfzes & erreurs standards 
___ 

Cl cz CS c4 

Rm’ 1.67 & 0.02 2.37 f 0.01 2.16 2 0.01 3.56 f 0.13 
nb- l@ (cmz-V-‘-seCL) -6.73 * 0.53 -8.69 i 0.64 -8.40 f 0;69 -13.84 * 1.35 

* Le traitement statistique de l’bzpation de Ferguson a iti efiectut selon la m&hode de 
Rodbard et Chrambachlo. 
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TABLEAU II 

MOEILITfS LIBRES RELATIVES ET ABSOLUES DE LA SERUM ALBUMINE BOVINE 
ET DE SES POLYMeRES A pH 8.4 

,L& = 0.0225 et 8” = +4”. : 

Valeurs moyenmes 5 erreurs standards 

MonomPre Dim&e TrimPre TPtram&e 
_-_----- 
Rm, * 1.93 + 0.01 2.30 + 0.03 2.55 2 0.06 3.20 & 0.09 

mJm 10; (cm’-V-‘-set-‘) -11.21 & 1.09 -13.09 + 1.11 -15.12 2 1.63 -16.17 5 1.84 
___-____ 

* Le traitement statistique de 1’Cquation de Ferguson a ete effectue selon la mithode de 
Rodbard et Chrambach”‘. 

TABLEAU III 

,MOBILITE LIBRE ABSOLUE DE LA SERUM ALBUMINE BOVINE (MONOMERE) 

Technique et conditions m0 - IO5 (cm=- V-’ osec-I) 

Schlessinger” 
Morris et %forrisL 

Veine liquide. O’, pH S-5, [l = 0.025 
Gel de polyacrylamide. + lo’, pH 8.76, 

/a = 0.05, c = 3;< 

Environ -9 
-11.55 

Ghosh er al.” 
- 

Gel d’agarose, +20’, pH 8, ?t = 0.05 -11.50 

absoiue des proteines, avec une precision de l’ordre de 100/d au risque cc = 0.05; 
celle-ci correspond & la precision que l’on peut attendre des mlthodes d’estimation 
des parametres mokulaires par Clectrophorbe sur gel de polyacrylamide. 
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