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D I F F U S I O N  D E S  R A Y O N S  X D E S  M O D I F I C A T I O N S  S U B I E S  

P A R  C E R T A I N E S  P R O T ] ~ I N E S  

par 

D. G. DERVICHIAN, G. FOURNET ETA.  GUINIER 

Institut Pasteur et Conservatoire National des Arts et M~tiers, Paris (France) 

Dans des publications ant6rieures a, 2 nous avons rendu compte des r6sultats obtenus 
par  la m6thode de la diffusion des rayons X dans l '6tude de la taille des mol6cules de 
prot6ines en solution aqueuse. Dans le pr6sent travail  nous avons voulu suivre, d'une 
part,  les modifications de la taille des particules sous l 'action de l'ur6e et, d 'autre  part,  
l'influence des ions m6talliques sur l'association de ces mol6cules. Nous avions remarqu6 
dans un travail  pr6c6.dent que l'addition de 25 % d'ur6e k une solution d'h6moglobine 
ou d'h6mocyanine ne produisait pas de modification appr6ciable dans la taille des 
particules au bout de plusieurs heures. Nous avons repris cette 6tude en pr6sence de 
quantit6s plus import ante d'ur6e et en faisant varier la dur6e du contact entre la prot6ine 
et l'ur6e. Cette 6tude a 6t6 6tendue ~ la s6mm albumine de cheval. Les exp6riences ont 
6t6 faites k la temp6rature du laboratoire (18 ° k 22°). 

Le pouvoir diffusant de la s6rum albumine est tr~s inf~rieur k celui de l'h6moglobine. 
On pourrait  probablement at tr ibuer cette diff6rence k la pr6sence des atomes de fer dans 
l'h6moglobine. Nous avons eu comme hypoth~se de travail  de fixer du cuivre sur la 
s6rum albumine afin d'intensifier lesdiagrammes de diffusion obtenus avec cette prot6ine. 
Ceci nous a conduit k constater l'association de particules de s6rum albumine en pr6sence 
du sel de cuivre. 

ACTION DE L'UR~E 

I1 est g~n~ralement admis que l'ur~e a une action d6naturante sur les prot6ines 
en solution. Les auteurs qui ont ~tudi6 cette action par des mesures osmotiques 3, 4 sont 
arriv6s k la conclusion que, pour certaines prot~ines et en particulier l'h~moglobine, la 
molecule se trouvait  dissoci~e en particules deux lois plus petites en poids mol~culaire 
et que, par  contre, la s~rum albumine ne subissait pas de changement. Par  des mesures 
de diffusion et de viscosit~ effectu~es sur des solutions de s~rum albumine en presence 
de 6.66 M ou 8 M d'ur~e, d 'autres auteurs 5, s sont arrives ~ la conclusion que la particule 
de s6rum albumine devenait fortement dissym~trique. 

Ainsi que nous le montrons dans le present travail, en presence de certaines concen- 
trations d'ur~e et au bout d 'un certain temps, d6pendant de la quantit~ relative d'ur6e 
et de prot6ine, la diffusion, par la solution, des rayons X aux petits angles, non seulement 
diminue d'intensit~, mais ne pr6sente plus la forme de d6croissance de l'intensit~ cor- 
respondante aux particules initiales. Dans beaucoup de cas, la courbe repr~sentant 
l 'intensit~ de diffusion en fonction de l 'angle est ~ peu pros analogue ~ celle que donne 
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l 'eau pure. C'est seulement dans ce sens que nous disons que la prot6ine est dissoci6e 
par  une certaine concentration d'ur6e au bout d'un temps donn6, sans pr6juger de la 
modification ou de la "d6naturation" subie par les mol6cules: d6roulement, scission, etc. 

a. H~moglobine de Cheva! 

Nous avions constatO, * que l 'addition de 25 % d'ur6e ~ une solution contenant de 
3 ~ 12 % d'h6moglobine ne donnait pas lieu ~t une modification de la courbe d'intensit6 
de diffusion apr~s plusieurs heures de contact. Ce r6sultat semblait en contradiction avec 
les fairs observ6s par STEINHARDT 8. Cet auteur a en effet constat6 par des mesures de 
constantes de s6dimentation que les concentrations d 'u%e du m6me ordre de grandeur 
dissociaient les mol6cules d'h6moglobine. Pour expliquer cette contradiction nous avions 
attir6 l 'at tention sur le fait que les solutions 6tudi6es par  STEINHARDT ne contenaient 
que 0.43 ~ o.65 % d'h6moglobine et que probablement les quantit6s relatives d'u%e par 
rapport  ~. la quantit6 de prot6ine pouvaient avoir une importance. Nous avons donc fait 
varier aussi bien la concentration en h6moglobine que celle en ur6e, et nous avons ex- 
amin6 les effets produits pour des temps variant entre quelques heures et plusieurs jours. 

Avec une solution ~ 4% d'h~moglobine, ~ laquelle on a ajout~ 25% en poids d'ur~e 
et au bout de 4 heures de contact, le rayon de giration* trouv6 est de 23.5 A, 6gal k celui 
donn6 par une solution d'h6moglobine en l 'absence d'ur6e. Au bout de 24 heures de 
contact, le m6me syst~me montre que les mol6cules d'h6moglobine sont dissoci6es: la 
diffusion est ~ peu pros analogue ~t celle donn6e par l'eau pure. Avec une solution ~ 12 % 
d'h6moglobine, l 'addition de 25 % en poids d'u%e ne produit pas de modification au 
bout de 4 heures ni m~me au bout de 24 heures. Au bout de 24 heures le diagramme 
est ~ peu pros identique au p%c6dent et permet de mesurer un rayon de 22.5 A, (la 
m6thode n'est pas assez pr6cise pour que l'on puisse attribuer une signification ~ cette 
diff6rence de I A). Par  contre, le m~me syst~me apparait  comme compl~tement dissoci6 
au bout de 48 heures de contact. 

Ainsi une m~me concentration d'ur6e (25%) dissocie l'h6moglobine d 'autant  plus 
lentement clue celle-ci est plus concent%e. La contradiction apparente avec les %sultats 
obtenus par STEINHARDT se trouve donc ainsi expliqu6e darts le sens clue nous avions 
pr6vu, c'est ~t dire que 25 % d'ur6e suffisent k dissocier en quelques heures l'h6moglobine 

des concentrations inf6rieures ~ 1%, mais ne suffisent pas lorsque la solution contient 
4% et davantage d'h6moglobine. Nous avons 6galement observ6 que si une solution 

4% d'h6moglobine n'est pus encore dissoci6e au bout de 4 heures par 25% d'ur6e, 
avec 3o% d'ur6e une solution ~ 4% d'h6moglobine pr6sente d6j~ au bout de 3 heures 
de contact une combe de diffusion k peu pros analogue k celle de l 'eau pure : les mol6cules 
sont dissoci6es. De mSme avec une solution k 12 % d'h6moglobine, il y a dissociation 
complete apr~s 6 heures de contact lorsque la quantit6 d'ur6e est de 33%. 

b. H~mocyanine d'Escargot 

Aussi bien les 6tudes de KRATKY s que les n6tres 2 avaient montr6 l'existence d'un 
accident dans la courbe d'intensit6 de la diffusion en fonction de l'angle. Si la loi de 
BRAGG 6tait applicable, cet accident correspondrait d'apr~s nos mesures ~t une p6riode 
de 220 A (KRATI~Y donne 260 A). Nous avions constat6 que la place de cet accident ne 
se trouvait  pas modifi6e par la dilution de la solution d'h6mocyanine et nous en avions 

" Rappelons que le rayon de giration ~ repr6sente le rayon  d 'une particule ayan t  le m6me 
momen t  d' inertie que la particule 6tudi6e mais  dont  la masse serait  enti~rement localis6e A la distance 

du centre de rotat ion.  I1 se d6finit de la m~me faQon que dans le calcul des moments  d' inertie *. 
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ddduit que la p6riodicitd observde devait ~tre intra-particulaire et ne devait pas cor- 
respondre k la distance entre particules dissoutes. En effet s'il en dtait ainsi l'intervalle 
devrait varier avec la dilution. L'6tude des modifications subies par l'hdmocianine sous 
l'action de l'urde est rendue difficile par la petitesse du domaine angulaire qu'il convient 
d'explorer du fait que la pdriode observde est tr~s grande. On peut ndanmoins donner 
les indications suivantes. Avec 25% d'urde, l'hdmocyanine n'est dissocide qu'en pattie 
all bout de 24 heures. Avec 33% d'urde, l'hdmocyanine n'est qu'en partie dissocide au 
bout de quelques heures, n y a en tout cas dissociation complete avec 40% d'urde au 
bout de 4 jours. 

c. S~rum Albumine  de Cheval 

La sdrum albumine a dtd pr6parde par trois cristallisations successives en pr6sence 
de S04A1Th et en amenant all point isodlectrique par addition de SO4H v La solution est 
ensuite dyalisde pour dliminer le sel. Une solution k 14% de protdine raise en contact 
avec de l'urde ~ diffdrentes concentrations a dt6 examinde au bout de quelques heures 
(3 a 4 h). I1 y a dissociation au bout de quelques heures aussi bien avec 2o, 25, 35 que 
44% d'urde. On a examind en m~me temps une solution tdmoin ne contenant pas d'urde, 
et un dchantiUon contenant de 1'eau pure; on a pu ainsi tenir compte des diffusions 
parasites. On constate apr~s correction que les courbes de diffusion sont k peu prbs 
identiques ~ celles du tdmoin (solution d'albumine sans urde), mais que les rapports 
entre l'intensitd du rayonnelnent diffusd et 1'intensitd du faisceau direct sont diffdrents. 
On pent interpreter ce fait en admettant,  qu'k la suite du contact avec l'urde, le syst~me 
est formd d'un m61ange de particules normales, et de petites particules, seules les grosses 
produisant une diffusion apprdciable. Dans ces conditions, on peut dire quantitativement 
qu'apr~s contact de quelques heures, avec 2o% d'urde, 65% des mol6cules d'albumine 
sont dissocides, avec 44% d'urde plus de 8o% des moldcules sont dissoeides. 

Nous avons vu que la dissociation de l'hdmoglobine et de l'hdmocyanine ne se 
produisait au bout de quelques heures qu'avec des concentrations plus grandes en urde 
que dans le cas de la s6rum albumine. On peut donc dire que, du point de vile de l'action 
de l'urde, la sdrum albumine est moins stable que l'hdmog]obine et l'hdmocyanine. 

ACTION Du CUIVRE 

A u n e  solution k 2% en sdmm albumine a dtd ajout6 de l 'hydroxyde de cuivre. 
Apr~s 2 4 heures de contact l'ensemble est amend ~ PH 7, puis centrifugal afin d'dliminer 
l'exc~s d 'hydroxyde de cuivre. Cette solution colorde par le cuivre a dtd concentrde par 
dvaporation dans un courant d'air et amende k 15% en protdine. Pour cela le liquide 
est placd dans un manchon en cellophane pour dialyse maintenu dans un courant d'air. 
L'ensemble est disposd sur un agitateur animd d'un mouvement de bascule. C'est la 
solution concentrde qui a dtd examinee aux rayons X. Le diagramme obtenu est compard 

celui d'une solution de sdrum albumine amend k la m~me concentration de 15% et 
n 'ayant  pas subi l'action du cuivre. 

Nous avons constatd que l'intensitd globale du rayonnement diffus~ n'a pas changd 
par rapport au tdmoin mais que la forme de la courbe d'intensitd de diffusion en fonction 
de l'angle est modifi~e comme si elle correspondait k de plus grosses particules. Si l'on 
trace la courbe du logarithme de l'intensit6 en fonction du carrd de l'angle de diffusion 9 
on constate que cette courbe est formde de deux parties rectilignes ~ pentes diffdrentes. 
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TABLEAU I 

RELATIONS ENTRE LA CONCENTRATION EN PROT]~INES, LA CONCENTRATION EN URINE, 
LE TEMPS DE CONTACT ET LA DISSOCIATION 

i. Hdmoglobine de Cheval 
4% H6moglobine 
4% H6moglobine 
4% Hdoglobine 

12% H6moglobine 
12% Hdmoglobine 
12% H6moglobine 
12 ~o H~moglobine 

2. Hdmocyanine d'Escargot 
1% H6mocyanine 
1% H6mocyanine 
i % H6mocyanine 
1 %  H6mocyanine 

3. Sdrum Albumine de Cheval 
1 0 %  S6rum Albumine 
lO% S6rum Albumine 
lO% S~rum Albumine 

14% S~rum Albumine 
14.5% S6rum Albumine 
14.5% S6rum Albumine 
14% S6rum Albumine 

+ 25% urde 
+ 25% ur6e 
+ 30% ur6e 

+ 25% 
+ 25% 
+ 25% 
+ 33% 

+ 25% 
+ ~5% 
+ 33% 
+ 40% 

+ 20% 
+ 25% 
+ 35% 

urge 
ur6e 
u r g e  
urge 

ur6e 
urge 
urge 
ur6e 

urge 
urge 
urge 

+ 20% urge 
+ 2 5 %  urge 
+ 3 5 %  ur6e 
+ 44% ur6e 

4 heures de contact 
24 heures de contact 

3 heures de contact 

4 heures de contact 
24 heures de contact 
48 heures de contact 

6 heures de contact 

4 heures de contact 
24 heures de contact 

4 heures de contact 
48 heures de contact 

18 heures de contact 
18 heures de contact 
18 heures de contact 

3 heures de contact 
4 heures de contact 
4 heures de contact 
3 heures de contact 

non dissoci6e 
dissoci~e 
dissoci6e 

non dissoci~e 
non dissocide 
compl~tement dissocide 
complbtement dissoci6e 

non dissoci6e 
en pattie dissoci6e 
en partie dissoci6e 
compl~tement dissocide 

compl~tement dissoci6e 
compl~tement dissoci6e 
compl~tement dissoci6e 

65%(?) dissoci~e 
dissoci~e 
dissoci~e 
80%(?) dissoci~e 

Tout semble se passer comme s'il existait dans la solution un m61ange de deux sortes de 
particules ayant chacune un rayon de giration diff6rent. A l'un des segments de droite 
correspond un rayon de giration de 25 A, et ~ l'autre un rayon de giration de 40 A. La 
valeur de 25 A se confond, aux erreurs d'exp6rience pros, avec ce que l'on trouve avec 
la solution de s6rum albumine t6moin n'ayant pas subi l'influence du cuivre. I1 y aurait 
donc dans la solution d'une part des mol6cules d'albumine non modifi6es et d'autre part 
des particules plus grosses form6es peut-Stre par l'association d'un certain nombre des 
premieres li6es entre elles par des "ponts" cuivriques. On peut d~s lors se demander 

combien de particules 616mentaires sont associ6es 
I @  ~-~  pour pouvoir donner un rayon de giration de 4 ° A. 

s L'un de nous 1° avait sugg6r6 que les particules 
d'h6mocyanine 6taient form6es par l'empilement de 
micelles plates 616mentaires accol6es par leur faces 

60~-- ~ p lanes  e t  que  la d i s soc ia t ion  de l ' h ~ m o c y a n i n e  con-  

s i s ta i t  dans  la  s @ a r a t i o n  de ces d i sques  superpos6s.  
Fig. i. Sch6ma re- La  l ia i son  en t r e  ces diff6rents  d i sques  se ra i t  assur~e 
pr6sentant l'associa- 
tion par empilement par le groupe contenant le cuivre de l'h6mocyanine. 
en groupe de quatre ~ Inversement pour interpreter les r6sultats obtenus 
des particules cylin- en faisant agir l'hydroxyde de cuivre sur la s6rum 
driques aplaties de 
la s~rum albumine ~ a l b u m i n e  on p o u r r a i t  suppose r  que  les pa r t i cu l e s  

cy l ind r iques  p la t e s  de  la  s6 rum a l b u m i n e  se t r o u v e n t  

accol6es p a r  leur  faces p lanes  g race  ~ la  p resence  des  a t o m e s  de  cu ivre ,  d o r m a n t  a insi  
des esp~ces de pi le  de mol6cules  616mentaires.  
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Si donc l 'on suppose que les par t icules  normales  de s6rum albumine ont une forme 

cyl indr ique aplatie,  le rayon de Ora t ion  t rouv6 de 23 A, compte  tenu du poids molf-  

culaire et de la densit6, condui t  aux  dimensions suivantes :  30 A de hauteur  pour  60 A 

de diam~tre. On peu t  alors calculer le rayon de Ora t ion  correspondant  soit k 3 soit k 4 

ou 5 de ces cylindres empil6s les uns sur les autres  et accol6s par  leur faces planes (voir 

figure). On t rouve  qu '~  trois cyl indres empil6s, correspond un rayon de girat ion de 33.5 A, 

qua t re  cylindres superpos6s correspond un rayon de girat ion de 4o.5 A et k cinq, 48 A. 

Tout  ce que l 'on peut  donc dire, k par t i r  de la va leur  de 4o A dfdu i te  des mesures, 

c 'es t  que le nombre  de part icules  associ6es est de l 'ordre de quatre ,  k supposer que les 

part icules sont bien associ6es par  un tel  empilement .  Quel que soit d 'ai l leurs  le mode 

d 'associat ion,  la va leur  de 4 ° A semble indiquer  que le nombre  de part icules associ6es 

est voisin de 4. 

R~SUM~ 

i.  Modifications dues ~ l'urde. L'action de l'ur~e sur l'h6moglobine, l'h6mocyanine et la s~rum 
albumine a 6t6 6tudi6e en examinant par la diffusion des rayons X la variation de la taille des parti- 
cules de prot~ines. Le temps n6cessaire ~. la dissociation d6pend non seulement de la concentration 
en urge mais aussi des quantit6s relatives d'ur6e et de prot6ine pr$sentes dans la solution. Du point 
de cue de l'action de l'ur6e, la s6rum albumine est moins stable que l'h6moglobine et l'h6mocyanine. 

2. Modifications dues au cuivre. L'addition d'hydroxyde de cuivre ~. une solution de s~rum 
albumine fait appara~'tre, ~. c6t6 des particules ordinaires de la s6rum albumine, des particules plus 
grosses qui proviendraient de l'association des particules 616mentaires en groupe de quatre. 

SUMMARY 

I. Changes due to urea. The action of urea on haemoglobin, haemocyanin, and serum albumin 
has been followed by examining the variation in size of the particles by the method of low angle 
X-Ray scattering. The time required for dissociation depends not only upon the concentration of 
urea, but also upon the relative quantities of urea and protein present in the solution. As far as 
the action of urea is concerned, serum albumin is less stable than haemoglobin and haemocyanin. 

2. Changes due to copper. Addition of copper hydroxide to a solution of serum albumin, causes 
the appearance of large particles, in addition to the ordinary serum albumin particles. These large 
particles seem to arise from the association of the elementary particles in groups of four. 

ZUSAMMENFASSUNG 

i.  Dutch Harnstoff verursachte Ver~nderungen. Die Wirkung des Harnstoffs auf HAmoglobin, 
Httmocyanin und Serumalbumin wurde durch Beobachtung yon Gr0ssenvergnderungen der Protein- 
partikeln mittels Kleinwinkelstreuung von RSntgenstrahlen nntersucht. Die Dissoziationszeit ist 
nicht nur yon der Harnstoffkonzentration, sondern auch yon dem Verhifltnis der Harnstoffmenge 
zur Proteinmenge abhttngig. Was die Wirkung des Harnstoffs anbelangt, ist Serumalbumin weniger 
bestiindig als Hiimoglobin und HAmocyanin. 

2. Dutch Kup/er verursachte Veranderungen. Der Zusatz yon Kupferhydroxyd zu einer Serum- 
albuminlSsung bringt neben gewShnlichen Serumalbuminmolekeln gr6ssere Partikeln zur Erschei- 
nung, die wahrseheinlich yon der Vereinigung yon vier der Elementarmolekeln herrhhren. 
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