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SUMMARY 

Mofecular$ftration on Sepharose 6B. Empiric relationships between the distribution coef- 
ficient and the Stokes radius on the one hand and the molecular weight on the other qf 
proteins qf diflerent degrees of asymmetry 

The distribution coefficient, &, of macromolecular proteins as determined by 
Sepharose GB filtration is a linear function of the logarithm of the Stokes radius for 
all values of the frictional ratio, f/f& The distribution coefficient is a linear function 
of the logarithm of the product of the frictional ratio and the cube root of the molec- 
ular weight. The distribution coefficient is thus a linear function of the logarithm of 
the molecular weight for a given value of the frictional ratio. In this coordinate sys- 
tem, a family of parallel lines exist, each one corresponding to a unique value of the 
frictional ratio. 

INTRODUCTION 

Au tours de nos recherches’, nous avons et& amends a determiner le rayon de 
Stokes de Ia palmitate synthetase de foie de lapin et nous avons pour cela fait appel 
& la methode chromatographique de filtration sur gel. 

Se basant sur l’equation de Renkin 2, Acker$ a montre que le coefficient de 
distribution, K,,, formule par Gelotte4 est reIi& au rayon de Stokes d’une man&e plus 
dtroite qu’il ne l’est au poids moleculaire. L’6quation d’Ackers s’Ccrit: 

&= (V,- V,)/V, = (1 - a/r)2[1 - 2.104(a/r) + 2.09(a/r)3 - 0.95(a/r)5] (1) 

---__ 
* Cet article constitue une partic d’une these pr&entt?e en vue de I’obtention du grade de 

Philosophiae Doctor en biochimie. 
l * Adressc actuelle: Lady Davis Institute for Medical Research, 3755 Chemin Ste Catherine, 

Montreal, Canada. 
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oh v,, V0 et V, sont respectivement le volume d’dlution de la macromoldcule, le 
volume mort de la colonne et le volume interne des pores du gel. Le rayon de Stokes 
de la molbcule qui a pour coefficient de distribution Kd et le rayon “effectif” des 
pores du gel sont reprCsentCs par u et I’. 

La palmitate synthetase de foie de lapin possede un poids moldculaire 6levC et 
un haut degre d’asymetrie I. Nous avons utilisC une colonne de Sepharose 6B pour 
laquelle il a done fallu 6tablir la courbe d’etalonnage & I’aide de protQines de poids 
mol&ulaires et d’asymetries varies. Nous rapportons ici les rdsultatsexpdrimentaux 
obtenus et I’dnonce des lois empiriques qui en dCcoulent. 

MATfZRIEL ET MBTHODES 

Produits 
Le dithiothreitol (DTT) et l’albumine sdrique de boeuf (BSA) proviennent de 

Calbiochem (Los Angeles, Calif., U.S.A.). Le chymotrypsinogene A (pancreas de 
boeuf), l’apoferritine (rate de cheval) et la y-globuline (serum humain) nous sont 
fournis par Schwarz/Mann (Orangeburg, N.Y., U.S.A.). La glyc&ald&hyde-3-phos- 
phate dCshydrog&ase et l’aldolase de muscles de lapin proviennent de Worthington 
(Freehold, N.J., U.S.A.). La DL-alanyl-DL-alanine provient de Mann Labs. (New 
York, N.Y., U.S.A.) et le Sepharose 6B de Pharmacia (Uppsala, SuGde). Le 
cytochrome c (coeur de boeuf) a 6tC prepare selon la methode de Paul5 et la palmitate 
synthQtase de foie de lapin selon celle de Demassieux et Lachance’. Les chromato- 
phores de Rhodospirillun~ rubwm, prCpar& selon la m&hode de No51 et a1.6, nous ont 
6td offerts par le Dr. Gingras*. Le fibrinogtine bovin (98-99x coagulable) nous a 6tQ 
offert par le Dr. Capet-Antonini**. Les produits d’usage courant proviennent de 
Fisher Scientific (Fair Lawn, N.J., U.S.A.). 

Pr&aration de la colortne 
. Le Sepharose 6l3 est lave plusieurs fois & I’eau ddsionisee et degazCe, puis 

dquilibre & 10°C dans un tampon phosphate de potassium 0.1 A4 de pH 7.0 et conte- 
nant du DTT 1 mM et de l’EDTA*** 1 mM (tampon d’Clution). Une colonne (100 x 
1.5 cm) est remplie de gel qu’on laisse sddimenter par gravitd pendant 12 h. La 
colonne est d’abord Clude de haut en bas sous une pression hydrostatique n&essaire 
& I’obtention d’un d&bit de 4 ml/h avec un volume du tampon d’dlution 6gal & trois 
fois le volume de la colonne. On effectue ensuite une Clution de bas en haut avec un 
volume de tampon 6gaI B deux fois celui de la colonne. 

Prkparation des Pchantillons 
La y-globuline, la BSA, le chymotrypsinog&ne A, le cytochrome c et la 

palmitate synthetase ont 6t& dissous dans le tampon d’6lution et centrifuges & 17 000 
g pendant 10 min pour Bliminer 6ventuellement le materiel insoluble. La glycCraldC- 
hyde-3-phosphate d&hydrogdnase, I’aldolase et le fibrinogene ont 6td dialys& contre 

__.-._-._--__ 
l Dt5partement de Biochimie, Facultt! de MBdecine, Universitd de MontrBal, Mont&al, Canada. 

l * Dbpartement de Pharmacodynamie Biochimique. Facult6 de Pharmacie, Universitr5 de Mon- 
t&al, Mont&al, Canada. 

l ** EDTA = Acide &hyl&ne diamine t&raac&ique. 
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le tampon d’blution et centrifuges & 17 OOOg pendant 10 min. Les Cchantillons (0.5 ti 
1 ml) contiennent de 5 B 10 mg de I’une des proteines mention&es ci-dessus. 

halonnage de la colonne 
Le volume mort de la colonne a 6t6 determine avec des chromatophores de 

Rhodospiri//um rubrum (diam8tre moyen 1000 A) et le volume interne des pores du 
gel avec la DL-alanyl-DL-alanine. Les dchantillons sont d6posbs & la base de la colonne 
et chromatographi6s & 10°C avec un debit de 3.3 ml/h. L’dluat est recueilli en frac- 
tions de vingt gouttes (0.58 ml). Le profil d’Clution est suivi au spectrophotom&re 
Zeiss (PM Q I I + M4 Q 111) (Zeiss, Oberkochen, Wiirttemberg, Allemagne) par la 
mesure de I’absorbance g 280 nm dans des cellules de 0.3 ml. Les proteines ont 6t6 
chromatographi&es sbparQment. 

RI%ULTATS ET DISCUSSION 

Les resultats relatifs & 1’6talonnage de lacolonne sont r&sum& dans le Tableau 1. 
Le rayon “effectif” moyen r’ des pores du gel calcuE & I’aide de I’bquation d’Ackers 
(Cqn. 1) est de 390 A avec un coefficient de variation de 4.3%. 

TABLEAU I 

BTAL~NNAOE DE LA COLONNE DE SEPHAROSE 6~ 

Lc rayon de Stokes a dtd calcult! ZI partir des valcurs des coefficients de diffusion 5\ I’aidc de I’bquation 
de Stokes-Einstein, Q = kT/GnqD. Le rapport a/r est calcul~5 A I’aide de 1’8quation d’Ackcrs3 (ciqn. 1). 
Le rapport f/f0 est calcuE & l’aidc de I’dqn. 2. a = r&F. 9; b = r&f. 12; c = r&f. 13; d = r6f. 14; e = 
r&F. 15; f = r&f. 16; g = ref. 17: h = ref. 18: i = r&f. 19. 
_----._.-__--^-~ -----_~.---_~ ---_-- 
Pr0tPiric.v 
( OII dipcptide) 
_--~----.-.-- 
Chromatophorcs 
Fibrinog&ne 
Palmitate synthetasc 
Apoferritine 
;I-Globuline 
Aldolase 
G-3-P ddshydrogt!nase 
BSA 
Chymotrypsinog&ne A 
Cytochrome c 
DL-Alanyl-DL-alanine 

Kl 

0 
0.29 
0.365 
0.462 
0.54 
0.58 
0.607 
0066 
0.79 
0.85 
1 

a P. IV. 
(A) x 10-3 

1000 - 
107” 330a 

81 450 
61” 480= 

d 

zr 
160= 
149r 

39.2’ 120’ 
34.9= 65P 
23.2h 2Sh 
18.8’ 13.3’ 

- 0.16 

air 
_ -- . ~..__. 
- 
0.2470 
0.2077 
0.1650 
0.1348 
0.1194 
0.1115 
0.0944 
0.0550 
0.0393 
- 

r m 
(4 

.-- ---.-. 
‘- 

433 2.34 
- 1.63 
370 1.20 
391 1.45 
377 I.30 
385 1.20 
376 1.31 
407 1.20 
417 1.20 
- 

-___----- - 

Pour des protdines sensiblement “globulaires”, il existe une relation lindaire 
entre le logarithme du poids mol&zulaire et le coefficient de distribution (Fig. I). 
Cette relation n’est pas vdrifide pour des proteines non “globulaires”. C’est le cas 
trbs net du fibrinogene (f/f0 = 2.34), de la y-globuline (fj’lfO = 1.45) et B un degr6 
moindre de la BSA (f/J0 = 1.31). 

Nous avons pens6 qu’il devait exister une relation entre le poids mol~culaire et 
le coefficient de distribution quelle que soit l’asym&rie de la mol&cule & la condition 
de faire intervenir un facteur de forme. Ce facteur de forme peut Ctre represent6 par 
le rapport des coefficients de friction molaire f/f0 qui est le produit de deux termes 
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Fig. 1. Etalonnage de la colonne de Sepharose 6B: KJ cn fonction du logarithme du poids moldcu- 
laire. Les abreviations sont: a = cytochrome c; b = chymotrypsinogene A; c = BSA; d = glycdral- 
dehyde-3.phosphate deshydrogenase; e = aldolase; f = 1).globuline; g = apoferritine; h = pal- 
mitate synthctase de foie de lapin; i = fibrinogene. 

representant l’un l’asymetrie et I’autre le degre d’hydratation de la molecule. Le 
rapport des coefficients de friction molaire est relic au rayon de Stokes selon 1’6qn. 2: 

a = (ffo) (3?/4~zN)AMh (2) 

oz1 T est le volume specifique partiel. 
Nous avons port& le coefficient de distribution en fonction du rayon de Stokes 

(Fig. 2). Les valeurs du coeflicient de distribution ont et6 obtenues experimentalement, 
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Fig. 2. Etalonnage de la colonne de Sepharose 6B; K,, en fonction du rayon de Stokes (-- - -) ou 
du logarithme du rayon de Stokes ( -1. Les abreviations sont celles de la Fig. 1. La methode des 
moindres car&s a 6tC utilisde pour tracer la droite Kd =f(log a), 
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tandis que celles du rayon de Stokes sont prises dans la 1ittCrature ou bien calcul6es 
ZI I’aide de l’dquation de Stokes-Einstein: 

oti k est la constante de Boltzmann, T la temperature 293.2”K, et oh DzO,,,, et 7720,w 
sont respectivement la constante de diffusion de la proteine dans l’eau A 20°C et la 
viscosite de l’eau i 20°C. 

Les r6sultats de la Fig. 2 indiquent clairement que le coefficient de distribution 
est une fonction lineaire du logarithme du rayon de Stokes. Nous avons done au depart 
une relation empiriquepr&ise quelle que soit le degrd d’asymdtrie de la molecule. Cette 
relation peut s’bcrire : 

log a = --AK, + B” (3) 

A et B sont des constantes qui dependent essentiellement de la nature du gel employ& 
Puisque la relation 3 est valable quelle que soit la valeur dejj/‘& nous pouvons 

remplacer, dans cette relation, a par sa valeur tir6e de I’&qn. 2. 

log [(flfo) MA] = -AK, + B - 3 log (35/47cN) (4) 

En admettant que 3 soit constant pour toutes les proteines, ce qui est vrai en premitre 
approximation, l’dqn. 4 s’dcrit : 

log Iu!lfo) Mb1 = -AK, + c 

Le logarithme du produit de$//$, par la racine cubique du poids molCculaire est une 
fonction lindaire du coefficient de distribution. La Fig. 3 rend compte des r6sultats 

t.85 - 

Fig. 3. etalonnage de la colonne de Sepharose 6B; Kd en fonction du logarithme du produit (f&W*. 
Lea abr&iations sont celles de la Fig. 1. 

* Les Galeuro exprSrimcntales de A et B sont respectivement de 1.30 et de 2.395 & la condition 
d’exprimer le rayon de Stokes en A. 
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obtenus oh en ordonnee sont rapport&es les valeurs don&es dans la litterature du 
produit (flfo>iW~ sous sa forme logarithmique. 

L’Cqn. 4 peut se mettre soils la forme suivartte: 

log M = -3AK, + 38 - log (3C/4xN) - 3 log (J/so) 

soit encore 

log M = -3AKJ + C’ - 3 log (S/so) (6) 

Cette equation montre, qu’en toute rigueur, le logarithme du poids moleculaire n’est 
une fonction lineaire du coefficient de distribution que pour des protdines de mEme 
rapport f/fO. Cette relation est celle que nous cherchions. 

Nous voyons a l’examen de l’eqn. 6 qu’il existe une famille de droites paralleles. 
A chacune de ces droites il correspond une seule valeur deflfo. La Fig. 4 traduit les 
resultats experimentaux obtenus. Le coefficient de distribution KJ est mesure, les 
valeurs du poids molkulaire et du rapport des coefficients de friction molaire sont 
issues de la litterature. Pour obtenir le trace des ces droites il suffit de connaitre les 
constantes A et C’ et pour cela un Ctalonnage a I’aide de deux proteines de poids mol& 

106n 
, 

\ 

\ 

\ 

\ 

lO'i- 

Fig. 4. fitalonnage de la colonne de Sepharose 6B; Kd cn fonction du logarithme du poids molbcu- 
laire pour differentes valeurs de f/fo. Les abreviations sont: a = chymotrypsinogene A : b = glyceral- 
dehyde-3-phosphate deshydrogenase: c = apoferritine; d = BSA: e = aldolase; f = y-globulinc; 
g = palmitate synthetase de foie de lapin: h = fibrinogene. Les valeurs du rapport f/f0 attribuees 
aux droitcs paralleles en pointille sont respectivement de droitc a gauche 1.30. 1.45, 1.63 et 2.34. 
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culaire connu et de meme rapportflS, est necessaire. Sur la Fig. 4 ces droites ont 6te 
reprCsent6es pour des valeurs th&oriques de flfO de 0.8 B 2.4 (traits pleins). 

Nous avons applique ces r&ultats B I’dtude de la palmitate synthetase de foie 
de lapin. Le coefficient de distribution de I’enzyme est de 0.365 auquel correspond 
un rayon de Stokes de 81. 10mB cm calcule a l’aide de l’equation d’Ackers (eqn. 1). 
Nous trouvons une valeur de 83 - 10BB cm ii partir de notre equation (6qn. 3). Le poids 
moleculaire de la palmitate synthetase de foie de lapin determine par sedimentation 
a l’equilibre est de 450 000 daltons’. Avec ces valeurs du poids moleculaire et du rayon 
de Stokes determindes de maniere independante on peut trouver i I’aide de la Fig. 4 
ou de 1’Cqn. 6 une valeur de I .63 pour f/&O*. Les valeurs rapport&es par Smith et 
Abraham’ a partir des don&es de Yang et ~1.~ sont respectivement de 82.6. lo-’ cm 
et 1.62 pour le rayon de Stokes et le rapport des coefficients de friction .f/fo de la palmi- 
tate synthctase de foie de pigeon. 

Le coefficient de distribution du fibrinogene, proteine tres asymttrique, est de 
0.29. A cette valeur du & il correspond un poids moleculaire de 2 600 000 daltons 
si l’on ne tient pas compte de l’asymetrie (Fig. 1). Si l’on admet une valeur de 2.34 
pour le rapport.flfo du fibrinogkne, on trouve un poids moleculaire de 320 000 daltons 
(Fig. 4). Cctte valeur represente Ir 3 % p&s celle obtenue par Scheraga et LaskowskP 
pour le fibrinogene bovin. Si l’on admet avec Capet-Antonini et Guinand’O un poids 
moldculaire de 340 000 daltons, le rapport f/f0 est de 2.25 (Fig. 4 ou bqn. 6). 

En conclusion, nous avons mis en evidence par filtration sur gel, le Sepharose 
6B en l’occurence, une relation empirique entre le rayon de Stokes et le coefficient de 
distribution, relation rcpresentee par l’eqn. 3. Cette equation nous permet ensuite de 
relier le poids moleculaire au coefficient’ de distribution sous la forme de l’eqn. 6. 
Anderson et Stoddartrl ont mis en dvidence une relation lineaire entre le poids mold- 
culairc et le coefficient de distribution sous la forme de 1’6quation suivante: 

K* = -b log A4 + c. 

Cette relation, qui ne tient pas compte de l’asymetrie de la molecule, ne s’applique 
qu’8 des molecules de mCme ffo, et n’a pas, par consequent, le caractere de 
generalite que possede notre equation (6qn. 6). En toute rigueur, c est une fonction de 
flfo. 
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RI%UMl? 

Le coefficient de distribution, Kd, de macromolecules proteiques determine par 
filtration sur Sepharose 6B est une fonction lineaire du logarithme du rayon de Stokes 
independamment de la valeur du rapport des coefficients de friction molaire, f/fo. Le 
_-____.__--.__ 

l Les valeurs experimentales de A et C’ sont respectivement de 1.30 et 7.721 & la condition 
d’exprimer le rayon de Stokes en A et de prendre pour ‘i; la valeur 0.734 ml/g. 



258 S. DEMASSIEUX, J.-P. LACHANCE 
. 

coefficient de distribution est une fonction lineaire du logarithme du produit de f/f0 
par la racine cubique du poids moleculaire. Le coefficient de distribution est par con- 
sequent une fonction lineaire du logarithme du poids moleculaire pour une mdme 
valeur de f/f& I1 existe une famille de droites paralleles dans ce dernier systeme de 
coordonnees. A chacune de ces droites il correspond d’une manikre bi-univoque une 
seule valeur du rapport f/fo. 
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