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Fig. i. X-ray  pho tograph  of Sepia sperm at  98 % humidity.  Long axis of sperm heads horizontal.  
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M~THODE PERMETTANT L'I~TUDE CONJUGUI~E DES PROPRII~T]~S 

ELECTROPHORI~TIQUES ET IMMUNOCHIMIQUES D'UN MI~LANGE 

DE PROTt~INES. APPLICATION AU S]~RUM SANGUIN 

par  

P. G R A B A R  ETC.  A. W I L L I A M S  

Service de Chimie Microbienne, Institul Pasteur, Paris (France) 

Bien que l'61ectrophor~se soit une des m6thodes les plus douces pour  analyser  un m61ange de 
prot6ines, il n 'es t  pas exclu qu'elle entraine des alt6rations ou des dissociations des const i tuants  
naturels.  Les m~thodes immunochimiques  au coutraire ne font pas courir ce risque. Leur plus grande 
sensibilit6, d 'au t re  part ,  pe rmet  d'affirrner avec plus de certi tude que l'6lectrophor~se, l ' individualit6 
d 'une  prot6ine. C'est pourquoi  nous avons tent6 ~ la lois: i. de confirmer l 'individualit~ des consti- 
tuan t s  61ectrophor6tiques grace aux m6thodes immunochimiques ,  et 2. inversement,  de classer les 
cons t i tuants  d~celables immunoch imiquement  parmi  les fractions 61ectrophor6tiques d6finies par  leur 
vitesses de migration.  La m6thode qui suit a 6t6 61abor6e dans ce double but.  
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L'appareil lage que nous utilisons pour  effectuer une 61ectrophor~se dans un gel de g61ose est 
plus simple que celui de GORDON et al. 1, il ne comprend pas de r6frig6rant, et rappelle ceux qu 'on  
emploie pour  l'61ectrophor6se sur papier. On pr6pare un gel de g61ose ~ 3 % dans une solution t a mpon  
sur  une plaque de verre soigneusement nivel6e; des morceaux de papier-filtre part iel lem2nt inclus 
dans le gel assurent  sa jonction avec les vases contenant  des 61ectrodes en platine. Un courant  de 
la so lu t ion- tampon traverse ces vases pour  dviter des variat ions du pH. On a constatd qu 'avec  un 
t ampon  au v6ronal de pH -- 8 et de force ionique = o.o5 l'61ectroendosmose, que nous ne sonlmes 
pas encore arrivds g dviter compl&tement, est moins prononc~e. L'61ectrophor~se est faite dans une 
enceinte ferm6e, "a la tempera ture  ordinaire; dur6e 15-18 heures; environ i vol t /cm dans Ie gel: 
15-2o milliamp6res. 

Le produi t  "g analyser, ici du s6ruul hunlain normal dialysd contre le t ampon  choisi, est t11611ngd 
la g61ose g 4 °°  et versd dans une cuvette moul6e ou d6coup6e dans la plaque de g61ose (en A,  Fig. 2). 

Lorsque l'61ectrophor~se est termin6e on d{¢coupe 
dans cette plaque, parall~lement & la direction 
de la migration, une fente (B, Fig. 2) qu 'on  
remplit  du r~actif r6vdlateur, ici un s6runa de Fig. I 
Cheval ant iserum humain  tr&s riche en anticorps. 
Ces derniers en diffusant dans le gel prdcipitent 
avec leurs antig~nes homologues et forment  des v . . . . . . . .  
lignes de pr~cipit6s distinctes lorsqu'il  s 'agit  de 
compos6s diffdrents, comme clans la technique 
d'OUCHTERLONY ~, d6j/t utilis6e par  nous avec le 
mfime ant is6rum a. Des photographies  faites di- Fig. 2 
rectement  sur papier photographique  permet ten t  
de suivre le d~veloppement de ces pr6cipitations. 
La Fig. i est une photographie  obtenue apr~s 5 
jours de diffusion; Fig. 2 est un schdma du m6me . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
essai apr&s 1o jours. 

Dans  ces exp6riences nous avons pu consta ter  l 'existence, en ran t  que const i tuants  distincts, 
d 'au  moins: 3 ou 4 a-globulines, de 3 /~-globulines et peut-~tre m~me de deux fractions d 'albumine;  
d 'au t res  essais nous font penser  qu'il  y a pins d 'une 7-globuline. L 'analyse d6taillde des diagrammes 
61ectrophor~tiques obtenus  avec l 'appareillage de TISELIUS a ddjA sugg6r~ la possibilitd de l 'existence 
de plusieurs sous-fractions. Du fait que le sdrum hunlain normal  employ6 pour  l ' immunisat ion du 
Cheval n ' a  subi aucune manipulat ion,  nous pouvons  bien affirmer que la pr6sence d 'ant icorps  
diff6rents prouve l 'existence distincte de ces nombrenx  consti tuants.  Nous avons m6me des raisons 
de penser  que des const i tuants  suppl6mentaires,  quan t i t a t ivement  moins importants ,  pourra ient  6tre 
mis en 4vidence, et que ceux que nous ddcrivons pourraient  ~tre des "gronpes  de prot~ines" voisines 
lnais non identiques 4. 

Ces essais ne sont que prdlinlinaires et nous nous tendons compte tie la ndcessit6 de perfectionner 
nos techniques,  mais nous vondrions souligner les avantages  de cette mdthode qui permet  en une 
seule experience, avec tr~s peu de produi t  et un min imum possible d'altdration de son 4tat naturel, 
de relier entre elles deux propridt~s diff~rentes des prot6ines: charges et groupements  antig6niques. 
Cette m6thode peut  ~galement servir pour  vdrifier la puret~ d 'une prot6ine ou pour  6tudier des en- 
zymes (on autres  prot6ines actives), car dans de nombreux  cas il serait facile d'effectuer directeInent 
dans le gel des 6prenves de leur activit6 en remplagant  l 'emploi d 'un  immuns~rum (ou en le con> 
pl6tant) par  celui d 'une solution du substrat .  Des essais de ce genre sont envisag6s. 
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