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ku cours de nos 6tudes immunoehimiques sur le ] 
rqu6 la pr6sence de constituants antig6niques non si~ 
distincts des quatre prot6ines qui ont 6t~ jusqu'h n 

ms immunologiquement, ~t savoir, l'Ovalbumine, l 'Ov 
sozyme*. Ces constituants observ6s au moyen de la 
ffusion dans la g~lose forment deux groupes: le premi 
6cipit6 sp6cifique voisines, migrant tr~s lentement; o 
tard par rapport aux autres lignes et toujours tr6s p 
.ntig~ne. Le deuxi~me groupe, qui semble compos~ d' 
ment 8tre confondu avec la ou les lignes de la Conl 
[anc d'Oeuf total, il migre ~ la m~me vitesse. La dilu 
et il faut pour pouvoir les distinguer, fractionner le 13 

lcontrent en quantit6s appr~ciables dans les fraction., 
ins de 50% de saturation en sulfate d'arnmonium. 
;et ensemble de faits (migration lente, solubilit6 faible 
a fair penser que ces constituants sont des Ovoglobt 
~s moins 6tudi6es parmi les constituants du Blanc 

8% par analyse chimique; par 61ectrophor~se LONGS 
tence de trois Ovoglobulines G~, G2, Ga rep%sentant 

Conalbumine, car lors de l'6tu( 
dilution ne les dissocie pas nett 

Blanc d'Oeuf. Ces constituan 
;tions du Blanc d'Oeuf pr6cipit6 

dans le sulfate d'ammoniun 
lobulines. Les Ovoglobulines oi 

d'Oeuf. Elles en repr6sentel 
)NGSWORTH et coil) ont d6mont 

au total environ I1% (ult 
avec le Lysozyme). Ces auteurs pr~tendent obtenir G~ c t 
',s pure et, d 'autre part, un m~lange de G 1 et G a ne contenm 
'ec un tampon de pH 3.94 ~. 
anissant les donn6es expdrimentales chimiques et physiqu 
ues de l'autre, dtudier les Globulines de Blanc d'Oeuf 
; avoir caract6ris6es. 

MATI~RIEL ET MI~THOI)ES 

Blanc d 'Oeuf de Poule entier, et  de ses fractions purifi6es: 
don SORENSEN; fractionn~ su ivant  FRI~DERICQ l 
de selon BAIN ET DEOTSCHS; Lysozyme cristallis6, de chez Arrno 
pr6parat ions  d 'Ovoglobulines suivantes:  

?ri6t6s chinliques et phys iques  des prot6ines du Blanc d 'Oeuf p 
~lume 6 des Advances in Protein Chemistry. 

ment 
se rencontr 
k molns 

Cet 
n o u s  

~t6 les 
d e 6 ~ 8  
l'exis 
rieurement G 1 fut identifi6 avec 
est une euglobuline, k peu pr& 
pas de G 2 (par extraction avec 

Nous avons voulu, en r6umssani 
d'une part, et immunologiq 
essayer de les isoler apr~s les 

A ntigOnes 
Nous nous sommes  servis de 
Ovalbumine,  cristallisde selon 

DEUTSCH a, Conalbumine,  prdparde 
et Cie (Chicago) ; et  des diverses pre F 

* Une revue rdcente des pro F 
H. FEVOLD est publi6e dans le volt 
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IO % d 'Ovomucoide  et 5 % de Lysozyme. 

irps 
Les ant is6rums de lapin ont  6t6 d6j~ d6crits~, ~. Ce sont  des 
D), ant i-Ovoglobulines brutes  (AOG1) et comme r6f6rence le 
i-Conalbumine (ACA). 
~,e s6rum anti-Ovoglobulines a 6t6 d ' au t re  pa r t  6puis6 par  1'0 
1 s6rum et par  la Conalbumine:  avec 80o ~ et z m g  d 'azote 
1-CA). 

iques 
gous nous  sommes  servis des m~thodes suivantes:  
~. Electrophor~se selon TIS~LlOS ainsi que sur  papier  et s 
5que;  3. Pression osmot ique;  
i tative selon HEID~LB~RaER ~T K~NDALL6; b. precipitat ion 
~lous avons modifi6 la technique pr imit ivO,  v selon Ouchterlo 
ax r6actifs dans une boite de P~tri, de la fa~on suivante :  Not 
ose couMe sur  une plaque de verre des bassins rectangulaires i 

destines aux  diff~rentes pr6para t ions  antig6niques et des 
atre, soit au bord de la plaque destines au m61ange de g~lo 
m). Ce dispositif pr6sente plusieurs avantages :  une dispersi( 
ure localisation des lignes du pr6cipit6, ce qui facilite l e s c  
mt l 'int~r~t majeur  de la m6thode.  On r6alise enfin ainsi 1 

p e r m a n e n t  de l 'antig~ne, ce qui permet ,  du point  de r u e  

~n laissant  environ 5 m m  d'espace entre les bassins d'antig~ 
et de g~lose, et en m e t t a n t  l 'antig~ne en m~me temps  que 1 

ies cons t i t uan t s  antig~niques lourds, b. tr6s petite constante  d 
.que dans  la g61ose pure,  t o u s l e s  aut res  diffuseront peu 
t ' an t i s6rum et c 'est  1~ que los lignes se formeront  et se d6pla 

dans la pr6vision de l 'endroi t  de format ion de la ligne: 1 

IUtalres longs ez ezro~zs, olsposes parane  
bassins plus larges dispos6s, s( 

6lose et de l ' ant is6rum (dilu6 au 
)erslon moins grande des r6actifs, u 

comparaisons  et les identificatio 
les conditions les plus proches 

th6orique de supposer  constan 

ig&ne (liquide) et du m61ange d 'an  
l 'antis6rum, on pout  admet t re  q 
de diffusion formeront  un pr6cipJ 

peu, plus ou moins vite dans 
fiaceront. On sait que deux facte~ 

le r appor t  des concentrat ions d 
de diffusion. (Si les  concentrat ions sont  6quivalentes, l 'endroit  

t que du r appor t  des constantes  de diffusion). D 'au t re  part ,  si ] 
,~ d 'antig~nes diffusent ensemble et los deux lignes de pr6cipit~ 
liff6rencier en changeant  leurs concentrat ions respectives, c 'est-h-d 
ant  le m61ange en un cons t i tuant  donner, la. 
bilisation relative des ant icorps par  leur incorporat ion dans le 
~tion fine des antig~nes dont  les cons tantes  de diffusion sont  voisin 
as groupes d 'antig6ne migrent  ensemble, mais au fur et ~ mesu 
~etites diff6rences commencent /~  jouer et les lignes se s6parent. 

Rt~SULTATS EXPERIMENTAUX 

;l de TISI~LIUS 

es que dans nos 6tudes pr6c6dentes (2)) 

tiques (Fig. I) montrent qu'~ l'oppos6 des Ovoglobulin 

environ 
meille 
qui  sont  
l'exc~s 
la concentra t ion  en antigone. 

En  
s6rum 
souls les cons t i t uan t s  
sp6cifi, 
zone d ' an t i s6rum 
jouen t  
deux rdactifs et leurs  cons tan tes  
format ion de la ligne ne d6pend 
deux cons t i tuan t s  d 'un  m61ange 
confondent ,  il est possible de les diff6renci 
en enrichissant  ou en appauvr i s san t  

De plus, le fait de l ' immobil isat ion 
facilite ~ la longue une diff6renciation 
Au d6but  de la diffusion certains 
que la diffusion se poursui t ,  l e s t  

Electrophor~se dans l'appareil 
(m~mes conditions op6ratoires 

Les tracgs 61ectrophor6tk 
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~tenues ~ 5 ° % de sa tura t ion  en sulfate 
uliniques par  diverses m6thodes telles 
su ivant  LOr~GSWORTH), 2) 61ectrodialys~ 
ection ~ p H  4,5) s6paration 61ectroph~ 
r6se sur  papier.  Ces diverses fractions 

ni immunologiquement .  De plus, le ren( 
bulines sont  tr~s difficiles ~ 61iminer. Le 
turer  sensiblement  le produi t  et la r6cup 
f rac t ionnement  au sulfate d ' ammoniu  
(OG1 (I) et OG1 (3)) et de Blanc d'Oe 
(OG1 (3) 28%),  2 8 - 3 6 % :  (OG1 (I) 3 t 

5 ° % de sa tura t ion  en sulfate d ' a m m o n  
)G1 (3) 4 o %  et OG1 (3) > 40 %). 
lanc d 'Oeuf  artificiel, incomplet  (B1.C 
pures,  sans globulines: 7 ° % d 'Ovalbur  

s6rums : a 
les s6rums a 

)ar l 'Ovalbumine 
de Conalb 

sur  g61ose ; 
4. Techniques  immunologiques:  a. t 

sp6cifique 
chterlony consist 
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> 5o%); 

Ltution du 
Conalbu- 

)euf total  
ine (AOV) 

a v e c  2 m g  

de s6rum 

rifugation 
sp~cifique 

asion libre 
ne couche 
parall~le- 

soit 
¼ 

u n e  

tifications 
de 

constante  

&anti-  
ue 

~it6 
la 

facteurs 
des 
de 
les 
s e  

'est-~-dire 

gel 
V O l S l n e s .  

are 

lobulines 



~ OL(3)40%SO4Am2 suffisant pour  

m~me phfinom~ 
E T  F O S T E R  s lors 

-.. 2~om OOLO)>40%SO~ d 'Oeuf  pa r  l '~th 
difficile & s@are  
observ6 le m ~  
les f rac t ions  ins~ 

2 " 1 4 m  oOLO)so%sOaAm 2 propor t ion  de 
procher  ce qui  
dans  la # l o s e  c 

219m ~ N  OOL(3)>50% accompagne  la 
s u g # r e r  m~me 

~ sein du  B l a n c (  

3) Toreros d'61ectrophor~se 
nes n ' es t  pas  g 
donc pas  home 
pas encore d6te 
lines il se comp( 
mobil i t6s .  I1 peu 
lement  d6comp( 

• Trac~s ~lectrophor6tiques des diff~r- 
pr6parations d'Ovoglobulines et du 

a ' o e u I .  Le t race  ae la  court 
)hor~se cor respondan t  aux  Globul 

aussien.  Ce cons t i tuan t  n 'e  
,g~ne, mais  nous ne pouvo~ 

d6 te rminer  de combien  de Globl 
)ose, ni d6finir n e t t e m e n t  leu 

?cut s ' ag i r  de complexes  par t ie  
>os~s, don t  les cons t i t uan t s  I 

sont  pas  en t i~rement  l ibres.  

tescendante, 
,n phosphate 

Dans  le cas des f ract ions  r iches en gh 
bul ines  (28 ~ 36 ou 4o% de s a tu ra t i on  

: n e t t e m e n t  des bandes  co r re spondan t  ~ l 'Ova lbumine ,  au 
ae (ces 2 derni~res non s6par6es), alors que la bande  m6diar  
~s, d i spa ra i t  dans  les p r6para t ions  au del~ de 4 ° ou 5 o~, 
nmonium (Fig. 2). Apr~s l '61ectrophor~se, nous avons  61~ 
mploy6 les solut ions  ob tenues  comme antig~nes dans  1( 
,ons analys6es ainsi  se sont  r a r emen t  r6v616es pures,  mL, 
figre la  p remiere ;  les bandes  su ivan tes  con t iennent  u 
te  Globulines.  

associe la mig ra t ion  61ectrophor6tique et  la pr6cipi ta t io  

f 

Blanc d'oeuf 
243 m ~ art i f iciel 

Fig. I. 
entes  
Blanc d'Oeuf artificiel (fronti~re desc( 
temps indiqu6 en minutes) tampon phos t 

pH 7.6; force ionique o.2, isotonique. 

sulfate d ' ammon ium)  on voi t  
Globulines et  & la Conalbumine  
co r respondan t  aux  Globul ines  
de sa tu ra t ion  en sulfate  d ' a m m o n i u  
ces bandes  et  nous avons  em 
plaques  de # l o s e .  Les f rac t ions  

pa r t  l 'Ova lbumine  qui  mlgre 
m61ange de Conalbumine et  de 

Electrophor~se sur g~lose 9 

P a r  ce t te  m6thode  qui  

Bibliographie p. 223. 

ar  r appo r t  au Blanc d 'Oeuf  in i t ia  
fate d ' a m m o n i u m  sont  considfiral 

globul ines  et que la <lU~ 
so4Am 2 est sens ib lement  d iminu  

def t  de 40?'; de s a tu ra t  
mon ium ne cont iennent  
bulines. Le d i ag ramme  d 
ficiel incomple t  correspc 

s°4Am2 ment  5~ la f rac t ion du BI~ 
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' 4 : , , '  . . . . . . . . . .  1 . . . . .  
) )}  a) se t rouvent  

mine ct cclles 
d'elles (on fair 
se t rouve tout  

:. l~;lectrophorbse sur  papier  de deux prd- 
ions d 'Ovoglobulines:  OG1 4o% et OG1 
° b ( tampon vGronal p H  8. 3, force ionique 

O. I ) .  

;ur gdlose du Blanc d 'Oeuf total  et des fractions d 'Ovoglobulim 
~larqudes a et G1, l 'Ovalbumine OV, la Conalbumine CA. Dans  
nGlange de g6lose et de sdrum AOG1, en bas g6lose et le m~me sdru 

Fig. 3b les s~rums (anti-Ovoglobulines total  et dpuis6 par  le Bla 
ans les rainures en haut ,  au milieu et en bas de la plaque. L a d  

se rappor te  5. une ligne peu visible; la ligne visible est celle de 
). Dans  la Fig. 3a en bas la ligne CA est peu visible. 

Fig. 3a et 3b. Electrophor~ses sur 
Les lignes des Globulines sont  mar( 
Fig. 3a la bande du hau t  est un mGlan 
dpuis6 par  l 'Ovalbumine.  Dans  la 
d 'Oeuf  artificiel) sont  disposGs dans 
nominat ion  G1 (Fig. 3b en haut)  

conatbumine (CA). 

t ? i b l i o g r a p h i e  p .  2 2 3 .  

spdcifique, on diff~renc! 
plus ne t tement  que ] 
seule. Des experiences sl 
de Blanc d'Oeuf, de mi 
d 'Oeuf total, montrenl 
tence de deux group 
dont les mobilit~s ~lec 
tr/es voisines, mais qui, 
d 'une  mani~rc tr~"s diff 
vdlation" avec un anti= 
constatc  que les lignes 

bien enh 
de la Con 

fait souvent  
prSs du 

(Fig. 3). 

ophor~se 
fractions 
le Blanc 
t l 'exis- 
?bulines, 
ues sont 
diffusent 
?s la "r6- 
)pri6, on 
es (G1 et 
'Ovalbu- 
Lais l 'une 
te lignes) 
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lobulines. 
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um 
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• Courbes de prdcipitation spdcifique quant i ta t ive  du s6run 
Ovoglobulines (OG[ 36 ~}I o, OG[ 50 o:/o, OGI > 5 ° °:'o, OGIT) ( 

mg N ppt#/m! sdrum 
t5 

A:---- *x 

O,~OL 360/6 (NH~)2SO # 

~zote pr6cipit6 par  les Ovoglobulines OG1 36 ~o, OGI 4 ° ~o, OGI 
total  et 6puis6 par  le B1.O.A. La  eourbe A est une reconstructic 

et AOG1. la courbe B correspond au syst6me OG1 4O°/o + AO( 

obuliniques montre  ne t tement  l 'existence dans le Blar 
antiggniques autres que l 'Ovalbumine,  ]a Conalbumin 

le (Fig. 4) (ce Iait a d6jk fit: signal61, 10 mais les auteu 
;fi que ees const i tuants  puissent ~tre des Globulines). I i  e 
rude des courbes du Blanc d 'Oeuf  artificiel et des fractiol 
[e saturat ion en sul/ate d ' ammonium.  C'cst la fraction O( 

tO 

O.5 
I 
I 
t 
I 
! 

Fig. 5. Comparaison de t aux  d 'azote 
te B1.O.A. avec le s6rum AOGI total  
du syst6me pr6cipi tant  OG1 4 ° ~o 

fractions et prdparations globulink 
d 'Oeuf  de const i tuants  trbs 
l 'Ovomucoide et le Lysozyme 
amfricains n 'on t  pas envisage 

remarquer  la grande similitude 
prfcipit6es au deli~ de 5o°'0 de 
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u ~ L 

fraction "Ovoglobu 
confirme une fois 

Prdcipitation en mi 

La distinction 
globulines brutes 

• Plaque de g61ose. Comparaison de (Fig. 0). On voit 1 
; antig6nes: Blanc d 'oeuf total,  Ovo- e s t  en  troisi~me p( 
lines brutes,  Conalbumine (g deux rejoindre la Conal 
ntra t ions  diffdrentes), Ovalbumine  
t pr6para t ion  d 'Ovoglobulines Ge. d ' O v o g l o b u l i n e s  br  

stituant est donc 
6e par ce premier fractionnement. Dans la pr@arati~ 

par contre peu de ce consti- 
L. Les lignes restant pros des 
ns d'antig~ne correspondent ~ ~ 

dobulines de P.M. probablement 1 I 
"lev6, leur constante de diffusion 
beaucoup plus petite que celle 

mtres constituants. La teneur 
tiff6rentes pr6parations en ces 

9aratlon Ci 2 (suivant LONGSWORTI 

compa- 
bumine, 
Ovoglo- 
k l'anti- ~ '  I 
(Ces %- 1 ~ i 

,oRes de ' " 
mite on 

Fig. 7. Comparaison,  en boites de Pdtri, de divers 
pr6parat ions d 'Ovoglobulines et d 'Ovalbumine,  (le 
Conalbumine et de Blanc d 'Oeuf total avec le sdru 
anti-Ovoglobulines total et dpuisd par  l ' ( )valbumine 

la Conallmmine. 

tuant. 
bassins 
des Globulines de 
plus 61ev6. 
6tant 
des autres 
des diff~ 
constituants est sensiblement 
m~me. 

Les 4 figures suivantes (Fig. 7) 
montrent la composition de 
ques fractions globuliniques 
r6es ~ l'Ovalbumine, la Conalbumin 
le Blanc d'Oeuf total et les 
bulines brutes par rapport 
s6rum AOG1 total et 6puis6. 
actions sont faites dans les boites 
P6tri.) Dans la deuxiSme boite 

* La d6nominat ion a du cons t i tuan t  
d6cel6 par  des m6thodes imnmnochimi-  
ques ne pr6juge pas de son analogie avec 
l 'a-globuline du s6rum. 
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36% qui s'avt.re la plus ric 
buliniques L'@uisement du 
d'Oeuf artificiel enl6ve moi 
anticorps totaux (Fig. 5, co 

La comparaison des tau: 
Blanc d'Oeuf normal, des C 
et des Ovoglobulines 36 et 
anti-Ovoglobulines total et 
d'Oeuf artificiel montre qu 
les deux points est la plus 1 
B1.O.N. Fig. 5 { 2 et la F 

lobulines" Fi 
de plus 

Globulines de celle-ci. 
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lines lourdcs (jusqu'h 4 lignes), nc 
:rouvc Ires dans le Blanc d 'Oeuf 
,iel ct nc correspond done tt atlctllle 
t uatrc l~rot(ines ~[ui composent  
ci. 

cc l lh ' i / ' l t , / a l io l t  cl  p r c s s i o n  o s m o t i q u c  

fd tudc  (It' la sddimentat ion de la 
.ration d 'Ovoglobulines OG1 4O°o 
re l 'existence de deux cons t i tuants  : 
[ui reprdsente environ 85 it 90% 
tte pr@ara t ion ,  possd'de une con- 
e de sddimentat ion de 3.6 (celle de 
lbumine  est de 3.55) et un  deu- 
::, t r& lourd, dont  la constante  de 

~e premier  cons t i tuan t  correspond 
?mblablement  A un mflange  de 

;ulairc (lors des ul t racentr i fuga-  
du Blanc d 'Oeul  entier,  Y()ux(; 12 Fig. 8. Plaque d, 

'. de H. I;'EVOLI) d a l l s  AdT'alltt's t,l bul ines  es t  incorpo 
; ,  f'l~ . . . . . . .  " . . . .  t , c ,  . . . . .  ; . . . .  " ......... ,d,. de la plaque. Corn 

de gdlose. Le sdrum anti-Ovoal 
,or6 5 la gdlosc & la partie infdrieu 

,1 1311(' seuh' paraison de Blanc d'Oeuf tot~ 
artiticicl et de deux l)rdparations d'Ovoglobulin( 

es dc pression osmotique cffcctudes sur la m6me fractic 
ta t  en donnan t  une moyenne  de poids mohSeulaire d 'envirc  
e entre l 'Ovalbuin ine  (4o,ooo) et la Conalbumine (8o,oo( 
s t i tuan ts  de faible poids moldculaire (Ovomucoide et Lvs( 
s t i tuan ts  tflus lourds prdsents cn petites quanti tds.  

ION DES RI~SULTATS ET ('ONCI,USIONS 

ats rapport4s ici, se dggagent en faveur de la na ture  glob,  
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