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Dans  un note pr61iminaire 1 nous avons  d6crit  le pr incipe  d 'une  m6thode  qui p e r m e t  
d 'e f fec tuer  sur  un m~me pe t i t  6chant i l lon une s6para t ion  61ectrophor6tique et  des  
r6act ions immunochimiques .  Depuis  la publ ica t ion  de cet te  note,  de nombreuses  ex-  
p6rienees effectu6es avec cet te  m@hode nous ont  amen6 ~ r6aliser  quelques  perfec t ionne-  
men t s  et nous ont  permis  de nous rendre  compte  de son ut i l i t6  dans  l '6 tude de m61anges 
na tu re l s  de prot6ines  et, 6ventuel lement ,  de polyosides.  

L'un de nous a d6j~ insist6, dans une monographie ~", sur l'int6r6t que pr6sente pour l'6tude 
de l'homog6nNt6 de pr6parations de prot6ines, l'emploi d'au moins deux m6thodes bas6es sur des 
propri6t6s distinctes de ces prot6ines. 

C'est ainsi, par exemple, que dans le s4rum sanguin, grace ~ l'61ectrophor6se de Tis61ius on 
a pu distinguer d'abord quatre groupes de prot6ines (albumines, a, fl, et y-globulines), puis plusieurs 
sous-groupes. Enfin, on sait que ces sous-groupes eux-m6mes peuvent renfermer plusieurs prot6ines 
diffdrentes, puisqu'on peut y distinguer des activit6s diff6rentes (enzymatiques, anticorps, etc.) ou 
des complexes (avec des m6taux, des lipides, etc.). 

Pour  me t t r e  en 6vidence entre  deux prot6ines  des diff6renees, m6me tr~s 16g6res, 
les r6act ions immunoch imiques  pr6sentent  un int6r@ par t icul ier ,  car  leur sensibi l i t6 et  
leur sp6cificit6 sont bien plus grandes  que celles de la tr6s grande  major i t6  des r6act ions 
chimiques  ou des mesures  physiques .  C'est  pourquoi  les m6thodes  immunoch imiques  
ont  6t6 depuis  longtemps  mises en oeuvre pour  l ' ident i f ica t ion  des prot6ines,  mais  e 'es t  
su r tou t  grace aux 6tudes quan t i t a t i ve s  sur les r6act ions an t ig~ne-ant icorps  de l '6cole 
de He ide lberger  qu 'e l les  sont entr6es dans  l 'usage couran t  3. Au cours de ces derni6res 
ann6es des techniques  bas6es sur la p r6c ip i ta t ion  sp6cifique en mil ieu  g61ifi(#,s,6, 7 ont  
6t6 d6crites. Ces techniques  pe rme t t en t  le d6nombrement  et  dans  cer ta ines  condi t ions  
la compara i son  directe  s des diff6rents cons t i tuan t s  d ' un  m61ange. Cependant ,  lo rsqu 'on  
veut  d6finir un cons t i tuan t  d6cel6 pa r  une m6thode  immunoch imique ,  on rencont re  des 
difficult6s, 5 mo,ns) de poss6der des 6chanti l lons de corps purs.  Ainsi,  lo r squ 'on  a essay6 
de comparer ,  pa r  la m~thode  d'OuCHTERLONY, des f ract ions des prot~ides  du  s6rum 
obtenues  pa r  re largage ou par  p r6c ip i ta t ion  ~ l 'a lcool ,  on a pu  i d e n t i f e r  eer ta ines  l ignes 
de pr6c ip i ta t ion  grace it des 6chanti l lons assez purs,  t and i s  que les au t res  ne p o u v a i e n t  
pas  ~tre d6finies s. Dans  un t r ava i l  plus r6cent,  O~DIN" u t i l i san t  sa technique  en tubes  

* Bours i e r  de la Fonda t ion  fran~aise \ V a k s m a n  en I952/53 et  du Un i t ed  S ta tes  Publ ic  H e a l t h  
Service en 1953/54. Adresse ac tue l le :  Car lsberg Labo ra to r ium.  Copenhague.  D a n e m a r k .  Une pa r t i e  
de ce t r a v a i l  a figur6 dans  sa thhse de Doc to ra t  (Ph. D) de l 'Univers i t6  Rutgers ,  I~ta ts-Unis  d 'Am6r ique .  
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et 6galement des fractions obtenues par relargage s'est heurt~/t la m~me difficult& Or, 
il est dvident qu'une d~finition par une propri~t6 physique, comme par exemple la 
mobilit6 blectrophor&ique, est plus avantageuse qu'un nom donn6 5. la suite d'un 
fractionnement quelconque. 

C'est pour pallier cet inconv6nient que nous avons cherch6 ~ mettre au point une 
m6thode qui permet de d~finir les constituants d'un m61ange par leur vitesse de migration 
~dectrophor6tique et de les mettre en 6vidence par la r6action de pr6cipitation sp6cifique 
/t l'aide d'immuns@ums convenables. Cette m(~thode consiste ~ effectuer une 61ectro- 
phoff~se du mdlange dans un gel de gdlose et ~t faire diffuser ensuite, perpendiculairement 
h l'axe de migration 61ectrophor6tique l'immuns6rum. Chaque constituant donnant une 
fine bande de prdcipit( ' avec l'anticorps correspondant, on peut le d6finir par son em- 
placement sur l'axe de migration, tandis que le nombre de lignes de pr6cipitation permet 
de savoir le hombre minimum de composants du m61ange initial. 

DESCRIPTION DE LA MI~THODE 

Quatre dtapes peuvent ~tre distingu6es: pr6paration des plaques de g61ose dans 
lesquelles on introduit te produit "/ analyser; 61ectrophor~se dans la g61ose' r6action de 
pr6cipitation sp6eifique" enregistrement des r6sultats. 

Pr@aralion des gels 
(a) La g¢:lose et sa purification. I1 est 6vident que la gt~.lose choisie dolt fournir d 'une par t  des 

gels consistants,  et ceci ~ des concentrat ions aussi basses que possible, et, d 'aut re  part ,  des gels 
translucides. I1 faut  done utiliser des gdloses purifit~es et n ' ayan t  pas dtd t rop d6graddes, par  exemple 
par  de nolnbreux  chauffages, et pr6parer d 'avance une certaine quantitt~ de gt~lose afin d'dviter de 
16g~res var iat ions des propridtds de Ia g61ose d 'une pr6parat ion ~ une autre. 

Pra t iquement ,  nous proc6dons de la mani6re suivante.  Quand nous par tons  d 'une g61ose purifi6e 
du commerce (par exemple, une g61ose purifi6e en paillettes ou du Bacto- \ga r  de la marque  Difeo), 
nous la dissolvons ~t chaud, la filtrons, la laissons se prendre en gel, qui, ddcoupd en petits cubes, 
est soumis ~ un lavage prolongd (au moins 4 8 heures) dans de l 'eau distill6e qu 'on  change souvent.  
On peut  ~}ventuellement effectuer ce lavage directement  sur le produi t  commercial et 6viter la 
filtration, s ice  dernier est purifid convenablement ;  dans ce cas on peut  jeter le fond du gel qui contient 
souvent  diverses particules ou poussi6res. Cette simple purification est g6n4ralement suflisante. Une 
d6terminat ion du poids sec du produi t  permet  de calculer la quant i td  de la g61ose lavde ou du gel 
purifid 5. prdlever pour  le fondre dans un volume convenable de la so lu t ion- tampon choisie afin 
d 'ob ten i r  les concentrat ions finales en gdlose et en t ampon  qu 'on  se propose d'utiliser. D 'une  mani6re 
gdn6rale nous avons eu de bons rdsultats en uti l isant des concentrat ions finales en gdlose de 1. 5 

2%. Des concentrat ions  plus faibles about issent  it des gels t rop mous et il est dvident qu 'on n 'a  
aucun intdr6t ~ utiliser des concentrat ions t rop ~}levdes. Afin d'dviter la d6gradation de la g6lose 
par  des chauffages r6p6t6s, nous prdparons darts des petits ballons des port ions de gdlose tamponn6e 
juste  sultisantes pour  faire un hombre  ddtermind de plaques de gdlose. 

Jusqu '~  prdsent, nous n ' avons  pas trouv6 parmi  les autres substances gdlifiantes (gdlatine, silice, 
pectine, etc) de produi t  qui rdunit  toutes les qualitds requises. 

(b) Pr*r.paratiou des plaques. Pour avoir un gel aussi uniforme que possible, il est prdfdrable 
d'util iser des solutions de g61ose tr6s chaudes et enti~rement fondues. Comme suppor t  du gel nous 
utilisons des plaques de verre photographique  (13 x 18 cm), prdalablement  lavdes trbs soigneusement 
et recouvertes  d 'une  tr~s mince couche de gdlose s4ch6e* (on peut  r6aliser cette touche avec une 
solution tr6s dilu6e de g61ose qu 'on  distribue uni formdment  et qu 'on  laisse ensuite s4cher /t l 'dtuve) 
GrAce ~ cette precaution,  le gel s 'a t tache mieux au verre. 

Pour  obtenir  un gel d 'dpaisseur uniforme (nous utilisons gdndralement des gels de 3 ou 4 mm 
d'6paisseur),  il faut que les plaques de verre soient bien horizontales, l.e moyen le plus simple (voir 
Fig. i) de le rdaliser est de placer ces plaques sur  une touche de gdlose refroidie dans des cuvettes 
plates de dimensions approprides. Nous pla~:ons ensuite sur les deux bouts  des plaques en verre 
des bandes de papier-filtre 6pais qui serviront  ensuite de jonction entre le gel et les vases-~lectrodes; 
pour  que cette jonction soil etlicace il faut que ces bandes de papier soient incluses clans le gel qui 
recouvre les plaques de verre; de plus, il faut que le papier qui ddpasse le verre soil recouvert  d 'une 

* Comme on le fait lorsque l 'on emp[oi des tubes ~. 
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couche uniforme de g61ose. Une fois ces bandes de papier en place, nous versons la gdlose chaude 
et laissons le gel se prendre. Lorsqu' i l  est solide, nous d4coupons un peti t  t rou ~ l 'emporte-pi~ee dans 
la plaque de gdlose, nous y introduisons le produi t  /~ analyser, soit sous forme de solution liquide, 
soit, mieux, m41ang6 ~ de la gdlose fondue ~ une concentrat ion telle que le m41ange final air la m6me 
concentrat ion en gdlose que tou t  le gel. 

Fig. t. Pr4parat ion des plaques de g41ose. 

L ' dlectrophor(~se 

(a) Le dispositif que nous avons adopt6 est voisin de celui qu 'on  utilise dans l 'dlectrophor~se 
sur  papier et de celui d6crit par  GORDON et ses col lab)  ° pour  l'61ectrophor~se en g61ose. La Fig. 2 
repr4sente le dispositif employ4: la plaque de verre recouverte du gel est placde sur deux cuvettes  
en mati~re plast ique qui servent  de vases-41ectrodes. Les morceaux de papier-filtre plongent  dans 
ces cuvettes,  t in  courant  lent de la so lu t ion- tampon t raverse  ces cuvettes  et assure la stabilitd du pH. 
Les 41ectrodes sont  constitu4es par  du fil de platine tendu sur  des plaques en mati~re plastique. 

(b) Le courant Olectrique est fourni g6n4ralement par  un redresseur- t ransformateur .  I1 est ~vident 
que l 'on a int(-r~t "& raccourcir le t emps  d'dlectrophor6se pour  4viter une t rop grande diffusion libre 
des cons t i tuants  du m41ange ~ analyser. On est done amend ~ utiliser un voltage ~levd. On est cepen- 
dan t  limit4 par  l'effet thermique  engendr4 par  le passage du courant ,  qui d@end naturel lement  
de la conductivit4 de la so lu t ion- tampon qui imbibe le gel de g41ose. Avec les solutions que nous 
avons choisies (voir ci-dessous), un potentiel  de 3 a 4 volts /cm permet  d 'obtenir  un t r anspor t  des 
prot4ines suffisant en 4 h eures. Dans  ces conditions on a de 4 ° it 5 ° mA par  phtque de g41ose de 
13 )," 18 cm suivant  l '@aisseur  du gel et la solution t a m p o n  utilisde (avec un amp4rage plus 41ev4, 
l'effet thermique devient g6nant). II faut  noter  qu 'une  assez forte chute de potentiel  est provoqu4e 
par  les morceaux de papier-filtre, qui servent  de jonction entre le gel et les vases ~ 61ectrodes, s'ils 
ne sont  pas recouverts  d 'une  eouche de g41ose; il est done prdf6rable de mesurer  le potentiel  aux 
bouts  du gel pour  se rendre compte du voltage utile. 

(c) Le choix des solutions-tampons est conditionn6, par  le pH auquel on veut  effectuer l'41ectro- 
phorbse. Leur concentrat ion dolt 6tre suffisante pour  assurer la constance du pH et pas t rop 61ev4e 
afin d ' fv i te r  les effets thermiques  avec le courant  employ6 qui engendreraient  une 6vaporation,  done 
des modifications des concentrat ions ~ l ' int6rieur du gel, et parfois des cassures du gel. 

Diverses expdriences nous ont  montr4 que des solu t ions- tampons  de force ionique o.o 5 permet-  
tent  d 'obtenir  de bons r~sultats. Dans  la p lupar t  des recherches effectu4es jusqu '~  main tenant ,  nous 
avons utilis4 des solutions de v6ronal sodique, dont  le p H  a 6t6 ajust6 ~ 8.2 par  du HCI*. Une solution- 
m~re de concentrat ion double est utilis4e pour  pr4parer des solutions de g41ose ayan t  la m~me teneur  
en t ampon  que la solution qui baigne les dlectrodes. 

(d) La tempdrature it laquelle est effectu4e l'61ectrophor~se a cer ta inement  une influence, lnais 
l 'exp6rience montre  que l 'on peut  obtenir  de bons r~sultats m6me en op4rant  it la temp4ra ture  du 
laboratoire, sans pr6cautions sp4ciales. Des essais de rdfrigdration des plaques pendan t  l'dlectro- 
phor~se n 'on t  pas amdliord les r~sultats. 

L 'dchauffement  du gel par  le passage du courant  dlectrique provoque une certaine dvaporation,  

* V4ronal sodique o.i N 77 ° ml; HC1 o.i N 23o ml. 
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mais il ne semble pas qu'elle soit n6faste. Nous nous proposons d 'essayer des dispositifs diff6rents 
pour  r6duire cet effet. L 'adjonct ion de glyc6rine au gel et X la solut ion- tampon,  en d iminuant  tr6s 
sensiblement  la conductivit6 du milieu a aussi ralenti la migrat ion dlectrophor6tique des prot6ines; 
dans ces conditions on est oblig6 d ' augmente r  proport ionnel lement  le temps  de l'41ectrophorbse, ce 
qui n 'es t  pas avantageux.  

Fig. 2. Dispositif d%lectrophorbse. 

(e) Le lemps n6cessaire pour  disperser les diff6rents const i tuants  d 'un mdlange ddpend 6videm- 
men t  des ditt6rences entre les mobilit6s des composds du mdlange dans les conditions o6 l'on s 'est  
placd: pH, potentiel  dlectrique, tempdrature .  Lorsque le m61ange est complexe on a avantage it 
prolonger l'61ectrophor6se un temps  suffisant t)our obtenir  une meilleure dispersion des const i tuants  
ayan t  des vitesses de migrat ion voisines. 

En somme, les conditions dans lesquelles on peut  obtenir  les r6sultats ddsirds doivent 6tre 
prdcis6es dans chaque cas particulier, en tenant  compte de ce qui vient d'dtre dit, c'est-~t-dire en 
t / tchant  d 'avoir  une diffdrence de potentiel  aussi dlevde que possible sans provoquer  t rop d'dchauffe- 
inent et une concentrat ion en solution tampon suffisante pour dviter des modifications du I)H. 

l,a r/action de prdcipitalion 
(a) Les immunsdrums doivent  6tre fl,rtement prdcipitants et contenir  des anticorps envers tous 

les cons t i tuants  antig6niques du mdlange. Dans  le cas de mdlanges peu connus, il est donc utile 
d ' hype r immunise r  les an imaux  donneurs  du sSrum et de faire des essais 1)r61iminaires sur les sdrums 
individuels, car il est fr6quent que les an imaux  rdagissent fort diff6remment k l ' immunisation.  

(b) La rdaction de prdcit)itation est plus compl6te au pH neztlre; il est donc t)rdl'(~rable de ramener  
le p H  du gel /~ la neutralitd, si l 'dtectrophor6se a 6t6 faite "~ un pH ne t tement  diffdrent. :\ cet effet, 
nous plongeons les plaques recouvertes du gel, apr~s l'61ectrophorbse dans un bain constitu6 par une 
solut ion- tampon,  par  exemple, de phost)hates de pH 7 "~ 7.4 et isotonique. 

(c) Pour faire rFagir l ' immunsdrum deux t)rocdd6s diffdrents se sont  rdvdlds pussibles. Ou bien 
on verse le s6ruln darts des cuvettes  allongdes formdes dans le gel. A cet effet lors du coulage de la 
g61ose sur  les plaques en verre on d6pose deux baguet tes  de verre parallblement ~ l 'axe de migration 
61ectrophor6tique et 8 une distance convenable et constante  (afin d'ol)tenir des r6sultats comparables) 
du t rou central  qui ; err ~ verser l%ehantillon ~ dtudier. Lorsqu 'on enlbve ces baguettes, leurs em- 
preintes forment  des cuvet tes  r6gulibres. 

On peut,  d 'au t re  part ,  faire couler des l)andes de gdlose contenant  l ' i m m u n s d r u m . . \  cet effet, 
une fois l '6lectrophorbse termin6e on ddeoupe dans le gel initial des bandes parallbles /t l 'axe de 
migrat ion 61ectrophordtique et on coule/ t  leur place l ' immuns6rum m61ang6 8 de la g61ose fondue. 

Lorsqu 'on  utilise l ' immuns6rum iiquide, la diffusion des anticorps est plus rapide et de ce fait 
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les prdcipitds spdcifiques a p p a r a i s s e n t  p lus  vite. P a r  contre ,  lorsque l ' i m m u n s 6 r u m  est  g61ifi6 et  q u ' o n  
arr ive "X r~aliser une  par fa i te  jonc t ion  en t re  le gel init ial  e t  l ' i m m u n s ~ r u m  gdlifi6, la diffusion des 
an t i co rps  semble  ~tre p lus  r6guli6re et l ' ensemble  se conserve  trbs l ong temps ;  on peu t  ainsi  observer  
f ac i l ement  l '6volut ion des pr6cipi ta t ions ,  m 6 m e  lorsqu 'e l les  son t  ta rd ives ,  

Les quan t i t 6 s  d ' i m m u n s 6 r u m  /~ employer  do iven t  Otre choisis en fonct ion  des quan t i t d s  du  
p rodu i t  analys6 de mani6re  ~ avoir  des propor t ions  auss i  vois ines  que  possible de la zone d '~quiva lence  
de  la rdact ion de prdcip i ta t ion  spdcifique. Ceci est  pa r t i eu l i~ rement  i m p o r t a n t  lo r squ 'on  uti l ise un  
i m m u n s 6 r u m  de cheva l  qui  ne donne  des pr6cipit6s avec les an t igbnes  protdiques  que  dans  une  zone 
res t re in te  de r appor t s  an t ig~ne/ant icorps .  

Lo r squ ' on  6tudie des mdlanges,  il es t  uti le de faire p lus ieurs  essais en u t i l i san t  des quan t i t d s  
di t fdrentes  du  produi t ,  car  les zones d 'dqu iva lence  des d ivers  c o n s t i t u a n t s  p e u v e n t  ~tre assez d is tan tes .  

De plus,  il p e u t  ~tre ut i le  de faire r6agir  deux  s6 rums  diff6rents des deux  c6t6s du  gel, ou m~me,  
pour  p%ciser  une  ligne de pr6cip i ta t ion  particuli6re,  u n  troisi~me i m m u n s 6 r u m ,  en l ' i n t rodu i san t  
d a n s  un  t rou  supp ldmen ta i r e  que l 'on fair dans  le gel n .  

(d) Le temps n6cessaire pour  que  la rdact ion se produise  d6pend  de la concen t r a t ion  des r6actifs 
(ant igbnes e t  ant icorps)  et  de la d i s tance  ~ laquelie on les dispose.  Gfindralement,  en p l a~an t  l ' i m m u n -  
sd rum ~ une  d i s tance  de ~o m m  du bord du t rou  o~ l 'on i n t rodu i t  l '6chant i l lon  ~t analyser ,  on p e u t  
observer  les premieres  lignes de prec ip i ta t ion  sp~cifique au b o u t  de 2 4 h lo r squ 'on  uti l ise l ' i i nmun-  
sdrum liquide, t and i s  q u ' a v e c  ce s~rum inclus dans  la g61ose, l ' appar i t ion  es t  retard6e.  Mais il f au t  
prolonger  les observa t ions ,  pu i sque  des lignes co r r e spondan t  a u x  eompos6s  mineur s  (ou aux  impuret6s)  
a p p a r a i s s e n t  parfois  trbs t a r d i v e m e n t .  

P e n d a n t  t o u t  le t e m p s  du ddve l oppemen t  des pr6cipi ta t ions  sp~cifiques il f au t  conserver  les 
p laques  dans  des " c h a m b r e s  h u m i d e s "  et ~ t e m p d r a t u r e  cons tan te ,  ou t ou t  au  moins  ~t l 'abri  de 
va r ia t ions  b rusques  de t emp6ra tu re .  

Pour  ~viter des croissances  microb iennes  nous  a jou tons  /~ t ous  les p rodu i t s  e t  ~ la g6lose un  
an t i s ep t ique  ( l 'd thyl -mercur i - th iosa l icy la te  de sod ium /~ ~ pour  5 ou ~o,ooo) et nous  dtalons,  de t e m p s  
en t emps ,  cet an t i s ep t ique  /~ la surface  du gel. De plus,  la " c h a m b r e  h u m i d e "  est  badigeonn6e  avec  
du  tolu6ne et  avec une  solut ion 6 tendue  de CuSO~ pour  dviter  les mois issures ,  

Enregistrement des r~sultats 
La t e chn ique  la p lus  s imple  consis te  k faire des pho tog raph ie s  par  superpos i t ion  directe de la 

p laque  avec le gel ~ du papier  p h o t o g r a p h i q u e  dur  ou /~ des films ~ fort  cont ras te .  Pour  dviter  la 
r eproduc t ion  p h o t o g r a p h i q u e  des irrdgulari t6s de la surface  du gel on effectue les pho tog raph ie s  
en  i m m e r g e a n t  le papier  p h o t o g r a p h i q u e  et  le gel dans  de l ' eau (solution physiologique) .  

INTERPRI~TATION DES RESULTaTS 

La sp&ifieit6 6troite des r6actions immunochimiques, et particuli~rement celles o4 
l'antig~ne est une pro%ine, permet de pr6voir que dans un m61ange d'antig6nes chaque 
constituant r6agira ind@endamment  avee l 'antieorps correspondant. On doit cependant 
envisager ~galement l '6ventualit6 de %actions crois6es. Sous l'effet du champ 61eetrique 
les diff6rents constituants du m61ange initial vont se d@lacer dans le gel et ~ la fin de 
l'61eetrophor~se ils se trouvent k des endroits diff6rents suivant leurs mobilit6s; l 'espaee 
qu'ils occupent dans le gel doit avoir un volume 16g~rement sup6rieur ~ eetui du trou 
initial dans lequel on d6pose le produit ~t analyser, car pendant le temps d'61ectrophor&e 
ils ont aussi la possibilit6 de diffuser librement. Ils continuent ensuite de diffuser dans le 
gel dans toutes les directions (Fig. 3). Les anticorps, de leur c6%, diffusent perpen- 
diculairement ~ l 'axe de migration 61eetrophor6tique. La pr6cipitation sp6cifique ayant  
lieu lorsque les antig~nes et les anticorps se trouvent en proportion convenable, il est 
6vident que les pr6cipitds qui prennent naissance formeront des arcs d 'un ellipsoide 
r~gulier. Inversement,  s ice  pr6cipitd ne forme pas un are r6gulier on peut en conclure 
que la substance en cause ne poss~de pas une dispersion uniforme des mobilitfis 61ectro- 
phordtiques. 

Le nombre de bandes de pr6cipitation ind@endantes permet de savoir le nombre 
minimum d'antig~nes diff6rents pr6sents dans le m61ange, si l ' immuns6rum utilis6 
renferme des anticorps envers tous ces antig~nes (w~ir plus bas), tandis que la position 
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de ces bandes  permet  de d6finir ces antigC~nes pa r  leurs mobil i tds  61ectrophor6tiques 
relat ives.  I, orsqu 'on poss~de un des cons t i tuan t s  du m61ange 5- l't~tat purifi~ on peut  
faci lement  i d e n t i f e r  la bande  de prec ip i ta t ion  qui lui correspond soit en absorban t  les 
an t icorps  cor respondants  dans  l ' immuns6rum employd,  ce qui fair d i spara l t re  Ia bande  
en quest ion,  soit en enr ichissant  le m61ange dtudfi! pa r  ce composd, ce qui modifie la 
bande  de pr6cipit6 sp~cifique cor respondante  par  r appor t  ~l un essai t(,moin. 

C 
l( 0 a'2 ~t 

0 I 2 3 4 5 6 7 8 

cm~/voll/sec x 10-s 

Fig. 3. Comparaison entre diverses mdthodes d'~lectrophorbse..\, photo d'une expdrience d'analyse 
immuno-~lectrophordtique d'un s6rum humain normal. A'-sch6ma expliquant la fl~rmation des lignes 
de prdcipitation sp6cifique: B. Electrophor6se sur papier, et C. Electrophorbse ela milieu liquide du 

mdme sdrum humain darts le mdme tampon. 

Dans son &a t  actuel ,  la mdthode  n 'es t  pas  quan t i t a t ive ,  mais en faisant  des essais 
avec des quantit~,s diff~rentes du m~lange 5- analyser ,  on arr ive "~ fixer les l imites  des 
d i lu t ions  o/1 cer ta ines  l ignes de prdcipi ta t ion  dispara issent .  Pour  quelques prot~ines 
purifi6es du s~rum et avec un immuns6rum de cheval  nous avons t rouvd une l imi te  de 
sensibilit(,  de l 'ordre  de 3 5_ IO/zg  12, 

Le pr incipal  inconvenient  de la m6thode,  comme d 'a i l leurs  de tou tes  les m6thodes  
immunologiques ,  e 'es t  la difficult(, de p r @ a r e r  des immunsdrums ident iques .  Clmque 
an imal  r6agit  dif f~remment  et le cas n 'es t  pas rare qu 'un  an imal  ne forme pas d ' an t i co rps  
envers  un ou plusieurs  cons t i tuan t s  du m~lange. II est donc pr6f5rable d ' essayer  plusieurs  
s6rums diff6rents lorsqu 'on veut  d6nombrer  les cons t i tnan t s  d ' un  mdlange et m6me 
dans  ce cas on ne peut  pas affirmer avec cer t i tude  qu ' i l  n 'ex is te  pas dans le m(dange 
~tudi6 des cons t i tuan t s  (en faible p ropor t ion  ou mauva i s  antigt~nes) pour  lesquels les 
an imaux  n 'on t  pas form~ d ' an t i co rps  ou senlement  des ant icorps  non-pr(~eipitants. Nous 
avons aussi constat6 qu 'au  cours d 'une  conservat ion  trd's prolongde (t)hls de deux ans) 
la concent ra t ion  des ant icorps  envers  cer ta ins  cons t i tuan t s  d ' un  m61ange semble d iminuer  
plus r ap idemen t  que d 'au t res .  
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Un autre inconv6nient de la mdthode est l ' importance de l'dlectroendosmose. Dans 
l 'dtat actuel de la mdthode nous observons un d@lacement par dlectroendosmose des 
constituants immobiles presque aussi important  que le transport  dlectrophorfitique de 
la s6rumalbumine (pH = 8.2 ; tampon au v6ronal de force ionique o.o5). Jusqu'A pr6sent 
nous ne sommes pas arriv6s 5, t rouver un moyen simple pour diminuer cet effet. On peut 
cependant ajouter que le but principal, la dispersion r6guti~re dans des conditions 
choisies des constituants d 'un m61ange par 61ectrophor~se, ne devrait pas 6tre en cause 
si on admet (ee qui n 'a  pas encore dt6 prouv6) que toutes les substances sont entrain6es 
d 'une mani6re identique par le d@lacement du liquide par 61ectroendosmose. Pour le 
moment,  nous nous limitons 5 tenir compte de l'existence de l'61ectroendosmose et pour 
cela nous pla~ons l'dchantillon ~ examiner dans le gel de telle fa~on que malgr~ l'61ectro- 
endosmose tousles constituants du m61ange soient pr6sents dans le gel ~ la fin de l'6lectro- 
phorbse, et 5 des distances suffisantes les uns des autres. 

I1 est 6vident que la rdgularitd des r('~sultats d@end aussi de l'uniformitd du gel 
et de la non-intervention de la g61ose. Nous savons que tout au moins dans certains 
cas 13 des constituants de la g6lose peuvent rdagir avec des sdrums. Mais, d'une part,  
nous n 'avons pas trouv~ de substances pouvant  remplacer avantageusement la gdlose et, 
d 'autre  part,  nous la nettoyons soigneusement et 6vitons de la chauffer ~ plusieurs 
reprises. Or, il semble que les substances qui rdagissent avec le s6rum apparaissent 
surtout  lorsqu'on soumet la g61ose ~ un chauffage ~ l 'autoclave 13. En fait, nous avons 
observ6 dans le cas des ~-globulines un ralentissement qui pourrait 6tre interpr6td par  
une r6action avec la g6lose bien que les diff6rences de mobilit~s 61ectrophor~tiques 
soient dues en majeure partie aux propri6t6s dlectroehimiques des ~,-globulines 12. 

Malgr6 ces quelques inconvdnients, nous croyons que la mdthode pr6sente des 
avantages aussi bien par rapport  & l'61ectrophorbse classique que par rapport  aux 
rdactions immunologiques en milieu g61ifi& 

En effet, grace aux rdactions immunologiques sp6cifiques on peut distinguer des 
constituants d'un m61ange mfime si leurs mobilit6s sont identiques ou tr~s voisines, ce 
qui n 'est  pas possible avec les mdthodes dlectrophordthiques connues, particuli~rement 
lorsqu'il s 'agit de constituants pr6sents ~ une faible concentration. D'autre  part,  grgtce 

la dispersion des composants d'un m61ange par le champ ~lectrique, les bandes de 
pr6cipitation sont s@ar6es et il y a donc tr~s peu de chances pour qu'il y ait superposition 
de deux bandes, comme cela peut arriver lorsqu'on emploie les techniques de pr6cipi- 
tation en milieu gdlifiO 4. De ce fait, il est plus aisd de distinguer entre un dventuel 
d6doublement d'une bande de pr6cipitation 15 et la pr6sence de deux bandes distinctes: 
dans le premier cas, le d6doublement d6bute & la partie centrale de l 'arc de pr~cipitation, 
c'est-~-dire ~ l 'endroit off l 'dventuel excbs d'antig~ne peut intervenir plus rapidement. 
Par  contre, lorsqu'il y a deux prdcipit~s ind@endants,  leurs maxima n 'auront  g6ndrale- 
ment pas des positions identiques, par suite de diff6rences dans les migrations dlectro- 
phor6tiques. M6me si ces derni~res sont identiques, les bandes de pr6cipitation seront 
parall~des mais ind@endantes,  si les constantes de diffusion des substances dtudides ou 
les rapports  entre les quantitds respectives d'anticorps et d'antig~nes sont diff~rents. 

I1 est dvident que dans sont ~tat actuel cette mdthode reste partiellement empirique 
car certaines conditions n 'ont  pas encore 6td syst6matiquement dtudides. Ainsi, le r61e de 
la concentration, et de la constitution chimique de la g61ose, de m~me que les variations 
exp6rimentales du pH et la pr6sence de sels diff6rents peuvent avoir une grande im- 
portance et leur 6tude permet t ra  certainement l 'obtention de renseignements plus pr6cis, 
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s u r t o u t  e n  ce q u i  c o n e e r n e  les p o s i t i o n s  r e l a t i v e s  des  d i v e r s  c o n s t i t u a n t s  d e s  m d l a n g e s .  

Te l le  q u ' e l l e  es t ,  e e p e n d a n t ,  el le a ( ' t (  • u t i l i sde  a v e c  f r u i t  d a n s  d i v e r s e s  6 t u d e s  a, u ,  12, ~6, ,7, ~s. 

RFSUME 

On effectue d 'abord une 61ectrophorbse du produi t  "a dtudier dans un gel de gdlose h 1. 5 2 % 
dans un t ampon  v6ronal de I'/-' o.o 5 et avec une chute de potentiel de 3 4 V/cm dans le gel. 
On fail ensuite diffuser des imnlmlSdrums prdcipitants perpendiculairement  5o l 'axe de migration 
6lectrophordtique. Chaque cons t i tuant  du mdlange 6tudi6 donne une bande de prdcipitation spdcifique 
ind6pendante,  ce qui permet  de le distinguer grgce 5O sa spdcificitd imnmnologique et de le ddfinir 
par sa mobilitd dlectrophor6tique relative. 

l.es ddtails techniques sont  ddcrits et les possibilitds de la mdthode sont  discutds. 

SUMMARY 

Firstly, electrophoresis of the substance to be studied is carried out  in a ~-5 ' % agar gel in 
a veronal lmffer solution of F/2 = o.o 5 and with a drop in potential  of 3-4 V/cm in the gel. Then 
the precipitat ing immune  serunl is diffused perpendicularly to the electrophoretic nligration axis. 
Each const i tuent  of the mixture  studied gives an independent  specific precipitation band, which 
can be distinguished owing to its imnmnological  specificity and defined by its relative electrophoretic 
molfility. 

The technical details are described and the possibilities of the method discussed. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Man erzeugt zuerst  eiue Elektrophorese des zu studierenden Produktes  in eineln Gel yon 
i. 5 2 % Gelose in einem Veroimlpuffer von I'/2 -. o.o 5 mit einem Potentialabfall  yon 3 4 V/cm 
im Gel. Dann l/isst man  precipitierende h n m u n s e r a  senkrecht  zur elektrophoretischen Wanderungs-  
achse ditfundieren. Jede Komponen te  der studierten Mischung zeigt eine unabh/ingige spezifische 
Pr/icipitationsbande, welche gestat tet ,  sie zu unterscheiden dank ihrer immunologischen Spezificit/it 
nnd sie durch ihre relative elektrophoretische Beweglichkeit zu charakterisieren. 

Die technischen Einzelheiten sind beschrieben und die M6glichkeiten der Methode diskutiert.  
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