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P U R I F I C A T I O N  D E  L ' 0 V O M U C O I D E  P A R  

] ~ L E C T R O P H O R I ~ S E  D E  Z O N E  

M A R I A N  JUTISZ,  M A R I E  K A M I N S K I  ET J E A N  LEGAULT-DI~MARE 

Laboratoire de Chimie biologique de la Facult~ des Sciences, Paris, et Service de Chimie Microbienne 
de l'Institut Pasteur, Paris (France) 

Deux mdthodes permettent actuellement la prdparation de l'ovomucoide biologique- 
ment actif ~t l'dtat de puretd tr~s avanc6e: l'une est due ~ LINEWEAVER ET ~¢[URRAY 1, 
l'autre ~ FREDERICQ ET DEUTSCH 2. Ces mdthodes consistent l'une et rautre en 
l'dlimination des protdines dtrang~res accompagnant rovomucoide dans le blanc 
d'oeuf par prdcipitation k pH 3.5 en prdsence d'acide trichloracdtique. 

LINEWEAVER ET MURRAY 1, puis FREDERICQ ET DEUTSCH 2 a v a i e n t  ddj~. remarqu~ 
l'h6tdrogdnditd k l'dlectrophor~se de leurs prdparations. B I E R  et coll. 3 ont repris 
plus tard l'dtude 61ectrophor6tique ddtaillde de ces deux prdparations d'ovomucoide, 
et sont arrivds ~. la conclusion que ce que l'on consid~re en gdndral comme l'ovo- 
mucoide, serait en fait un complexe de prot6ines tr~s semblables, et dont les diffdrents 
constituants, tous douds d'activitd antitrypsique, ne prdsenteraient entre eux qu'une 
faible diffdrence, d'un groupe chargd en plus ou en moins par exemple. 
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I1 nous a paru essentiel, avant  d'aborder l'6tude de la structure chimique de 
l 'ovomucoide en relation avec son activit6 antitrypsique, de contr61er l'homog6n6it6 
des pr6parations pr6c6dentes, et, si possible, d'en parfaire la purification. Les m6thodes 
que nous avons utilis6es dans ce but se rat tachent  ~ l'61ectrophor~se de zone; elles 
nous ont permis de constater dans les 6chantillons d'ovomucoide pr6par6s dans 
diff6rents laboratoires et par nous-m~mes suivant les deux m6thodes cities ci-dessus, 
la p%sence, selon les cas, de deux ou plusieurs constituants, dont seulement un seul 
est dou6 d'activit6 antitrypsique. Nous proposons ici une m6thode de purification 
par 61ectrophor~se de zone en colonne, permettant  de traiter au d6part de 300 ~t 
500 mg d'ovomucoide. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Materiel 

Les p%parations suivantes d'ovomucoide ont 6t6 utilis6es: 
(I) P%paration selon LINEWEAVER ET MURRAY1: HF-p%parat ion fournie par  

le Dr. FRAENKEL-CONRAT, MJ-p%paration obtenue dans ce laboratoire. 
(2) P%paration selon I~'REDERICQ ET DEUTSCH2: LG-pr6paration obtenue au 

laboratoire par L. GORINI et constitu6e par la fraction I I  B, suivant le protocole 
de la m6thode, MK-p%paration obtenue par l 'un de nous, (MK), mais non fractionn6e 
par l'alcool (fraction II). 

La trypsine cristallis6e Worthington (USA), contenant 5o% de MgSO 4 a 6t6 
utilis6e. Les concentrations indiqu~es en trypsine correspondent ~ la prot6ine pure. 

La sdrumalbumine est la fraction V selon COHN ET EDSAL 4 du plasma de boeuf 
(Armour, Chicago, USA). 

Techniques 
Electrophor~se sur papier. Cet te  61ectrophor~se est  fa i te  selon les ind ica t ions  de MARKHAM ET 
SMITH s, sur pap ie r  W h a t m a n  3. 

Electrophor~se sur g~lose. On ut i l ise  la  t echn ique  d'URIEL ET SCHEIDEGGER 6 modifi~e pa r  
URIEL ET GRABAR 7. 

Immunodlectrophor~se. La t echn ique  est  celle de GRABAR ET V~rlLLIAMS 8. Sur une p l aque  de 
13 × 18 cm, on compare  s i m u l t a n ~ m e n t  q u a t r e  p r6para t ions  an t ig6n iques ;  elles son t  r6v6Mes, 
soit  pa r  deux  bandes  la t6rales  d ' un  m~me ant i s6rum,  soi t  pa r  qua t r e  bandes  clans le cas de deux  
a n t i s e r u m s  diff6rents. 

Les ant ig~nes  sont  employ~s /~ la concen t ra t ion  de 2%, o.15 ml  pa r  ana lyse ;  le s6rum est  
m61ang6 k la g61ose. 

Electrophor~se sur colonne de cellulose. La  t echn ique  ut i l is6e dans  ce t r a v a i l  es t  celle de 
FLODIN ET PORATH 9 clans sa modi f ica t ion  r6cente TM. 

La poudre  de cellulose est  pr6par6e selon les ind ica t ions  des auteurs ,  ~ p a r t i r  de 200 g de 
coton hydroph i l e  p h a r m a c e u t i q u e .  La  q u a n t i t 6  de s uppo r t  a insi  ob tenue  est  suff isante pour  le 
rempl i ssage  d ' une  colonne. La  colonne ut i l is6e pour  l '61ectrophor~se consis te  en un  tube  de p y r e x  
de 35 m m  de d iam~t re  e t  de 600 m m  de longueur ;  elle es t  rempl ie  avec le suppor t  sur  une h a u t e u r  
de 500 ram. 

Elution. A la fin de l '61ectrophor~se, la colonne est  instal l6e sur  un  col lecteur  de fractions,  et  on 
6iue les prot6ines  pa r  le t a m p o n  a y a n t  servi  pour  l '61ectrophor~se, ~ la  cadence de 3 ° m l  pa r  heure, 
en recue i l l an t  des f rac t ions  de 4 ml. 

Apr~s le l avage  au t ampon ,  ~ la  soude o .o i  N, ~ l ' eau  et  de nouveau  au t ampon ,  la mSme 
colonne resser t  pour  d ' a u t r e s  61ectrophor~ses. 

Les f rac t ions  de 4 ml  ainsi  recueil l ies  sont  analys~es pour  leur  con tenu  en prot6ines  pa r  
absorp t ion  X 280 in/* dans  un  pho tom~t re  Beckman ,  module DU. 

D~termination de l'activit~ antitrypsique. Cette  d6 t e rmina t i on  est  fa i te  par  la t e chn ique  de 
GORINI ET AUDRAIN u.  Les condi t ions  in i t ia les  ont  ~t6 16g&rement modifi6es pour  pouvo i r  doser  
de faibles quan t i t6s  d ' inh ib i teur .  

On r6alise A o ° nn m61ange de 2 ml d 'une  so lu t ion  de t ryps ine  ~k 4 ° /~g/ml dans  un  t a m p o n  
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bora te  0.05 M ;  p H  7.9; IO-~ M CaCI~ e t  de 2 ml  d ' u n e  solut ion d ' o v o m u c o i d e  dans  le m 6 m e  
t a m p o n .  On  a jou te  2. 5 ml  de ce m61ange g 12. 5 ml  d ' u n e  solut ion de s 6 r u m - a l b u m i n e  pr6par6e 
selon les ind ica t ions  des a u t e u r s  11 et  l 'on  por te  au  ba in -mar ie  ~ 37 °. Des pr61bvements  de 3 ml  
son t  fai ts  ~ in terval les  r6guliers de o A 24 m i n u t e s  (I minu te ,  8, 16 et  24 minu tes )  e t  vers~s d a n s  
5 ml  d ' u n e  solut ion ~ 5% d 'ac ide  t r ichlorac6t ique.  Aprbs  24 h de repos et  cent r i fuga t ion ,  on lit  
a u  spec t ropho tom~t r e  ~ 28o m/~ l ' absorp t ion  du su rnagean t .  

On  cons t ru i t  des droi tes  d o n t  les pen te s  son t  r ep r6sen ta t ives  de la vi tesse  d ' hyd ro ly se  d u  
subs t r a t ,  ce t te  vi tesse  ~ tan t  i n v e r s e m e n t  propor t ionnel le  A la quan t i t 6  d ' i nh ib i t eu r  ajout6.  I1 e s t  
possible  d ' in te rpoler  da ns  les lirnites de o ~ 80% d ' inh ib i t ion .  

D~finition de l'unit~ an~itrypsique. Nous  d~finissons ici l 'un i t6  d ' ac t ion  a n t i t r y p s i q u e  err 
p r e n a n t  c o m m e  s t a n d a r d  la t ryps ine  W o r t h i n g t o n  cristallis6e : une  uni t6  a n t i t r y p s i q u e  cor respond 
5~ la quan t i t 6  d ' ovomuco ide  qui, dans  les condi t ions  du dosage d6finies ci-dessus,  d i m i n u e  de 50% 
la v i tesse  d ' hyd ro ly se  du s u b s t r a t  pa r  50 #g  de cet te  t ryps ine .  

RI~SULTATS 

Electrophor~se sur papier 

Les conditions suivantes ont ~t6 utilis6es: tampon V6ronal sodique o.i M; pH 8.2; 
dur6e 6 heures; 6.5 V/cm. Dans une autre exp6rience on a employ6 le tampon ac6tate 
de sodium o.I M; pH 4.6; dur6e 14 h 30. La r6v61ation est faite au bleu de bromo- 
ph6nol. 

Une 61ectrophor~se pr6parative sur trois bandes de papier nous a permis, en 
partant de 20 mg d'une pr6paration d'ovomucoide, d'obtenir apr~s l'61ution des 
bandelettes contenant les produits s6par6s, des quantit6s de prot~ines suffisantes 
pour pouvoir doser l'azote et l'activit6. 

Trois pr6parations ont 6t~ examin6es: HF, MJ et LG. Dans tous les  cas on a 
constat6 la pr6sence d'au moins deux constituants r6agissant au bleu de bromoph6nol : 
l 'un migrant vers l'anode, l 'autre se d6pla~ant 16g~rement vers la cathode. Dans le 
cas de la pr6paration LG la pr6sence du constituant cathodique n'a pas pu ~tre 
constat~e avec certitude, par contre cet 6chantillon semblait contenir une faible 
quantit6 d'un deuxi~me constituant migrant vers l'anode un peu plus rapidement 
que le constituant principal. 

Un dosage approximatif k partir de la pr6paration MJ de l'activit6 antitrypsique 
dans les fractions obtenues par 61ectrophor~se pr6parative sur papier nous a montr6 
que seul le constituant migrant vers l'anode ~tait actif et qu'il 6tait enrichi par rapport 

l'ovomucoide initial. 

ElectrophorOse sur gdlose 

Tampon v6ronal sodique 0.025 M; pH 8.2; dur6e 5 heures; 4 V/cm. La r6v61ation 
est faite par une solution d'Amidoschwarz. 

Les produits suivants ont 6t~ examin6s: LG, MK, M J, et fraction C, provenant 
de la purification de la pr6parati0n MJ par 61ectrophor6se sur colonne. La Fig. I 
repr6sente une photographie de la plaque de g61ose r6v616e ~ l'Amidoschwarz. 

L'examen de la Fig. I appelle les remarques suivantes: (I) La pr6paration LG a 
donn6 une tache principale irr6guli~re et diffuse et une deuxi~me tache faible migrant 
vers l'anode et de mobilit6 sup6rieure k celle de l'ovalbumine, (2) la pr6paration MK 
forme deux taches, l'une ~ la hauteur de la tache principale voisine, l 'autre aussi 
intense et migrant vers l'anode, situ6e k l'emplacement de l'ovalbumine*. La forme 

* Darts d ' au t r e s  p r6para t ions  d 'ovomuco~de fai tes  darts des condi t ions  analogues ,  la t ache  de  
l ' impure t6  n ' a  pas  6t6 observ6e.  
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diffuse de cette derni~re tache indique que, s'il s 'agit lk de l 'ovalbumine, celle-ci dolt 
6tre d6natur6e, ce qui est confirm6 d'ailleurs par le fait que nous n'avons jamais 
observ6 par immuno61ectrophor~se la formation de lignes k cette hauteur avec des 
s6rums contenant des anticorps sp6cifiques anti-ovalbumine, (3) pr@aration M J:  
une tache principale aux contours diffus et irr6guliers, une languette de pr6cipit6 
situ6e vers le bord n6gatif du r6servoir d'origine, tr6s fortement color6e correspondant 
probablement au lysozyme ~, et enfin une tache faiblement color6e, migrant vers la 
cathode, (4) fraction C~ provenant de la purification par 61ectrophor~se sur colonne 
de la pr@aration MJ ne forme qu'une seule tache, pr6sentant une forme diffuse. 

Fig. i. Photographie de la plaque de g61ose 
r6v616e 5~ l 'amidoschwarz apr6s une 61ectro- 
phor6se dans le tampon v6ronal 0.02 5 M; pH 
8.2; 3 V/cm pendant 6h. De gauche ~ droite, 

pr6parations LG, MK, C~ et MJ. 

AOGI ABO AOG[ ABO AOGI AOG( 

I . + 

Fig. 2. Sch6ma des plaques d'immuno61ectro- 
phor6se (6 heures /~ 60 V) photographi6es apr6s 
trois jours. Antis6rums: Anti-blanc d'oeuf 
(ABO) ou anti-ovoglobulines (AOG1). Les diff6- 
rentespr@arat ions ont 6t6 dispos6es ~ l'en- 
droit marqu6 par un trait;  BO: blanc d'oeuf 

complet. Les symboles suivants ont 6t6 adopt6s pour d6signer les lignes : CA, conalbumine ; ill, f12, 
f13, globulines correspondantes. Ly; lysozyme; OM, ovomucoide; OV, ovalbumine. 

Immuno~lectrophor~se 
La Fig. 2 repr6sente le sch6ma des plaques photographi6es apr~s 3 jours de r6action 
avec l 'immuns6rum. La conduite de l'61ectrophor6se a 6t6 la m~me que dans la 
technique pr6c6dente. La r6v61ation a 6t6 faite avec l 'antis6rum anti-blanc d'oeuf 
ou anti-ovoglobulines. A titre de comparaison le blanc d'oeuf complet a 6t6 plac6 
dans le premier r6servoir. Les diff6rentes pr@arations ont mofitr6 les lignes suivantes : 
MK, une seule ligne correspondant par son emplacement k la ligne de l 'ovomucoide 
du blanc d'oeuf complet; HF, une ligne d'ovomuco~de et une autre correspondant 

la ~@obulinel~; LG, une ligne d'ovomucoide et une ligne dans la zone des /~- 
globulines, diff6rente des fl-globulines pr6sentes dans les pr@arations HF  et MJ 
(/31-globuline12). M J, une ligne d'ovomucoide, une ligne d'une/~-globuline (/3~-globuline 12) 
et une ligne d'une globuline identifi6e avec le lysozyme par "dissolution ~ la goutte"13; 
la pr6sence de lysozyme dans cette pr@aration se manifeste d 'autre part  par une 
pr6cipitation en languette sur le bord n6gatif du r6servoir 12. Cz (fraction provenant 
de la purification par 61ectrophor6se sur colonne de la pr@aration M J), une seule 
ligne correspondant k l'ovomucoide. D (une impuret6 provenant de la purification 
de la pr@aration MJ comme ci-dessus), une faible ligne de la /32-globuline et une, 
tr~s faible, du lysozyme. 

Electrophor~se sur colonne de cellulose 

Les diff6rentes 61ectrophor~ses ont 6t6 faites dans les tampons ac4tate o.I M; pH 6 
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OU pH 4"4' L'4chantillon ~ 6tudier correspondant & IOO-3OO mg de prot6ine est dissous 
dans quelques ml de tampon et la solution est ajust4e exactement au pH du tampon, 
si n~cessaire. Cette solution est introduite sur la colonne, suivie de 25 & 30 ml de 
tampon. Dur6e d'6lectrophor~se: 42 heures sous 16o volts & pH 6 et 7 ° heures sous 
192 volts & pH 4.4. 

Seule la pr@aration M J, titrant 63 unit6s antitrypsiques par mg a fit6 6tudi6e 
par ce proc6d& Dans la premiere exp6rience, dont les r6sultats sont sch6matis4s dans 
la Fig. 3, 251 mg d'ovomucoide ont 6t4 utilis4s. 

Les conditions ont 6t6 les suivantes: tampon ac4tate o.I M, pH 6, 16o volts, 
pendant 42 heures. La Fig. 3 repr4sente en abscisses les num4ros des fractions de 
4 ml recueillies au collecteur et en ordonn6es, soit les valeurs des lectures faites sur 
ces fractions au photom~tre & 278 m~ pour les courbes en trait plein, soit les valeurs 
de l'activit6 antitrypsique en unit4s pour les courbes en pointill6 (cette derni~re 
d6termination ayant 4t6 faite seulement dans certaines fractions). 

On observe la s@aration de la pr@aration d'ovomuco[de 6tudi~ en six consti- 
tuants, dont les proportions relatives, d6termin4es d'apr~s les valeurs d'absorption, 
sont les suivantes: A 1.3%, B o.9%, C1 o.5%, Cz 49.I%, C~ 2.I%, D 36.2%. La 
r6cup6ration totale en prot6ine, ainsi d6termin6e, est de l'ordre de 90 %. Les IO % 
de prot~ine qui manquent restent fix6s sur la colonne et ne peuvent ~tre 6lugs que 
par la soude o.oi N. 

Le dosage d'activit6 antitrypsique a 6t6 effectu6 dans les fractions suivantes: 

cr "~ 

Cathode 
r~ 

1.0 500 

0 .5  t 
i 
i 

t 

5 0  100 
=-  N o m b r e  de  f r a c t i o n s  

Fig. 3. Courbe d'4tut ion de ]a pr4parat ion M J, 
apr~s 4]ectrophor~se sur colonne. Tra i t  p le in:  
densit4s optiques & 278 m#. Tra i t  en point i l l4 :  
act iv i t6 ant i t ryps ique en unit4s par fraction. 
Tampon ac4tate o. i  M ;  p H  6.o; 42 heures 

& I6oV. 
Bibliographie p. zSo. 

t 
o- 

g 
C3 

I.C 

0.5 

Camod% 

r~ 
, J 
i i 'L 

50 
~Nornbre de fractions 

t 
'5 
:,3 

c 
D 

5OO 

100  

Fig. 4- Courbe d'41ution de la fraction C~ apr~s 
41ectrophor~se sur colonne. Trait plein : densit4s 
optiques & 278 m/*. Trait en pointill4:activit4 
antitrypsique en unit4s par fraction. Tampon 

ac4tate o.i M; pH 6.0; 42 heures & i6oV. 
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IO, I 8 ,  28 ,  32, 35, 39, 43, 5O et 7o. Les valeurs obtenues ont permis de tracer la 
courbe d'activit4 qui montre que seul le constituant C 2 est actif. 

Les fractions de 3o g 45, contenant le eonstituant actif C 2, ont 6t6 r6unies, 
dialys4es et lyophilis4es. Le produit obtenu titre 82 unit6s par mg; il y a eu done un 
enrichissement de 3o % par rapport  au produit de d@art.  

La r~cup~ration de l 'aetivit6 est de l'ordre de 64 %; il y a eu perte d'activit6 
par d4naturation, soit au cours de l'6lectrophor&se, soit au cours des op4rations qui 
suivent l'6lution, c'est g dire dialyse ou lyophilisation. 

Io 9 mg du constituant C 2 ainsi obtenu sont utilis6s pour une nouvelle 61ectro- 
phor~se dans les m~mes conditions que pr~c6demment, ~ pH 6. La courbe d'~lution 
obtenue apr~s cette ~lectrophor&se est repr6sentge dans la Fig. 4. 

Un seul pic principal actif a 6td obtenu, suivi par une petite bosse due probable- 
ment  au constituant C3 de l'41ectrophor~se pr4e~dente, incompl~tement s~par& 
Aucune activit6 n 'a  6t6 retrouv6e dans cette bosse. La r6cup6ration en prot4ine a fit4 
de 99%. Le rapport  activit6/absorption UV dans les fractions 35, 37, 39, 41, 45 
donne des valeurs voisines, ne variant  que dans les proportions de ~ lO%, ces 
variations ~tant de l'ordre de grandeur des erreurs du dosage biologique, le produit 
obtenu semble ainsi ~elativement homog~ne. L'activit6 sp~cifique moyenne calcul6e 

part ir  des valeurs obtenues pour ces diff6rentes fractions est, pour l'ensemble du 
produit actif, de t'ordre de 93 unit6s par mg. I1 y a done un certain enriehissement 
par rapport  au produit C2, la r~cup~ration de l'activit~ ~tant quantitative ~ ce stade. 

Les fractions de 32 ~ 48 ont 6t6 r6unies, dialys~es et lyophilis6es. Le produit sec 
C~' obtenu titre 7 ° unit~s par mg; une perte d'aetivit6 s'est produite ~ ce dernier 
stade de l'op6ration, malgr6 les pr6cautions que nous avons pu prendre et qui consis- 
tent notamment  ~ effectuer toutes les opdrations ~ basse temp6rature (2 ~ 4 ° C). 
Cette inactivation est d 'autant  plus surprenante que l 'ovomucoide est g6n6ralement 

. _  

Cathod~ 1.0 

0.51 

50 
Nombre de fractions 
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t 
T, 

,3 

500 

consid6r~ comme une prot6ine tr~s stable 1. 
Pour contr61er l'homog6n6it~ du produit Cl' 

une troisi~me 61ectrophor~se a 6t6 effectu6e dans 
le tampon ac~tate o.I M; pH 4-4, (192 V pendant 
7o heures). 88 mg de la pr@aration C 2' ont fit6 
utilis~s. Le pH 4.4 a 6t6 choisi pour se rapprocher 
le plus possible du point iso61ectrique de l 'ovomu- 
coide. 

La Fig. 5 repr6sente le r4sultat de cette 61ec- 
trophor6se. 

Un p i c a  6t~ obtenu, avec un rendement 
global en prot~ine de 84 %. Pour ~luer les 16 % 

de prot6ine manquants,  constitu6s probablement 
par l 'ovomucoide d4natur6, il a fallu, comme dans 
la premiere 4lectrophor~se, laver la colonne par la 
soude o.oi N. La d6termination de l 'activit6 anti- 

Fig. 5. Courbe d 'd lu t ion  de la f rac t ion C'2, aprbs 61ectro- 
phor~se sur  colonne.  Tra i t  plein:  densi t6s  op t iques  ~ 278 
m/z. Tra i t  en p o i n t i l l 4 : a c t i v i t 4  a n t i t r y p s i q u e  en uni tds  
pa r  f ract ion.  T a m p o n  ac4ta te  o.I M;  p H  4-4; 7 ° heures  

I92 V. 
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trypsique a 6t6 faite dans les fractions 2 7, 29, 31, 34, 37, 39, et 4o. Le rapport activit6/ 
absorption UV dans ces diff6rentes fractions 6tant constant aux erreurs du dosage 
biologique pr6s, c'est ~ dire :t: 8 % dans cet essai, le produit actif se comporte comme 
une prot6ine homog5ne. Le calcul de l'activit6 sp6cifique moyenne ~ partir des valeurs 
obtenues pour les fractions titr6es donne le chiffre de lO 7 unit6s par mg; on peut con- 
clure, en tenant compte du poids du produit, que la r6cup6ration de l'activit6 a 6t6 
quantitative £ ce stade. 

Cependant les fractions de 20 ~ 45 r6unies, dialys6es et lyophilis6es, ont fourni 
un produit sec ti trant 73 unit6s par mg, c'est £ dire sensiblement la m6me valeur qui 
a 6t6 obtenue pour le produit C~'. Le m6me ph6nombne d'inactivation s'est produit, 
comme dans l'op6ration pr6c6dente, ~ ce dernier stade de pr6paration. 

CONCLUSIONS 

I1 apparalt ainsi que l'ovomucoide, tel qu'il est obtenu, soit par la m6thode de 
LINEWEAVER ET MURRAY 1, soit par celle de FREDERICQ ET DEUTSCH 2, n ' e s t  pas u n e  

prot6ine homog~ne. Suivant la technique utilis6e pour leur preparation, les diff6rents 
6chantlllons d'ovomucoide contiennent des impuret6s constitu6es principalement par 
certaines globulines (fl-globulines et lysozyme) et 6ventuellement, par l'ovalbumine 
plus ou moins d6natur6e. Certaines des impuret6s qui accompagnent l'ovomuco~de 
dans la pr6paration MJ sont pr6sentes en proportion si faible (0.5 % pour le constituant 
C, par exemple), que seule, l'61ectrophor~se sur colonneg, 1° permet ici leur raise en 
6vidence. Cette mise en 6vidence de l'h6t6rog6n6it6 des pr6parations d'ovomuco~de 
est une confirmation des observations analogues faites par d'autres auteurs 1,3,8. 

I1 faut signaler ~ ce sujet que BIER et coll. 3 ont trouv6 dans les pr6parations 
d'ovomuco~de, effectu6es selon les m6mes proc6d6s que les n6tres, cinq constituants 
peu diff6rents, tous actifs comme antitrypsines. Pour cela ces auteurs ont utilis6 
soit l'61ectrophorSse de fronti~re, soit l'61ectrophorbse convection 14 dans les conditions 
suivantes: tampon ac6tate de force ionique o.oi, ~ pH 4 a 4.5. Or, notre derni~re 
61ectrophor6se sur colonne, dans le tampon ac6tate ~ pH 4.4 mais de force ionique 
plus 61ev6e, n'a permis de d6celer aucune trace d'h6t6rog6n6it6 dans l'ovomuco~de 
purifi6 (voir Fig. 5). Les raisons du d6saccord entre les r6sultats de BIER et coll. 3 
et les n6tres restent encore inexpliqu6es. 

n paralt int6ressant de signaler que l'ovomuco~de suffisamment purifi6 se 
d6nature facilement lots des op6rations de lyophilisation (ou de dialyse), alors qu'il 
est particuli6rement r6sistant lorsqu'il est accompagn6 des autres prot6ines du blanc 
d'oeuf 1. Ainsi nous avons pu r6aliser en solution, par deux 61ectrophor6ses successives, 
un enrichissement croissant en prot6ine active, mais chaque fois que nous voulions 
l 'obtenir ~ l'6tat sec, nous retombions sur un produit ayant approximativement le 
m6me titre qu'au d6part. 

L'immuno61ectrophorbse d6montre qu'il existe une diff6rence dans les propri6t6s 
antig6niques de l'ovomuco~de d'une pr6paration ~ l'autre. Nous avons en effet 
remarqu6 que si la sp6cificit6 immunologique 6tait la m6me pour toutes les pr6para- 
tions 6tudi6es*, la pr6paration MK qui n'a jamais 6t6 lyophilis6e mais conserv6e en 
solution, formait toujours avec l'anticorps correspondant un pr6cipit6 plus abondant 

* Cet te  sp6cificit6 a 6t6 v6rifi6e par  la coalescence de lignes lors de la pr6cipi tat ion sp6cifique 
en milieu g61ifi6 selon la technique  d 'OucHTERLONY 15. 

Bibliographie p. ~8o. 
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e t  p lus  s t a b l e  que  les a u t r e s  p r @ a r a t i o n s  qu i  o n t  fit6 t o u t e s  lyophi l i s6es .  I1 es t  poss ib le  

q u e  l ' a n t i g ~ n e  c o n t e n u  d a n s  les p r @ a r a t i o n s  lyoph i l i s6es  a i t  fit6 16g~rement  d 6 n a t u r 6  

e t  q u e  sa  f acu l t6  de  p r ~ e i p i t e r  a v e c  l ' a n t i c o r p s  h o m o l o g u e  a i t  fit6 p a r  ce la  d iminuf ie .  

C e p e n d a n t  c e t t e  a n t i g 6 n i c i t 6  6 t a i t  e n c o r e  su f f i s an te  p o u r  que  n o u s  a y o n s  pu ,  en  

i n j e c t a n t  a u  l a p i n  l ' o v o m u c o i d e  M J  ( adso rb4  s u r  u n e  s u s p e n s i o n  d ' a l u m i n e  e t  n o n ,  

c o m m e  o n  le f a i t  h a b i t u e l l e r n e n t ,  e n  p r 6 s e n c e  d u  m ~ l a n g e  a d j u v a n t  de  FRE~'ND~6), 

p r @ a r e r  u n  s 6 r u m  p r 6 c i p i t a n t ,  c o n t e n a n t  d e u x  so r t e s  d ' a n t i c o r p s :  l ' a n t i c o r p s  

p r i n c i p a l  c o r r e s p o n d a n t  ~ l a  f la -g lobul ine  e t  l ' a n t i c o r p s  a n t i - o v o m u c o i d e ,  ce d e r n i e r  

fo rm4  m a l g r 6  la  f a ib l e  a n t i g d n i c i t 6  de  l ' o v o m u c o i d e .  

L '61ec t rophor~se  su r  c o l o n n e  de  ce l lu lose  9,~° p e r m e t  la  r 6 c u p 6 r a t i o n  q u a n t i t a t i v e ,  

e t  e n  q u a n t i t 6  de l ' o r d r e  de  p lu s i eu r s  c e n t a i n e s  de  m i l l i g r a m m e s ,  des  p r o d u i t s  s@ar6s ,  

elle p e u t  d o n c  s e r v i r  c o m m e  m ~ t h o d e  de  p u r i f i c a t i o n .  N o u s  a v o n s  p u  a i n s i  p r @ a r e r  

p a r t i r  de  25o m g  (5oo m g  d a n s  d ' a u t r e s  exp6r i ences )  d ' o v o m u c o i d e  o b t e n u  se lon  

la  m ~ t h o d e  de  LINEWEAVER ET MURRAY 1 des  q u a n t i t 6 s  de  l ' o r d r e  de  12o m g  (ou 

250 mg)  d ' u n  o v o m u c o i d e  6 1 e c t r o p h o r 6 t i q u e m e n t  e t  i m m u n o l o g i q u e m e n t  h o m o g ~ n e .  

Rt~SUMt~ 

La puret6 de quetques pr6parations d'ovomuco~de, faites selon deux proc4d4s differents 1,2 a 4t6 
contr614e par  41ectrophor~se sur papier et sur g41ose, immuno61ectrophor~se et 41ectrophor~se sur 
colonne de cellulose. Toutes les pr@arat ions  4tudi4es apparaissent h4t4rog&nes. L'41ectrophor~se 
sur colonne de cellulose permet  d'isoler le const i tuant  dou6 d'activit6 anti-trypsique qui, 4tudi6 
par  une nouvelle 41ectrophor~se sur colonne 5~ pH voisin du point  iso41ectrique de l'ovomuco~de 
et par  immuno-electrophor~se, parat t  homog~ne. 

SUMMARY 

The puri ty of some ovomucoid preparations obtained by two different methods 1, 2 has been checked 
by  electrophoresis on paper and on gelose, immunoelectrophoresis and electrophoresis on a 
cellulose column. All the preparations studied appear to be heterogeneous. By electrophoresis 
on a cellulose column the const i tuent  with ant i t rypt ic  activity can be isolated. After being 
subjected to a new column electrophoresis at  a pH near the  isoelectric point  of ovomucoid, and to 
immunoelectrophoresis, this const i tuent  is found to be homogeneous. 
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