258 SHORT COMMUNICATIONS voL. 3% (1959)

insulin centrifuged off and washed repeatedly with dry ether. Under these conditions
there was complete esterification of all the carboxyl groups?.

Esterified insulin showed no increased uptake of glucose with the rat diaphragm.
This is in agreement with previous work using other biological tests'-7. Furthermore,
esterified insulin did not affect the increased uptake caused by inqulin {Table II).

I wish to thank Professor ¥. (G. Younr, I'R.S, and Dr. ., SanGeR, F.R.S. for
their interest in this work.
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Description d’une technique combinant
simultanément I'électrophorése et la précipitation immunoclogique
dans un gel: Pélectrosynérése

Lranalyse immunochimique dans un gel (A.1.G.)!2 est actucllement la méthode de
choix pour le dénombrement ¢t I'identification des mdlanges d’antigiénes, Mais dés
quiil s’agit d’antigtnes de poids moléculaire éleve, la faible diffusion de lantigéne
fait que les lignes de précipité sont lentes i apparalt:c et se forment soit a Uinterface
antigéne—geélose, soit dans 1a couche d’antigéne o1 elles sont difficilement distinguables
les unes des autres, La séparation préalable des différents antigines par électrophorése
de zone, telle qu'elle a été utilisée par PovLik®, par Grapar 5T WILLLAMS! et par
SLATER” est suivie, dans ces technigues, d'une diffusion double, avec les inconvénients
signalés plus haut,

JFai donc cherché a provoguer la précipitation immunochimicue @ cours de la
smigration convergente de I'antigéne ot de I'anticorps dans une plague de gélose soumise
a4 un champ (-lu:trique En effet, Ia plupart des anticorps ayant une mobiliié clectra-
phorétique (4 pH -, g) inféricure & la vitesse du fot électroosmotigue dans les mémes
conditions, les anticorps se déplacent vers la cathode alors que tous les antigénes ayant
des mobilités absolues de —2.10-% 4 —6.107% V-lom? se déplaceront vers P'anode.

SiI'on dispose la solution gélosée d’anticorps vers 'anode ¢t celle d’antigéne vers
la cathode, dans des cavités pratiquées dans une plaque de gélose {(en utilisant un
dispositif déja décrit’), qu'on soumet i un champ de 'ordre de 5 V/cm, on obtient la
rencontre des réactifs et leur précipitation locale apris un temps court,

Les Figs, 1 et 2 sont des photographies prises apres 30 (Fig. 1} ¢t 75 min (Fig. 2)
d'une électrosynérise (E.S.) comportant de la sérum albumine humaine purifiée
(r mg/mil} dans la cavité cathedique et 'immunsérum homologue de lapin dans la
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cavit¢ anodique. Gélose & 1.25%. Tampon tris {hydroxymethyljaminomethane:

pH = 7.2, 1 == o.1. Champ 5 V/cm. Tempédrature ambiante: 22°, Distince des cavités:

2 cm. Le précipite apparait 30 min aprés Pétablisserment du courant.

Figs. 1—4.

Un raisonnement trés simple indique que le temips nécessaire & 1'apparition du
premier précipité ne dépend que de la distance entre les cavités et des mobilités des
constituants i I'exclusion du mouvement dicetroosmoticue. Cect n'est vrai que dans
la mesure ot1 le seul mouvement liquide dans le-milieu est Pélectroosmose® (qui est un
mouvement continu et uniforme®).

Le précipité spéeifique, qui est immobile, apparait bien avant que les constituants
aient atteint, en ce lieu, le maximum de leur concentration, ce qui interdit de déduire
de sa position la mobilité électrophorétique moyenne de ces constituants. Cette
précipitation précoce révéle la microhétérogénéite de charges électriques des moiécules
d’anticorps ¢t de sérum albumine: le précipité apparaissant dis la rencontre des
molécules danticorps les moins électronégatives et des molécules d’atbumine les plus
¢lectrondpatives, Cette microhéiérogénéité a drailleurs été clairement établie par la
technique de réversion de polarité, pour I'¢lectrophorise en cellule, par ALBERTY®
pour la sérum albumine.

Lassociation de 'A LG, 4 TE.S. peut s faire en disposant ultéricurement, de
part et d’autre de I'axe de progression clectrophorétique, des tranchées remplics:
I'une d’immunsérum, Vautre d'antigéne, La continnité des lignes °E.S. et I'A LG,
indique bien que les premiéres représentent des précipités immunochimiques spécifi-
ques. Enfin cette association permet de constater quaprés la formation da premicr
précipité A’E.S., des complexes solubles par exces d'antigéne et peut-étre méme de
I'antigine libre ont traversé ce précipité et peuvent préecipiter ultérieurement au cours
de 'A1.G,

L’E.S. a été appliquée & une protéine de poids moléculaire élevé: 'hémocyvanine
d’escargot et & son immunsérum homologue. Dans les conditions ci-dessus, le précipite
apparait au bout de 110 min (Fig. 3) alors que I'\.L.G. nc donne de précipité appre-
ciable qu’aprés plusicurs jours (Fig. 4).

Des mélanges drantigénes de haut poids moléculaire {extraits d’Escherichia coli)
ont été soumis 4 ’E.S. Si Pon dispoesc les différents extraits sur un axe perpendiculaire
4 celui du champ, dans des cavités presque contiguds, on obtient ainsi rapidement des
lignes de précipités spéeifiques ct l'on peut repérer leurs parentés antigéniques.

Les activités spécifiques de ces constituants (par exemple enzymatique) peuvent

* La rencontre et la précipitation de Uantigéne ct de Uanticorps a éué effectuée, sur papier, <dés

19537, mais fait appel, dans ce cas, non sculement a I'¢lectroosmose, mais aussi aux mouvements
liquides dus a P'évaparation,
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¢tre, soit révéldes localcment, soit dosées apros élution de la gélose coupée en segments
paralléles.

Il est enfin possible d’appliquer I’E.S. &4 un mélange d’antigénes préalablement
soumis a une électrophorése cn gélose, I'axe du champ électrique de I'E.S. étant
perpendiculaire an premier axe de progression; on obtient ainsi les résultats de
I'analyse en quelques heures (les y-globulines antigénes ne pouvant pas, évidemment,
étre étudiées ajnsi). L’E.S. a dailleurs éte appliquée, indépendamment®, a I'étude
de la réaction des virus avec leurs anticorps homologues, avec des résultats treés
encourageants.

Il semble donc que 'E.S. fournit une méthode simple et rapide d’étude des
différents antigénes d’un mélange, en particulier ceux de poids moléculaire élevé.
Elle permet également dc suivre le comportement électrophorétique des complexes
solubles formés an cours de la réaction.
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Multiple forms of lactic dehydrogenase in rabbit cornea

The cornea has been shown! to contain a highly active LDH. The high enzyme activity
and its appareni localization in the epithelinm has stimulated further interest in
rabbit corneal LDH. This communication demonstrates that when soluble proteins
are extracted from rabbit cornea and resolved by anion-exchange chromatography,
three forms of LDH are detected.

Exiracts were prepared from wholc cornea, epithielium-cndothclium and stroma.
The latier two were obtained after denuding the sfroma by scraping both sides of
the cornea with a scalpel blade. The tissues were homogenized in 2 vol (w/i) o.1 M
phosphate buiier, pil 7.1, and centrifuged at 34,800 » g for 60 min. The superr.atant
fluids were dialyzed overnight against 0.005 M phosphatc buffer, pH 7.1, and cleared
at 34.800 > g for Go min. All operations were carried out in the cold.

DEAE columns (0.0 » 10 cm) were prepared according to the methods of
PETERSON AND SoBeR2. The extract was applied to the column and eluted with a
convex gradient of increasing chloride concentration (see Fig. 1). Protein content?,
pH and LDH activity! 5 were determined in cach column fraction. LIDH activity in

Abbreviations: LDH, lactic dehydrogenase; DEAE, diethylaminoetiivicellulose; DENH,
reduced diphosphopyridine nucleotide.



