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insulin centr i fuged off and washed repea ted ly  with d ry  ether. Under  these condi t ions  
there  wa.~ complete  estet-ification of all the  carboxyl  groups ~. 

Esterif ied insulin showed no increased up take  of glucose with the  rat  d iaphragm.  
This is in agreement  wi th  previous work using o ther  biological tes ts  't-7. Fur thermore ,  
esterified insulin did not  affect the increased u p t a k e  caused by  insulin (Table II), 
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Description d'une technique combinant 
simultan~ment I'~lectrophor~se et la pr6cipitation immunologique 

dans un gel: I'(Hectrosyn6r#.se 

L'ana lyse  immunochimique dans un gel (A.I.G.)I, "° est ac tuel lement  la m;:thode de 
choix pout- le d6nombrement  et l ' identification des m61anges d 'antig6nes,  Mais dC~s 
qu'il s 'agit d 'antig6nes de poids mol6culaire elev6, la iaihle ditlusion de l 'antig/me 
fait que les lignes de pff, eipit6 sen t  lentes ~t appara i t re  et se fe rment  soit  h l ' interface 
ant ig6ne-gf lose ,  soit  dans la couehe d'antig¢~ne oh elles sent  difficilement distip.guables 
les unes des autres.  1.a s6parat ion pr6alable des diff6rents antig6nes par  6lectrophor~'se 
de zone, telle qu'elle a 616 utilisg, e par  POCLIK s, par  GRAIIAR IV[" WILLIA,M~ ~ et par 
SI.ATER ~' est suivie, dans  ces techniques,  d 'une  diffusion doubl(;, avec les inconv6nients  
signal6s plus haut .  

J 'a i  done cherch6 & provoquer  la pr6cipi tat ion immunochimique  au aours de la 
migration convergente  de l 'antig6ne et de  l 'ant icorps dans une plaque de g6tose soumise 

un champ  ¢~.'lectrique. En  effet, la p lupar t  des ant ieorps  ayan t  une mobilit6 ~leetro- 
phor~tique ('~ p H / "  "~ 9) inf6rieure & la vitesse du _.,â *~ 61ectroosmotique dans  tes m6mes 
condit ions,  les ant icorps  se d6placent  vers la ca thode  alors que tous ies antig6nes a y a n t  
des mobi!it~s absolues de - - 2 . z o - a  & - - 6 , i o  -5 V-lore ~ se d6placeront  vers  l 'anode,  

Si l 'on dispose la solution g~losde d 'ant icorps  vers l 'anode et celle d'antig¢;ne vers 
ta cathode,  dans des cavit6s prat iqu6es darts une plaque dc g6lose (en uti l isant  un  
dispositif  dt~jk d6crit6), qu 'on  soumet  t~ un champ de l 'ordre de 5 V/cm, on obt ient  ta 
rencontre  des r6actifs et  leur pr6cipi tat ion locale apr6s un t emps  court ,  

Les Figs. I e t  z sent  des photographies  prises apr~s 30 (Fig. I) e t  75 min (Fig. 2) 
d 'une  61eetrosyn6r6se (E.S.) compor tan t  de la s6rum allmmine humaine  purifi~e 
(I rag/rot) dans la cavit6 catb.~_.'_lique et l ' immuns6rum homologue de lapin darts la  
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eavit6 anodique. Gdlose k 1.25 %. Tampon tris (hydroxymethy l ) aminomethane :  
pH = 7.2, I .... o. i .  Champ 5 V/cm. Tempdrature  ambiante :  a2'L Distance des cavit6s;: 
2 cm. Le pr6cipit6 apparal t  3o rain aprhs l '6tablissement du courant.  

Fig~.  1 -  4, 

Un ra isonnement  trGs simple indique qnc 1c tenlps ndcessaire k l 'appari t ion fill 
premier pr6cipit6 nc d6pend que de la distance entre  les cavit6s et des mobilit6s des 
cons t i tuan t s  h l 'exclusion du mouvemen t  6ieetroosmotique. Ceci n 'cst  vrai que darts 
la mesure oh le seul mouvemen t  liquide dans le. milieu est l'61ectroosmose ~ (qui est un 
mouvemen t  c o n t i n u e t  uuiforme*i.  

Le pr6cipit6 sp6eifique, qui est immobile, appara i t  bien avan t  que les cons t i tuan ts  
aient  a t te in t ,  en ce lien, le m a x i m u m  de leur concentrat ion,  ce qui interdi t  de d6duire 
de sa posit ion la mobilit6 6lectrophor6tique moyenne de ces const i tuants .  Cette 
pr6cipitation pr6coce r6vble la microh6tdrog6n6it6 de charges 61ectriques des mol6cutes 
d 'ant icorps  et de s6rum albumine:  le pr6cipit6 apparaissant  d~-s la rencontre des 
mol6cules d 'ant icorps  les moins 61ectron6gatives et des mol6eules d 'a lbumine le~ plus 
61ectron6gatives. Cette microh6t6rog6n6it6 a d'ailleurs 6t6 elairement 6tablie par la 
technique de r6version de polarit6, pour 1"6h,ctrophor6se en cellule, par AI.m:.rrv ~ 
pour la s6rum al lmmine.  

L 'associat ion de I 'A.I.G. it I 'E.S. pent su fairc en di.~posant nlt6rieurement,  de 
par t  et d ' au t re  de l 'axe de progression 6tectrophol6ti~lut,, des trand~Ses rcmplie:~: 
l 'une d ' immuns6rum,  l 'autre  d'antig6ne. La  c(mtinuit6 des lignes d 'E.S,  et d 'A.I .G.  
indique bien que les premi6res repr6sentent  des prdcipit6s imrrmnochimiques sp6eifi- 
ques. Enfin eet te  association permet de consta ter  qn'apr6s la formation du premier 
pr6eipit6 d 'E.S. ,  des complexes solubles par exc6s d 'ant igbne e t 'peut-4t re  mdme de 
l 'antig6ne libre ont  travers4 ce pr6cipit6 et peuvent  pr6cipiter ul t6rieurement au  cours 
de I 'A.I.G. 

L 'E ,S .  a 6t6 appliqu6e "t uric prot6ine de poids moldculaire 61ev6: l 'h6mocyanine 
d 'escargot ct ~ son imm-ms6rum homologue. I)ans tes conditions ci-dessus, le prdcipit6 
appara i t  au  bout de x~o rain (Fig. 3) alors que I 'A.I.G. ne donne de pr6cipit6 apprd- 
ciablc qu'apri 's  plusieurs jours  (Fig. 4), 

Des mdlanges d 'ant ig6nes de haut  poids mol6culaire {extraits d'Esvherivhia voli) 
out  6t6 soumis "~ I'E,S. Si t 'on dispose !es diffdrents extrai ts  sur uu axe perpendicutaire 

celui du  champ,  d a n s  des eavit6s presque contigui:s, on obt ient  ainsi rapidement  des 
]ignes de pr6eipit6s spdcifiques ct l 'on peut rep6rer leurs parent6s antig6niques, 

Les activit6s sp6cifiques de ces cons t i tuants  (par exemple enz3nnatique) peuvent  

* La rencontre et la pr6cipttatitm de l'antigbne ct de l'ant~c~,rps a 6t6 cffectu6c, s~r papier, d6s 
19537, m a i s  fair appcl, dnns ce cas, non seulement ~ l'6lectroosmose, mats aussi aux mouvcmcnts 
liquides dus ~ |'6vaF~ration. 
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&re, soil  r6v616es localcment,  soit dosdes al~rOs 6lution de la g61ose conp6e en segments  
parall61es. 

I1 cst enfin possible d 'appl iquer  I 'E,S, h u n  m61ange d'antig~mes pr6alablement  
soumis  ~t une ,31ectrophorbse en g61ose, l 'axe du champ 61ectrique de I 'E.S. 6 tau t  
perpendiculaire  au premier  axe de progression;  on obt ient  ainsi les r6sultats  de 
l ' analyse  en quelques heures (les ~,-globuIines antig¢~.nes ne p o u v a n t  pus, 6v idemmcnt ,  
~tre 6tudi~es ainsi). L 'E,S.  a d'ailleurs 6t6 appliqu6e, i nd6pendamment  ~, /~ l '6tude 
de  la r~action des virus avee leurs ant icorps  homologues,  avec des r6sultats  tr~s 
encou rageants .  

I1 semble  donc que I 'E.S. fournit  une m6thode simple e t  rapide d '6 tude  des 
diff6rents antig~-nes d 'un  m~lange, en particulier  ceux de poids mol&ula i re  flier6. 
Elle permet  ~galement de suivre le compo r t emcn t  61ectrophor6tiquc des complexes  
solubles form6s an cours de la r6action. 
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Mult ip le  forms of lactic dehydrogenase in rabbit  cornea 

The cornea has been showo 1 to contain  a highly act ive L D H .  The high enzyme ac t i v i t y  
and its apparen t  localization in the epi thel ium has s t imula ted  fur ther  interest  in 
rabbi t  corneal L D H .  Thi~ communica t ion  demons t ra te s  tha t  when soluble prote ins  
are ex t rac ted  from rabbi t  cornea and  resolved b y  anion-exchange ch roma tog raphy ,  
th ree  forms of L D H  are de tec ted .  

Ex t r ac t s  were prepared from whole cornea, epi the l ium-endothel ium and s t roma.  
The la t ter  two were ob ta ined  af ter  denuding the  s t roma b y  scraping bo th  sides of  
the cornea wi th  a scalpel blade. The t issues were homogenized in z vol (re/,:) o.z .~/ 
phospha te  buffer, p H  7.1, and centr i fuged at 34,8o0 x g for 6o rain. The ~uper~.atant 
fluids were dialyzed overnight  against  o.oo5 M phospha te  buffer, p H  7. t ,  and  cleared 
a t  34,8oo >~" g for 6o rain. All operat ions  were carr ied ou t  in the  cold. 

D E A E  columns (o. 9 x xo cm) were prepared  according to  the methods  of 
P~TFaSOX .X.~D SOBER 2. The  ex t rac t  was appl ied to the  column and  eluted wi th  a 
convex gradient  of increasing chloride concentra t ion (see Fig. I). Prote in  conten t  a, 
p H  and L D H  aetivityL-~ were de termined in each column fraction,  L D H  ac t iv i t y  in 

Abbrev ia t ions :  LDH,  lact ic  dehydrogenase ;  DEAls ,  d ie thy laminoe thy lce lhf lose ;  Dt"NtI ,  
r educed  diphc~sphopyridine nuclcot ide .  


