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E l e c t r o d i f f u s i o n  s i m p l e  e n  p l a q u e s  

Dans  des recherches  personnel les  nous  avons  r6alis6 
une  s6rie d ' exp6r iences  a y a n t  pou r  b u t  la d i m i n u t i o n  de 
l ' e f fe t  de d i f fus ion circular ie  des Ag/Ac 1-6 pa r  app l i ca t i on  
du c o u r a n t  61ectrique g la d i f fus ion s imple  en  plaque.  Nous  
envisagions ,  que la m i g r a t i o n  61ectrophor6t ique de l 'al-  
b u m i n e  s6rique h u m a i n e  (ASH) r6agi ra i t  en  r a n t  que  
fac teu r  c o n c e n t r a n t  d i r i gean t  l i n6a i r emen t  la p l u p a r t  
s inon la t o t a l i t 6  des Ag et  d ' A c  dans  une  seule direct ion,  
e t  que  pou r  ce r ta ines  c o n c e n t r a t i o n s  des Ag, des r6su l t a t s  
posi t i fs  d e v r a i e n t  se m a n i f e s t e r  m4me p e n d a n t  l '61ectro- 
phor6se  v-14. 

Le mi l ieu  des r6ac t ions  6 ta i t  cons t i tu6  pa r  le gel d ' a g a r  
Bac to -Di fco  g 1,5% dans  u n  t a m p o n  v6rona l  sodique  
p H  8,2 force ion ique  0,05.  Les an t ig~nes  e t  les an t i co rps  
on t  6t6 m41ang6s g pa r t i e s  6gales avec  l ' a g a r  ~ 3%, p H  8,2 
force ionique  0,1. 

L ' a l b u m i n e  s4rique h u m a i n e  (ASH) 6 ta i t  ut i l is6e en  
so lu t ions  aqueuses  - a l l a n t  de 20000 [,g/ml k 0,15 ~g/ml.  

L ' i m m u n s 6 r u m  de lap ins  an t i - s6 rum h u m a i n  t o t a l  a 6t6 
p r6par6  p a r  nous-m~me,  il 6 t a i t  m61ang6 avec  une  solu- 
t ion  physiologique,  e t  ensu i te  ce m61ange p a r  l ' aga r  de 3 % 
g p r o p o r t i o n s  f inales  de 1:6, 1:12, 1:24, 1:48. 

E n  r u e  d '61eetrophor6se,  on  a uti l is6 u n  c o u r a n t  61ec- 
t r i que  de 12 V/cm,  30 m A  p a r  plaque,  qu i  a dur6  45 ra in  

18 ~ La  lec ture  des r6su l t a t s  a 6t6 f a i t e  90 ra in  apr6s  
le d 6 b u t  des analyses ,  g ees f ins  on s 'es t  servi  de la loupe 
a g r a n d i s s a n t e  g fond  6clair6. E n s u i t e  les p laques  on t  6t6 
gard6es  p e n d a n t  24 h g 18~ puis  soumises  au  l avage  
l ' eau  sa l6e/chang6e p lus ieu r s  lois p e n d a n t  3 jours  g 4~ 
s6ch4es, color6es et  lues X la loupe, au dens i t om6 t r e  enre- 
g i s t reur  (Figures  1 et  2). 

D a n s  le Tab leau ,  nous  avons  pr6sen t6  les r6su l t a t s  des 
analyses  de I ' A S H  soumise  ~ l '61ectrodiffusion s imple  
(EDS)  en  plaques ,  lus apr6s  co lo ra t ion  au  Noir  Amide.  Les 
chiff res  r e p r 6 s e n t e n t  en  m m  les d i s t ances  en t re  le f ron t  
des pr6cip i t6s  e t  des  p o i n t s  de c o n t a c t  Ag/Ac, p a r  le 
signe + ,  --, 0 on  m a r q u a i t  l ' e m p l a c e m e n t  des pr6cipit6s,  
qui  se f o r m a i e n t  au  p o i n t  de c o n t a c t  Ag/Ac  m61ang6s 
avec  l ' aga r  e. 
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Fig. 1. Sch6ma de r6servoirs dans l'agar qu'on remplissait par les 
m61anges: l'antig6ne (Ag)-agar et l 'immuns6rum (Ac)-agar. 

Les chiffres pr6sent6s  dans  le T a b l e a u  o n t  6t6 repor t6s  
sur  pap ie r  mi l im6t r ique ,  ce qui  a donn6  des courbes  
ca rac t6 r i s t iques  pou r  la d i lu t ion  de l ' i m m u n s 6 r u m  utilis6, 
courbes  m e t t a n t  en 4vidence la sensibi l i t6  de la m6 t h o d e  
appl iqu6e  (Figure  3). 

Les m4mes  p l aques  que  p r 6 c 6 d e m m e n t  o n t  6t6 soumises  
g la lec ture  au d en s i t o m6 t r e  enregis t reur ,  qui  t r aga i t  les 
g r aph iques  des dens i t6s  op t iques  m o n t r a n t  des pics des 
pr6cipi t6s  g des h a u t e u r s  di f f6rentes  en fonc t ion  des 
co n cen t r a t i o n s  des  Ag/Ac  6tudi4s (Figure 4). 

Les g raph iques  d ' e n r e g i s t r e m e n t  des densi t6s  op t iques  
m o n t r a n t  la h a u t e u r  des pics en m m  en fonc t ion  des 
co n cen t r a t i o n s  des Ag e t  Ac, p lus  ces c o n c e n t r a t i o n s  son t  
61ev6es, plus  les pics son t  h a u t s ;  en  d i l u a n t  des i m m u n -  
s6rums on  obse rve  une  d i m i n u t i o n  de la h a u t e u r  des pics. 

P a r  le proc6d6 d6crit ,  nous  avons  6 tudi6  les p ro t6 ines  
anod iques  tel les  que  l ' a l b u m i n e  s6rique, 6 t a n t  donn6  que 
les an t ig6nes  et  les an t i co rps  son t  dispos6s de fagon g c e  
qu ' i l s  se d6p lacen t  les uns  vers  les aut res .  

Q u a n t  aux  pro t6 ines  ca thod iques  ( immunoglobul ines) ,  
on se h e u r t e  g une  diff icul t6 fondamen ta l e ,  car  les i m m u -  
nog lobu l ines -an t i co rps  comme les immunog lobu l ines -  
an t ig6nes  dans  le mil ieu d ' a g a r  R p H  8,2 du c h a m p  61ec- 
t r i que  m i g r e n t  vers  le p61e n6gatif .  

P o u r  r6soudre  ce probl6me,  nous  avons  r6alis6 une  
s6rie d ' exp6r iences  a y a n t  pou r  b u t  l '61ectrophor6se de 
l ' i m m u n o g l o b u l i n e  h u m a i n e - a n t i g 6 n e  d a n s  l ' aga r  g diff6- 
r en t s  p H  et n o t a m m e n t :  5,5-6,3 (poin t  iso61ectrique de 
1 ' IGG)-7 ,2-8 ,2-9 ,5-10 ,5 ,  en  s u p p o s a n t  q u ' o n  p o u r r a i t  
r e t a r d e r  ou m e m e  a r r4 te r  la m i g r a t i o n  de l ' IgG.  Les 
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Fig. 3. Courbes trac6es selon les r6sultats de I 'EDS (voir Tableau). 
A) immuns6rmn dilu6 1:6. B) immuns4rum dilu6 1:48. 

Fig. 2. Photos d'61ectrodiffusion simple en plaque: r4servoirs 1, 2, 3, 
4, 5, 5, 6 contient respectivement I'ASH en solution 10000 [xg - 
0,01 b~g/0,5 11ll; d'autres r6servoirs de la rang6e du haut - immun- 
s6rum dilu6:16, de la rang6e du bas - immuns6rum dilu6 1:48. 
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Eleetrodiffusion simple en plaque 

Dilution de Quantit6s de I'ASH dans 0,5 ml de solution ([zg) 

l'immuns6rulii 10000 1000 100 10 1 0,1 0,75 

1 : 6  +7,2 +3,6 +4,2 --1,0 --1,8 --2,4 
1:12 +6,8 +5,1 +1,0 --1,0 --1,8 --2,4 
1:24 +6,6 +5,6 +2,5 --0,4 --0,8 --1,8 
1:48 +6,4 +5,8 +3,5 +0,5 --0,4 1,2 --1,5 

Les chiffres reprgsentent en mm les distances entre les fronts de 
pr6cipit6s et les points de contact Ag/Ac. 

A 

Densitw op1ique 6 

Fig. 4. Graphiques d'enregistrement de densit~s optiques (voir 
Figure 2): A) immuns~rum dilu6 1:6, B) iminuns6rum dilu6 1:48. 

i m m u n o g l 0 b u l i n e s - a n t i c o r p s  on t  6t6 incorpor6s  dans  l ' aga r  
~ tpH 8,2. 

C o m m e  r6sul ta t ,  il a 6t6 cons ta t6  q u ' a u  p H  appl iqu6,  
la v i tesse  de m i g r a t i o n  d ' I g G  accuse de pe t i t e s  diff6rences 
mais  elles son t  si peu  marqu6es ,  q u ' o n  ne p e u t  les p r e n d r e  
en  cons id6ra t ion ;  au  p H  5,5 l ' I g G  pr+cip i ta i t  p a r  d6na-  
t u r a t i o n  acide. 

Dans  une  au t r e  exp6rience,  nous  avons  t e n t 6  de r6aliser  
I ' E D S  en  p l a q u e  d ' a g a r  ~ p H  8,2 en u t i l i s a n t  l ' I g G  
h u m a i n e  et  l ! i m m u n s 6 r u m  an t i -p ro t+ ines  huma ines ,  b i en  
que les deux  r6act i fs  se ca rac t6 r i s an t  pa r  la m~me d i rec t ion  
de m i g r a t i o n  61ectrophor6tique.  I1 a 6t6 observ6 que  dans  
I ' E D S  en  p laques  des i m m u n o g l o b u l i n e s  (Ag), les pr6cipi-  
t6s son t  t ou jou r s  s i tu*s dans  des r6servoirs  c o n t e n a n t  
les m61anges l ' I gG-an t ig~ne /aga r .  Avec d i lu t ion  de 
l ' i m m u n s 6 r u m  utilis6, on  o b t i e n t  des pr6cipi t6s  plus  
faibles. 

Les p l aques  p e u v e n t  ~ t r e  soumises  ~ la lec ture  au 
dens i t om~t re  en reg i s t r eu r  qui  t ra~e des g raph iques  de 
pics cons t i tu6s  p a r  des pr6cipit6.  E n  fonc t ion  d ' u n  i m m u n -  
s6rum dilu6, les pics d ens i t om 6 t r i ques  sont  p lus  h a u t s  ou 
plus  bas.  

Les inves t iga t ions  entrepr ises ,  on t  pe rmi  de c o n s t a t e r  
que l '61ectrodiffusion s imple  en  p l aque  s ' a d a p t e  b ien  
aux  ana lyses  qua l i t a t i ve s  et  q u a n t i t a t i v e s  d ' a l bumine ,  
qu i  est  une  p ro t6 ine  anod ique  ~ p H  8,2. L ' a p p l i c a t i o n  du  
c o u r a n t  61ectrique a u g m e n t e  le r e n d e m e n t  des analyses ,  
6 t au t  donn6  que  sous son ac t ion  les Ag et  Ac se d6p lacen t  

plus  6 n e r g i q u e m e n t  les uns  vers  les au t res  dans  le gel, 
grXce ~ leur  charge  61ectrique oppos6e 6-11. 

Les i m m u n o g l o b u l i n e s  - an t ig~nes  ou an t i co rps  - se 
p r 6 t e n t  auss i  aux  ana lyses  d ' E D S  d o n n a n t  des r6sul ta ts  
r6guliers  b ien  que d a n s  ce cas la pr6cision des r6act ions 
puisse  ~tre inf luenc6e  pa r  le f a i t  que les immunoglobuline,~ 
(antig~nes) et  les i m m u n o g l o b u l i n e s  (ant icorps)  se d6- 
p l acen t  dans  le c h a m p  61ectrique vers  la ca thode .  

A p p l i q u a n t  la m 6 t h o d e  E D S  k l%tude d ' u n  syst~me 
donn6  Ag/Ac,  on p e u t  d 6 t e r m i n e r  q u a n t i t a t i v e m e n t  les 
an t ig~nes  recherch6s  s ' i l  a y exc~s d ' an t ig~nes  p a r  rappor t  
aux  an t i co rps  ou i nve r semen t ,  ou s ' i ls  se t r o u v e n t  a~ 
p o i n t  d '6quiva lence .  

Summary. A s imple  e lec t rodi f fus ion  m e t h o d  on  plate ,  
a t  p H  8.2 is descr ibed.  Migra t ion  of p ro te ins  is accelerated 
b y  c o m b i n a t i o n  of d i f fus ion and  e lec t ros ta t ic  forces. Thi~ 
p rocedure  ha s  severa l  a d v a n t a g e s  : t h e  resul ts  are ob ta inec  
in m u c h  sho r t e r  t ime,  an t igens  and  antibodies" are concen- 
t r a t e d  a n d  for th i s  reason  t he  p rec ip i t a t i on  b a n d s  arc 
vis ible  a t  v e r y  low c o n c e n t r a t i o n  of prote ins .  The  resu lb  
of t h i s  m e t h o d  can  be  p re sen ted  graphica l ly .  
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A Method for T i m e - L a p s e  Cinematography  of Pr imit ive  Streak Stage Rat Embryos  in Culture 

The  s t u d y  of m o r p h o g e n e t i c  m o v e m e n t s  in  l iv ing  
m a m m a l i a n  e m b r y o s  p resen t s  m a n y  difficult ies.  W i t h  
m e m b r a n e s  in tac t ,  t h e  e m b r y o s  are too  opaque  and  three-  
d imens iona l  for clear  h igh -power  pho t og r aphs ,  b u t  an  
isolated,  f l a t t e n e d  e m b r y o n i c  disc m a y  no t  su rv ive  long 
a t  ear ly  s tages and  undergoes  a t  bes t  a s t u n t e d  develop-  
m e n t .  Some l im i t ed  success was ach ieved  b y  earl ier  
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workers  w i t h  r a b b i t  a n d  mouse  embryos  of p r i m i t i v  
s t r eak  s tages  g rown on p l a s m a  clots  1-4, and  more  recent l ,  
DANIEL a n d  OLSONS were able  to  follow some of t he  cei 
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Fig. 1 a. Culture slide, enclosed in Petri dish. C1, Ce, coverslips; Cg, 
collagen; d, DPX seal; e, embryo; g, gauze; s, slide; Se, serum. 

Fig. lb.  Diagram of operation. Arrows show direction of cut. e, eli 
bryonie vesicle; n, glass needle; t, trophoblast region. - - - ,  part 
needle inserted into vesicle. 


