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The a* egg is a chernical store house 

(RWOF!F and ROBUNOF%) 

Les raisons qui inaitbrent les  premiers chercheurs à étudier la 

chimie de l'oeuf de Poule Furent d'ordre nutritionel. Eh effet, l'oeuf de 

Poule entre pour une part importante dans l'aïimentation humaine. Il con- 

tient d'ailleurs la plupart des mat&un nécessaires & la vie puisquiXi. 

assure la croissance e t  l e  développement de 1' embryon de poulet. 

Parmi l es  nombreux protéides qui entrent dans la constitution de 

l'oeuf de Poule, liow>muco!Cde retient l'attention du chercheur en raison de 

son %mportance B la fois  historique, biologique e t  biodxhique. 

Lihistoire de la découverte de l t o v ~ 3 d e  se confond avwc celle 

des giycoprotéides. Lorque, dès l e  milieu du siècle dernier, on décrivit 

pour la première fois  1 'existence de glucides l i es  à des protéines, ce fut  

b la suib df études sur l e  sang e t  sur l e  blanc d'oeuf?. Ltovo~~coZdz présent 

bns  l e  bLanc d'oeuf, fu t  l e  premier glycoprotéide dont on d é m i - a  pré- 

paration e t  les  propriét8s. 

Le problème que pose l e  r81e biologique naturel de ltovomuwXb 

offre l ' a t t ra i t  de l'inconnu, car il demeure, aujourd'hui encore, une 

énigme. Cependant, l a  propriété que posséde l t ovomo~de  d'inactiver la 

trypsine détermine peut-8tre sa présence dans lJ oeuf au sein duquel il 

agimit comme un régulateur de llaotivité ei22;ymat;ique de l'embryon. L'6tud.e 

de son Qvalution au cours de llontogenbse de l'oiseau pourrait apporter 

quelques informations à ce sujet. 

D'autre part, il semble que lt oeuf de chaque espèce d'oiseau con- 

tienna un ovcmcoIde spécifique du point de vue chimique, mais aussi du point 

de nie de l 'activité antitrypsique (SMUELY (1) ; MODES, PlENIWT e t  lTXNEX 

(2) ; STEVENS e t  FEEXEX (3) ; OSUGA e t  FEENEY (4) ). Iar oaractérisation de 

1' o-ade pourrait donc constituer une clef ûans 1 identification bio- 

tMmique &s espèoes aviaires. 

Du point de vue chimique, 1' wamucof de représente l e  matériel de 

Shoix pour l'&u& des propriétés &ysiw-chM.que~ e t  de la s t r u a M  des 

giyaoprotéides. En effet, sa préparation relativement facile e t  rapide à 

c O n d W ,  fournft &s rendements élevés. La sinplicité de la cmpsition en 



oses (galactose, mannose, N-acétyl -- glucosamine, acide N-acétylne~amini~ue) 
et l'importance de la partie glucidique (25 pel 00 de 1 ovomucolde) facili- 

tent 1 ' étude du groupement glycannique . 
A l'intérêt particulier de l'étude de la structure chimique de 

l'ovomcoïde s'ajoute un intérêt plus général. En effet, à la suite des résul- 

tats acquis dans le Laboratoire de Chimie Biologique de la Faculté des 

Sciences de Lille et dans les laboratoires étrangers, MOHTREüIL et coll. (5 ,6 )  

et ADAM-CHOSSON (7) ont émis l'hypothèse qu'il existerait un schéma général 

de structure des glycoprotéides, que les informations obtenues à propos de 

l'un d'entre eux powra%& 8beétendues à d'autres glycoprotéides et que les 

méthodes d'exploration de la constitution, mises au point pour l'un d'eux, 

seraient applicables à l'ensemble des glycoprotéides. Cette hypothèse devait 

se révéler par la suite exacte. 

Le but poursuivi dans le laboratoire lillois est l'étude comparée 

de la structure des glycoprotéides sériques, urinaires et tissulaires d'indi- 

vidus sains et cancéreux. Sur le vaste échiquier que représente ce programme 

de travail, l'orosomucoïde constitue un pion très important, puisque le dosa- 

ge dans le plasma humain de ce g1ycoprotéi.de permet de suivre l'évolution du 

rhumatisme articulaire aigu, des endocardites, des maladies inflammatoires, 

de la tuberculose et du cancer. C 'est pourquoi, 1' exploration de sa structure 

avait été entreprise. Pialheureusement le plasma ne renferme que 0,5 g d'oro- 

somucoïde par litre et des quantités importantes, qu'il était difficile de se 

procurer, étaient nécessaires pour mettre au point des techniques d'étude 

inexistantes. L'orosomcoïde présentant avec l'ovomucoïde de grandes analo- 

gies physico-chimiques, 1 ' intérêt des chercheurs lillois s ' est dès lors porté 
sur ce dernier. 

Le temps a passé et les résultzts se sont accumulés. Ce qui hier 

était une hmothèse, aujourd'hui est une loi : les glycoprotéides, quelle 

que soit leur origine peuvent être préparés, étudiés par les mêmes procédés 

qui conduisent à l'isolement de fragments osidiques et glycopeptidiques 

communs : (MO~ITR~~UIL, ADrn-CHOSSON et SPDC (8) ; ADAM-CIIOSSOIIS (9) ). 

Dans le présent mémoire, après avoir décrit les protéides du blanc 

d'oeuf de Poule, actuellement connus, et exposé l'historique de la découver- 

te de l~ovomuco~de, iious envisagerons successivement les méthodes de prépa- 

ration et de purification de l'ovomucoïde, ses propriétés physico-chimiques, 

sa composition, sa structure, son rôle biologique. Nous décrirons ensuite 

les résultats que nous avons obtenus au cours de nos recherches. 



Dans une première partie, nous décrirons les méthodes de prépara- 

tions et de purification, ainsi que les propriétés physiques, chimiques et 

immunologiques des protéides qui entrent dans la constitution des préparations 

dlovomucoïde. Dans une seconde partie, nous exposerons les procédés que nous 

avons mis au point pour fractionner llovomuco~de "proprement dit". Enfin, 

nous préciserons les propriétés physico-chimiques des fractions d'ovomucoïde 

que nous avons obtenues, leur participation respective à l'inhibition tryp- 

sique et les perspectives nouvelles qu'elles ouvrent pour l'étude de la struc- 

ture de 1 ' ovomucoïdo . 



1 - LES PROTEIDES DU BLANC D'OEUF DE POUU. 



1 LES PROTEIDES DU BLANC D ' OEOF 

Les protéides qui ont été caractérisés dans l'oeuf des oiseaux 

sont nombreux. Beaucoup ont été isolés, aussi n'entre-t-il pas dans notre 

intention de les décrire tous en détail. Nous renvoyons sur ce sujet aux 

revues générales de ROlWJOFF et ROWOFF (1 O), de IWVER (1 1 ) , de FEVOLD 
(12), de I'IONTWLTIL (13, 14), de BISERTE (15) et de Pldü4CINSOI\T (16). Nous nous 

sommes limité à préciser les principales propriétés physiques, chimiques et 

biologiques des protéides du blanc dl oeuf de Poule, qui sont en outre résu- 

nées dans les TaSleaux I (p.6) et II (p.7). 

1 - L'  ovkLi3uM1im 

L'aval-buminc, découverte par HOFMEISTER (1 7), en 9 890, est le 

principal constituant protéidique du blanc d'oeuf puisqu'olle représente 60 

à 70 p. 100 des protéides totaux. Il s'agit d'un phosphoglycoprotéide de poids 

moléculaire 45 000, dont la fraction polysaccharidique est constituée unique- 

ment de mannose (1,8 p. 100) et de H-acétylglucosamine (1,4 p. 100) dans les 

rapports molaires 5:3, respectivement. La constitution Zu groupement glycan- 

nique EL été explorée par NOI'EGOMERY, Wü et LEE (18,19) qui ont proposé le 

schéma de structure illustré par 1s figure 1 (p. 8). Quant à la nature du 

point d'attache glycanne-protéine, plusieurs auteurs ( J O ~ S E ~ J ,  l ' H A L L  et 

brEUBERGFJ? (20) ; LEE et MONTGOlliERY (21 ) ; NUTIGE et C ~ ? I N G ~  (22,23) 3 

YAMASHIPIIA. et IZUMI (24) ; YANASHIMA et MAIZII\JO (25) ) ont démontré que la 

W-acétylglucosamine était con ju&e à 1 'asparagine par une liaison du Spe 

1 - ( ~ - ~ ~ . ~ - a s ~ ~ ~ l ) - ~ - a c é t ~ l ~ l u c o s a m ~ l a m i n e  (Figure 2 ; .8) . E n f i n ,  1 'hété- 

rogénéité électrophorétique de l'ovalbmine qui se dissocie en 3 constituants 

Al A2 et A39 s'explique par l'absence (A,) ou la présence de 1 (A*) ou 2 (A3) 

restes 'sphosphorylefl greffés sur la molécule glycoprotéidique. 

2 - LA. CO~LBUMINE ----- - --- - ---- 

La conalbumine, découvert~ en 1 900 par OSBORNE et CAMPEEU (26) 

est un protéide d'un poids moléculaire de 87 000 qui possède la remarquable 

propriété de complexer les métaux (2 atoines par molécule de conalbumine) 

comme le fer, le cuivre, le zinc. Selon WIIVDLE, IJIEASEZA, CMFST, et FEETuEY (27) 

qui ont exploré le métalloprotéidc: à l'aide dc la résonance paramagnétique 

électronique, les atomes de Fcr (~e*) seraient coordinés aux atomes 



Tableau 1. 

Les protéides du blanc d'oeuf de poule. 

---I_-- I-.-ll-*-- - -.----.-.------.--.. ----- PI-- -.. -------._. -- - - -  C 

i t p.100 des t t 

pro teines ! ?,opri; tés particuiiires . 
i 

i i 1 totales 
i 

-.-IC.. - . -- - - - - - - -  
i 

---+- I. - - - .- --- 1 
i i 1 Glycoprot6ides 

i Bvidine 
i 

? 0,l 1 Facteur antibiotine 

1 Conalbunine f 1 9 à 16,8 i Complexe les métaux 
i I 

! 1 

i 
1 "Globuline A1 i 0,s ! / "Globuline 

1 l~Globuline G2IL 

"Gl~b~lhe G j "  

Ovalbumine 

i 

0 9 1  Inhibe la trypsine, la chymo- 1 trypsine et des enzymes prot6o- 1 lytiques microbiennes. 
i 

2 1 I 
: Ovomucoïde (ovomucoïde a de 1 
i 

i 

! JIEYXR) (31 ) i 9,2 à 14 Inhibe la trypsine 

f Ovomucinc. (ovomucoïde fi dc 1 1 
i JEXER) (32) 1 1 .1  i 1.9 i Inhibe lthc'magglutination des 
I 

1 hématies par le virus de 
i 

i 
1' Infl~oilza type G .  

/ Ribof lavopro téinc 
f 1 098 : ? 

l 
i 

I 
/ Holoprotéides f 

I 
t 

' Inhibiteur de 1 FOSam ,% N H I ~ ~ R  (33): i ? ILrhibe la Ficinc et la papaïne. i 
I 

Lysozyme ("globuline 61 ") j 2,8 à 3,7 / Lyse les bactéries. 
l 
i 
i 1 



Tableau II 

~on~ositions centésimale et molaire en glucides de quelques glycoprot6ides du blanc d'oeuf de Poule. 

--.- -----... .- 
Avidine A (a) 4,7 

Avidine Il& (tl) 3,s 

Avidine XA (a) 1 7.2 

Ctxilazes 

Conalbumine (e) 

! 
O, 3 

Coquille (matrice prot6ique)*(f) 3,57 

trCuticüiell (f) 

Membrmes ( f ) 

Ovalbumine ( g )  (h) 

ûvoglycoprotéinc ( i) 

Ovoixhibiteur (j) 

Ovomcroglobuline (k) 

ûvomcine (1) 

4,5 1 / mannose, acide désoxyribonucl6ique. 

3,6 1 1 galactose, monnosc. 

galactose, maYinose, fucose, glucosamine, 
galactosamine . 

3,06 1 1 galactose, mnnosc, fucose, hexosmine. 
1,45 1 1 galactose, mûnnose, hexosmine. 

1398 1 1 galactose, mannoso (1 :2) ; N-acétylglucosamine, 
acide IJ-acé t ylneurdnique . 

14,5'a15,3 1 0,D à 1 , galactose , mannose, JV-acétylglucos=Lmine, acide N-ac6tylneuraminique. (2 : 1 0 : 2 0 : 1 ) . 
* : La matrice protdique de la coquille contient en outre 1,45 p.100 d'acides uroniques, (f) 

(a) : lWUIl$iG3L - COPSRBT, SIELL e t  DUCAY (34) ; (b) : YOUNG (35) ; (c) : IZZER (569 ; (d) :: EEiEY,  l?HODES et ANDJ2RSON (37) p 

(4 : WILLLAinZS (38) ; (f) : aAKER e t  W C H  (39) ; ( g )  NEXJBERGER (40) : (h) s SOE~TSEEJ (41) ; (i) : KEmmR (42) ; (j) : TOfIIT'IATSU, 

CLAL8-Y et WTTJLOiTCH (43) ; (IC) : TDLLER et FF,EIEY (44) 9 (1) : ROBIfJXO~~ et I.IOf!EEY (45) ; (m) IIO~"U?Let coll. (46). 
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dl omgène des groupements phénoliques de 3 résidus de tp-osine, à deux atomes 

d'azote et à un ion "bicarb~nate'~. 

Récemment, on a reconnu la nature glycoprotéidique de la conalbu- 

mine dont le glycanne est constitué de 4 résidus de mannose et de 8 résidus 

de M-acétyl -* .- glucosamine (WILLUPE) (48). 

3 - LE LYSOZYME 
Fe---- ---- 

Le lysozymc , découvert par FLEMING (49) en 1 922, est un holopro- 
téide cristallisable de poids moléculaire 14. 800. Sa dénomination est liée 

à son pouvoir de lyse des bactéries et l'on sait, à présent, grâce aux 

travaux de GHUYSE2J et de JTWIULOZ que son action lytique s'explique par son 
9 

activité TT-acéQl-nesiqu qui provoque la dégradation de la "muréï- 

ne", constituant glycoprotidique des parois bactériennes. Le lysozyme 

possède un point isoélectrique voisin de 11. Sa structure est à présent 

connue grâce aw: remarquables travaux de JOLLES. 

4 - L ' A V I D r n  --- 

L'avidine est un glycoprotéide qui a été isolé, en 1941, par 

EAKET, SI!ELL et 'WILLIAMS (50). Elle existe sous trois formes : 1 l avidine A 

(P.M. : 68 000) de nature glycoprotéidique 9 ltavidine XB qui résulte de 

l'association de l'avidine A avec un glycoprotéide acide ; l'avidine 1i.A 

(F.M. : 66 000) qui est un complexe insoluble dans 1' eau df avidine A et 
d'acide désoxyribonucléique. La composition en acides aminés et en oses a 

été déterminée par XE- et GREEN (51). 

L'avidine possède la propriété de se complexer avec la biotine 

(3 molécules de biotinc par molScule d'avidine). 

5 - L'OVOP-CINE ----- 

L'ovomucine ou ovomucoïde ~ d e  MEYER a été décrite pour la pre- 

mière fois par EICHIiOLZ (52). Il s'agit d'un composé très mal défini, de 

nature glycoprot6idique et de poids moléculaire élevé 7.6 x 1 06. Elle 

précipite par dilution du blanc d'oeuf avec l'eau et devient alors complè- 

tement insoluble. Ce dernier caractère explique que les propriétés physico- 

-chimiques de l'ovomucine demeurent très mal connues malgré sa propriété 

d ' inhiber 1 hémq#utination des hématies par le virus de 1 ' %l___a--~,e,,...B. - 



Cependant la composition en oses a été récement précisée par ROBEGON et 

Morny (53) . 

6 - LA. RIBOFLClVOPROTEINE -- ------- 
XIIO3EX3, W I  et FEEbEY (54) ont isolé une riboflavoprotéine et 

son apoprot6ine correspondante, par chromtographie des protéides du blanc 

d ' oeuf sur des colonnes de cellulose modifiée (voir p. 140). 

Cf est un protéide de poids moléculaire 32 000 qui contient 0,0 

p. 1 00 de phosphore. 

La chronatographie sur CM-cellulose permet de fractionner ltapo- 

protéine en deux constituants qui sont élds, l'un à pH 4,3 et l'autre à 

pH 4,s. 
Eb électrophorèse libre à pH 8,6 (tampon véronal) lfapoprotéine 

native et le aélange des deux sous-fractions sont homogènes. Cependant à 

pH 4,l (tampon acétate ; O,? ) les deux fractions du mélange se dissocient. 
Cette hétérogénéité électrophorétique et chromato,sra~hique serait liée 

à la présence de 7 et 8 résidus ~phosphorylefl dans les apoprotéines éluées à 

pH 4,3 et 4,S respectivement. 

IWTSüSHD9A. (~5,56), en 1956, a isolé du blanc d'oeuf, paY. relax-- 

ga,ge au sulfate d ' amnoniun et fractionnement par 1 ' acide trichloracétique 
et l'acétone un inhibiteur trypsique, différent de 1' ovomucoïde et qu'il 

a no- ovoinhibiteur (voir p. 55 ). Ses principales propriétés physico- 
-chimiques décrites par TONU!ZhTSü, CLARY et BARTüLOVITCIi (57), sont les 

suivantes : 

Masse PIoléculaire 

par sédimentation (hchibald) 

par diffusion de la lumière 

Composition Chimique ---------------- 
Azote : 15,4 p. IO0 

Hexoses : 3,5 p. 100 

Hexosamines : 2,7 p. 1 00 



En électrophorèse à haute tension, en gel d'amidon et à pH alca- 

lin, llovoinhibiteur possède comportement intermédiaire entre celui de 

la conalbumine et de l'ovomucoïde. En outre, il se dissocie en trois consti- 

tuants. L1ovoinhibiteur inhibe 1;; try-psine, la chymotrypsine et des enzymes 

protéolytiques d'origine bactérienne et fongique. 

Plus récemment DAVIS, ZAHNLEY et DONOVAiJ (58) ont fractionné l'ovo- 

inhibiteur en 5 composants qui possèdent tous les mêmes propriétés physiques, 
des compositions en acides aminés identiques, mis se distinguent les uns dea 

autres par leur composition centésimale en glucides. Les résultats obtenus 

par ces auteurs seront précisés dans nos travaux personnels. 

IETTERER (59,60) a récemment décrit un procédé dlisoler;ient (voir 

p.99 ) à partir de préparations d1 ovomucoide de FORSYTE et FCLjm, d'un 

nouveau glycoprot6ide qul il a appelé ovoglycoprotéine . Ce composé existe 
dans la proportion de 1 p. 100 dans le blanc d'oeuf. Ses caractéristiques 

sont les suivantes : 

S2G-w 2,47 s 
P.M. 24 400 

P% environ 3,9 
Hexoses 13,6 p.100 (galactose - mannose : 1:2) 

Glucosamine : 13,8 p.100 

Ac. 11-acétylneuraminique : 3 p. 1 00 

Ce composé est hétéro&ne en électrophorèse et se dissocie en deux 

constituants à pH 3,9 (tampon acétate). Il ne possède pas d'activité anti- 

trypsique . 

9 - LES GLOBULINES - 
Des globulines G1 , G;! et 03, ont été caractérisées par HEKTOFJT et 

COLE (61) et par LONGSWORTX, C ~ ~ T  et Mc 1 ~ ~ ~ 8 %  (62). La globuline G1 a été 

identifiée au lysozyme par ALDERTOIT, et FEVOLD (63). Quant aux globuli- 

nes G;1 et 9, il s'agit de glycoprotdides qui contiennent du mannose et une 
hexosamine et qui n'ont pas encore étc? identifiéa. 

Elles ont fait llob jet des recherches i m n m n o é ~ M t ? Q u e s  de 

KAMINSKI (64,65) qui a décelé 9 espèces de glabUljries. 



En 1963, au cours de travaux de génétique, mENEY e t  coll. (66) ont 

isolé du bïanc d'oeuf deux globulines A., e t  A2 qui sont des xmriantes &nc?ti- 

ques. Leurs propriétés p-ico-chimiques n'ont pas ét6 précisées. Win, on 

1966, IïüLER e t  F E E E Y  (67) r?nt décrit l a  préparation, l a  purification e t  l e s  

principales propriétés physiques e t  chimiques d'une globuline Ci8 qu ' i ls  

proposent d'appeler OVONACRO GLOBULDE. Cettrt globuline présente des réactions 

inimunologiques croisées avec l c  constituant C1a d'autres espèces aviaires. 

1 O - CONSTITUANTS D33ERs .  ----------- 

1 - Un inhibiteur de l a  ficine e t  de la papaPne a été  isolé du blanc d'oeuf en -------..-.=.--.--, a-. .-L.-*-------,-.-.-."--.m-.-*.*-. ..- "~--- 
1968 par FOSSüM e t  WHITAKEZ? (68) par relaxgage au sulfate dlamnoi?lum, f i l t r2 -  

t ion sur Sephadex G 75 e t  chromtopaphie sur Ci.'I-cellulose. C ' est un holopro- 

téide de poids moléculaire 12 700 qui n'inhibe n i  Ir trypsine, ni la chymo- 

-sine, n i  des enzymes protQoiytiques extraits de Pseudomoms neruginosa, -------.--.-----.-->-.. --.- 
Proteus vulgaris, Bacillus corew e t  Bacillus subtil is .  
------------*--- ---------- .....--- ----.---=A. .-- .--.. .--- 

2 - Les ~ b l a z e s ,  l a  membrane qui tapisse l a  face interne de l a  coquille, 
----.----<---- ----------- 

1,~ cuticule qui. en recouvre l a  face externe, &a matrice protéique de l a  ..---------- 
coquille sont de nature glycoprotéidique  ableau au II ; p.7). 

3 - Des enzymes ont été mis en Qvidence dam l e  blanc dloeuf ( t r ibutpinase,  

catalase, peptidase, trypsine) p w  L-VER, I.IORRIS, KLïIE e t  BEAI!? (69). 

Elles n1 ont pas encore fcait 1 ' objet d l études approfondies. 

4 - Un mucopolysaccharide acide (llhépmine sulfate) a e'&é isolé du bhic -....-"..-------.. .-.....*---- ------M.- 

d1 oeuf en 1966 par LOVELL, SCHOPAIT e t  CüRF7iAN (70). 

L -w------....-. O V O ~ ~ U C O ! ~ E  --a (pseudopeptone de NEUSIIEISTEII, womucoSde cc de 1,EYEX) 

qui a f a i t  l 'objet  dc notre étude est  un glycoprotéide dont nous exposerons 

à présent les  propriét4s après avoir toutefois décrit l 'historique de sa 

découverte. 



Ln découverte de 1' ovom~~coîde s t  est  fCaite en 3 Qtapes u 

1 - NISE EN EVIDEIICE D'UN PRO'PEIDE NON COAGEGABLE PAR M. 
y--------- - - ------- -- ------ 

CHALEU2 lX.FJS LE BLANC D'OECTF. - ---------- - 
La découverte de l'ovomucofide es t  classiquement attribuée à I/~(~RNER 

(71 ) , cep.endant nos rechercl-ies bibliographiques nous conduisent, sans ambiguit6, 

à conférer l 'm té r io r i t é  de cette découverte à 1?!3üI~ISTER (72) qui, dès 1890, 

non seulement ctrract8risait, mais i so la i t  une "pseudopeptone" du f ï i t r a t  de 

solutions de blanc d'oeuf. portdes à l 'ébul l i t ion e t  en décrivait l e s  principaies 

propriétés qui sont celles de 1 ' ovomcofide, Cependant, quel que soi t  1 ' "inven- 

teurt' de llovomucoSde, de nombreux travaux sur l e s  protéides de l'oeuf avaient 

précédé l e s  siens e t  lui evaient ouvert l a  voie. 

Vers la. f i n  du siècle dernier, on croyait encore que l e  blanc d'oeuf 

ne contenait qu'une seule p r o t h e  mais bientat, 11hétéro&n6ité de sa compo- 

s i t ion fu t  démontrée. 

En 1873, BECHAN? (73) casactérisers, en effet ,  t ro is  protéides dis- 

t incts  ; deux sont précipitables pax l'éthanol dilué, tandis que l e  troisième 

reste en solution. L'existence de ce dernier composé fut  vérifiée plus tard par 

M ~ R ~ \ ~ B R  (74), EICHHOLZ (75)9 OSBOEOIE e t  CUlPBELL (76) et MGSTEITJ (77) e t  on 

sait à présent qu ' i l  s tag issa i t  de ltovomucoSde. 

L'année suivante, M U T E R  (78) démontrait que l e  blanc df oeuf ren- 

ferinait deux protéides non c o ~ b l e s  par 1s chalmiin, 

En 1888-1889, CORIN e t  BERARD (79) qui avaient précédernent signalé 

la présence d'mm "peptone" d,2m l e  blanc d'oeuf, fractionnent ce dernier e t  y 

trouvent cinq protéides qu ' i l s  appellent albumines cc,  e t  Y e t  ovoglobulines 

ccet p. 
En 1890, IlEüTEISTER (80) s'inspirant des travaux de ces derniers 

auteurs, prépare une pseudopeptone, diff érente disai t  -il de 1 ' ovca.lbw;lme e t  

de 1 ' ovoglobuïine . 
En 1892, HEXLETT (81 ) reprend e t  critique les  travaux de I%YCWT e t  

DUCGAi? (a) ,  eux-n8nes su&rés par ceux de HALZIB'URTO~T (83) concernant l a  

précipitation des protéines sériques par l a  chaleur. Il effectue unc étude 



systématique des conditions de fractionnement de8 protéides de 1 ' oeuf par la 
chaleur et caractérise au n o h  trois composants. 

En 1894, M~RNER (w) utilise un procédé analogue à celui qu'avait 

employé NmnvlEISTER quatre ans auparavant et isole un nmucoYdetl du filtrat de 

blanc d'oeuf bouilli. 

A ce protéide non coagulable par la chaleur, F.I'~RI\sER donna le nom 

d O V O ~ ~  OÏDE . 
Plus tard, ce terme fut appliqué, dtunc manière générale, aux 

coraposés qui restaient en solution dans les filtrats acétoniques (MEYER (85)), 

acétono-trichloracétique (LINEWJ~AVB et MüRRKI (86) ) , trichloracétique 
(FREDEBIcQ et DEUTSCH (87)) ,  éthanolique (FoRSYT~B et FOSm (88)), et phéno- 

lique (MONTRFITIL et coll. (89)) . 

II - MISE El'? EVIDENCE DE L'ACTIVIm A.NTI'I5lYPSIQUf3 ............................ ----.----------A--------------- 

DU - B W  D ' OEUF. - 
L'activité antitry-psique du blanc d'oeuf a été reconnue pour la 

première fois par DELEZENHE et POZERSI<I (90) en 1903 et par HEDIN (91 ) en 

En 1934-1 976, BALLS et SCf!3JlaSO?ir (92) et Mli:l'E:R et coll. (93) isolè- 

rent la substance active. Seulement onze ans plus tard, LIN?3WEAlER et ï!ïUMUY 

(94) identifièrent 1 ' inhibiteur trypsique à 1 ' ovomucoTde. Depuis, cette 
propriété a été utilisée par la plupart des auteurs comme critère d'identifi- 

cation et de pureté des préparations d'ovomucoïde. 

Pourtant, llovomucoTde iltest pas la seüie substance antitrypsique 

présente dans le blanc d'oeuf. L1ovoinhibiteur isolé par PULTSIISHDIPL (95) en 

1958, possède aussi cette propriétb. 

III - MISE EIN EVIDENCE DANS LE --.- BLAiTC D ' OEU'F A D'UN - - - 
COFIF'LFXE - GLUC --- - IDE-PROTEm - - - . -- 
---UV---------------- 

La présence de glucides liés aux protéides du blanc d'oeuf a été 

démontrée par PAVY en 1894 (96) : l'hydrolyse sulfurique détache en effet du 

coagulum des protéides de 1' oeuf ddnaturés par la chaleur, une substance qui 

réduit la liqueur de FBHLING et donne. lf osazone du glucose (P.F. : 189-1 92)*. 

(*) P.F. = Point de fusion. 



PAVY claasa ces protQidos parai les glucosides confdment à l'opinion d8jà 

exprimde en 1885 par KRUI":NBERG (97). 
En 1896, KRLFJKOFJ (98) obtient, lui aussi, uns osazone, à partir des 

hydrolysats de bl,m d'oeuf coagulé par la chaleur, mais conclut que le gluci- 

de n'6tait pas du glucose, que ltosazone n'était qu'un artefact et que "le 

résultat obterm était sans import,mce du point de vue du métabolisme des 

glucides". 

Cependant, EICBOLZ en 1898 (99) impressionné pax les r6sultats de 

PANY et pctr ceux de SCHUTZENBERGER (100) qui mient obsem' la présence d'une 

substance réductrice non azotée Ctms les produits de décomposition dos protéi- 

des, reprit les travaux de KMWKOW et identifia ï a  glucosszone, par son pbint 

de fusion, dans les produits dihydrolyse svlfwique d'une préparation dfOVO- 

~COÏDE. A la. suite de Ifidentification de la, glucosmine et d'acide suifmi- 

que dans les produits d'hydrolyse de lfovomucoïde, l'hy-pothèse fut admise que 

ce dernier contenait un mucopolysacchaide acide associé par une liaison 

ionique labile à une protéine, mais elle fut infirmée dès 1 900 p m  LEVENE 

(1 01 ). On admit donc que le groupement polyosidique était neutre et constitué 

dt oses et d'osamines mis aucune preuve ne pouvait être apportée qu'il fat 

lié à une protéine. Les prépmations d'ovomuco'lde pouvaient donc parfaitement 

résulter du mélange d'un polyoside et d'une protéine. 

En 1 923 seulenent , LE= et IsTORI (1 02) démontrèrent que les 

glucides sont énergiquement liés à la protéine et que seule une hydrolyse 

sodique réalisée à chaud selon le procéCl6 de IQAENEL et ZLLII\TEK (103) peut 

dissocier la combimison, et les auteurs conclurent "timt this result indica- 

tes the existence of an i9timte union between proteins and polysaccharide, 

one more intate that of ions of an ionizable saltu. 

Plus tmd, la nature glycoprotéinique de l ' ovomucoïde fut défini- 
tivement 6tzbli.e. Eii effet, il ne pouvait s 'agir d'un &lange de polyosides 

et de protéines dont la s6parntion aurait 6tQ aisée en zppliquant les méthodes 

modernes d ' analyse chromtographique ou électrophorétique. 

1 - ~ @ ~ s - o I P ~ 1 R A T I o ~  --------------- 

Depuis sa ddcouverte, de nonbreux procédés ont été décrits pour la, 

préparation de 1'ovomucoYde. Nous distinguerons les méthodes par  précipitation 

des méthodes chromatographiques en nous limitant à l'exposé de leur principe. 



A - LES METHODES PAR PRECIPITATIOIJ 
------* "- .-,. ..--- --.-. - --.+-- -- - 

Toutes sont fondées sur la grande stabilité de ltovomucoTde qui n'est 

dénaturé n i  par la chaleur, ni par l'acide trichloracétique, ni par l'éthanol, 

ni par l'acétone, n i  >as le phénol. A cet égard, son comportement est voisin de 

celui de 1 ' orosomucoïde, sérom~coïde~~ du sang de l'Home. Suivant le procédé 

de dénaturation enployé pour élinincr les autres protéides du blanc d'oeuf, 

nais distinguerons cinq groupes de &thodes. 

Le blanc d'oeuf est additiodde 3 volmes d'eau distillée, ajuste 

à pH 6 avec de l'acide chlorhydrique 2 N et porté à ébullition pendant 5 nn 

sous agitation.. Le filtrat est saturé en sulfate d ' , ~ o n i ~  à pH 4,6. Le préci- 

pité est dissous dans de l'eau distillée et l'ovormco'ide est précipité de cette 

solution par addition de 5 volmies d'éthanol absolu. 

1) Preuier procédé : Le blanc d70euf est porté à l'ébullition -------- 
dans des cori6itions identiques aux précc':dentes. Le filtrat est prgcipité après 

concentration de rzoitié, par de l'éthanol zbsolu et le  réc ci pi té est somis à 

une nouvelle préctpitation alcoolique (4 heures dc contact à -Eloc). Le pr6ci- 

pité finaï constitue ffl'ovomcoSde de r~i8~u~m I l i .  

2) Deuxième j-rocédé : Le filtrat d'ébullition du blanc d'oeuf, ---- 
traité dans les nêmes conditions que précéd-ment, est saturé en stilfate de 

sodiwri à pII 7,5 ct porté à l'ébullition pendant deux minutes. Le précipité 

gomeux forné est traité pczr l'ca7t.l distillée. Le filtrat est précipité par 

cinq volumes d16thanol absolu (4 1icur~s de contact à + 200~) et le prdcipité 
fournit "1 ' womcolde de ~~oRIIER II" . 

c) Procédé de WERI\TER et QDITS (106) .----.----.&-- 

Le blanc d'oeuf, dilué avec quatre voluucs d'eau, est ajusté à 

pH 4,7 avec de l'acide chlorhydrique 5 N et mintenu à l'ébullition pendant 

3 à 4 heures sous agitation dans un appareil m u  d'un réfrigérait à reflux. 

Le filtrat est coacentré au. sixième de son volume et précipité par six volumes 

d'éthanol à -1 5 O C .  Après un contact de quatre heures à - 8 O C ,  011 recueille ui 

précipité qui cst souIilis deux fois encore au même fractionnement éthanolique. 

Le précipité final représente s'l'ovoxtucoïde de TCBNEB ct ODIF'. 



d) Procédé de LONGSWORTH et coll. (1 07) -----------.----------------- 
Le blmc d' oeuf, dilu6 au demi avec de 1 'eau distillée, est 

précipité par du sulfate d'am~~~onium (concentration finale o 133 g pour deux 

litres) à pH 4,6. Le filtrat est saturé en sulfate d'monium et, après un 

contact d'une nuit, on recueille un précipité qui est dissous dans l'eau et 

porté à 1 'ébullition peindant 1 5 ninutes. Le filtrat est dialysé et concentré. 

Sa précipitation pH 4,4 et à O°C par deux volumes d'éthanol conduit à 

~'l'ovomco'ide de LONGXEJORTH et coll.". 

2 - DENATURATION PAR L 'ACIDE TRICHLORACETIQUE --------------------------.----- .----.----. 

a) 146 thode de LII~JE$WB ek MüRRAY ( 1 08) ......................... 
Une solution d 'acide trichloracétique et d'acétone dénature les 

protéides accompagnant 1 ' ovomucoîde qui est isolé du filtrat par précipitation 
acétonique. 

Lc protocole détaillé est schématisé dans la figure 12 ,;p. 5 6 ' .  

b) PTéthode de FFüDERICQ et DEUTSCH (109) 

Les protéides de 1 'oeuf sont dénaturés par l'acide trichlorac6- 

tique, rt l'ovomcoïde est isolé du filtrat pm plusieurs précipitations 

éthanoliques dans des conditions de température, de pH, de concentration 

alcoolique et de force ioniquc. suivant le sch4m de la figure 52 F i  p.189). 

30 - DENATURATIOX PAR L'ACETOiiE .--- .---..A.----- 

N6 thode de MEYER (1 1 0) 

Le blanc d '  oeuf est traité p a  l'acétone et le précipité obtenu 

est extrait par une solution aqueuse d'éthanol et d'acide acétique. l'ovomu- 

corde est précipite de l'extrait par l'addition de cinq volmes d'éthanol à 

- 20oc. 

40 - DEUTURATION PAR L 'ETHANOL ........................ 
$lé thode de FORSYTEE et FOSTER ( 1 1 1 ) ----- ----------- ----------- 
Les protéides du blanc d'oeuf sont fractionnés par lt6thanol 

selon le schéma de la f i,we 26 , p. 100 j , fondé sur le principe de la méthode 
de fractionnement des protéides sériques de COHN et coll. (1 12). 

L ' ovomucoide précipite lorsque la concentration en alcool atteint 
70 p. 100, 



5' - DEl~mTRQTION PAR LE PEENOL 
-----A-."*-=-. .. ,--. .---."--**.,a.."---- .. -" . - 

Héthode de MOJFZEXJIL et coll. (1 13) 
~ -----L-.----. ~ ----... "* .-..-. -*-- .. ,- ...-- *.-- 

Ces auteurs ont appliqué à la prépazation de l~ovomucoîde, la 

méthode de MICHON (1 14) de préparation de 1' orosomucofde. Les protéides du 
blanc d'oeuf sont dénaturés par lo phénol. L1ovomuco!ide est précipité du fil- 

trat perchlorique par le sulfate d'ammonium. Il est ensuite purifié par un 

fractionnement é tholique . 

B - LES METHODES CHROPUTOGRAPHIQUES 
--------.=----------------------.- 

L'application à l'isolement de l'ovomcolde des méthodes modernes 

de chromatographie sur des colonnes d'échangeurs d'ions n'a fait l'objet, 

jusqu'à présent, que d'un très petit nombre de travaux. Des recherches ont 

été effectuées principalement sur des celluloses modifiées ( CM et DEAE - 
cellulose)-% . 

En 1 958, RHODES, Am1 et FEE2EY (1 1 5) ont fractionné le blanc 

d'oeuf sur CM-cellulose équilibrée daYis un tampon acétate dtmonium 0,1 W 

de pE 4,3. L' ovomucoïde n'est pas retend par 1' échangeur de cations. Il est 

élu6 le premier dans Ic tampon de stabilisation et soumis à wi deuxième frac- 

tionnoment effectué sur la même résine, à l'aide d' un gradient dl élution 

discontinu en acétate dlcunmoi?ium de pE 3,5 à 5, S. 

Plus récemment, XIODES, BET;n\ETT et FEEIEY (1 1 6) et FEETEX, STEVENS 

e t  OXUGA (1 1 7) ont appliqué cette méthode au fractionncment des protéides du 
blanc d'oeuf de diverses espèces d'oiseaxx et ont étudié l'activité mtitry-p- 

sique des ovomucoïdcs ainsi obtcnus. 

En 1 960, MAXDELES (1 1 8) s utilisé La Dm-cellulose et fractionné 

le blanc d'oeuf pcls un gradient d'élution continu dc phosphate de potassium, 

de glycocolle, de chlorure de sodium et d'acide chlorhydrique. La présence 

dlovomucoTde a été décel4e dans le pic E par son activité antitrypsique. 



C - CONCLUSIOIIS 

Malgrè l a  t rès  grande diversité des méthodes décrites pour 1 'iso- 

lement de 1 ' womucofide, t rès  peu de recherches ont été effectuées pour 

uérifier l a  pureté des préparations en dehors do leur activité antitrypsique. 

LOI\TWfORTH e t  coll. (1 19) l e s  premiers, puis LINEMUVER e t  MüRFiAY 

(1 20) e t  FEBDERICQ e t  DETWSCIT (1 21 ) avaient remarquk 1 ' hétérogénéité électro- 

phoré tique de leurs préparations. 

En 1 9 3 ,  BER e t  coll. (122) ont repris l 'étude électrophorétique 

détaillée des préparations obtenues par ces deux derniers groupes de cher- 

cheurs et sont arrivés h l a  conclusion qine ce que l 'on considdrait, en général, 

comme 1 ' womucof de, serai t  en f a i t  un complexe formé de cinq protéides t rès  

semblables, tous doués d ' activité antitry-psique ne présentant entre eux qu'une 

faible différence d'un groupe chargé en plus ou en moins par exemple. 

En 1 357, J U T E Z ,  K A P I ~ X I  e t  IZGAULT-DEPIARE (1 23) montrent au moyen 

de l'anaïyse ~ o é l e c t r o p h o r é t i q u e  que l e s  préparations obtenues par les  

procédés de LII33EAVER e t  MüRRAY e t  de -WDERICQ e t  DEUTSCH contiennent des 

impuretés (lysozyme e t  (3-globulines). 

En 1958, RHODES, Ai718RL e t  FEENEY (124) signalent que leurs prépara- 

tions sont souillées par des globulines, mais qv.laucun autre protéide du blanc 

d'oewf n 'é tai t  décelable par l a  recherche des activités spécifiques. 

L1homo&néité des préparations d'ovomuc~Zde é t a i t  donc douteuse ; or 

l'étude de l a  structure chimique d'un composé ne tolère pas une t e l l e  incerti- 

tude. C'est pourquoi quelques essais de purification ont été tentés. 

Les teultatj-ves de purification de l'ovomucoïde ont porté essen- 

tiellement sur l e s  préparations obtenues par les  procédés de LINErdW'\rER e t  

MURRAY ( 1 25) e-i; de FREDERICQ e t  DEUTSCB ( 1 26) . 
Les m6tbodes uti l isées se rattachent 5 l'électroyhorèse de zone sur 

poudre de cellvlose dans des colonnes de type PORATIi e t  au fractionnement 

chromatographiqpe sur des colormes de cellulose modifiée éc21angeuse d'anions 

(TERE: e t    cellulose)+ e t  échangeme de cations (SE-cellulose)+*, sur des 

colonnes d'hy-droxylapatite e t  sur des colonnes de Sephaciex, 



A - LES IE'iTHODES ELECTWHORETIQm 
---------.---------.A-L*--------- 

10 - En 1957, JUTISZ, P-YSKI e t  LEGAULT-DEMARE (127) ont cffectué des -----.----- -~-*--.---.- ""- 

électrophorèses préparûtives sur l'ovomucoïdc dc LINE%dEULI1I e t  MURRAY, dans 

un t,ulrpon acétate 0,l 14 de pl1 6 sous une tension de 160 volts  pendant 42 

heures. 

Les av~tcurs ont a ins i  sép,mé s i x  fractions i A, E, C, C2, Cg, e t  D. 

Ltanalysc imnuno-électrophorétique montre que l a  fraction D es t  

constituée par l c  lysozyme e t  m e  globuiine p 3 ; quant à l n  fraction C2, 

pondéralemcnt la  plus Unportante (49,l p. 100 des protéines to ta les  récupé- 

rées) ,  e l l e  e s t  homogène ; sounise à une demAème électrophorèse dans l e s  

mêmes conditions, puis à une troisième dans un tampon acétate 0,l Pi de pH 4,4 

sous une tension de 192 vol ts  pendant 70 heures, l e  constituant C2 ne donne 

qu'un seul p ic  dté lut ion.  

Sur l e s  s i x  fractions obtenues, seule l a  fraction C2 possède une 

ac t iv i t é  ,mtitry-psique. 

Ccs résu l ta t s  confirnent l 'hétérogénéité des prépaations d'ovo- 

mcotide étudiées par l e s  auteurs mis sont en désaccord t o t a l  avec l e s  

conclusions de BER e t  col l .  (1 28) concernant 1 ac t iv i t ê  nntitrypsique. 

20 - En 1 964-1 965, ADAiYI-CIOSSOfT (1 29) e t  P 1 O l ~ ~ I L  e t  coll.  (1 30) , ont 
--a-- ---,--.-- . u s -  -- - .. .-.-- 4 -*--... 

appliqu& une méthods. seinblnblc à l a  purif ication de préparatiom d'ovoicoïde 

obtenues par divers procodés. 

Les électrophorèses ont 6té rCalis6es d,ans un tampon phosphate 

0,005 M de pE 7,4 e t  sous des tensions vasirnt  de 400 à 1200 volts  pendant 

16 à 17 lieures. 

En 2ucun cas, l e s  auteurs n'ont pu 0btcxi.r un ovomcoïde immuno- 

-élec trophoré tiquement homogèno , 

3' - CONCLUSIOi'J ----.------ 
Les r6sul ta ts  aquis pûr l c s  différents auteurs révèlent un 

désaccord profond dont l e s  raisons sont restées inexpliquées. 

B - LES NETHODES CHROPWOGRAPHIQ-IES 

10 - En 1960, JEV0]!5S (131 ) fractionne l e s  ovomucoïdes de LINErimVER e t  --...----------- 
r l m y  (1 32) e t  de i-IEDERïCQ e t  DEfiTTSCH (1 33) sur TI3A.E-celPdose. Il applique 



un gradient d'élution continu en chlorure de sodim de O & 1 M dans le 

tanrpon phosphte de sodium 0,004 M de pH 6,8 et obtient ainsi les composés 

1 ,  2 et 3. Le conposé 2, seul, possède m e  activité antitry-psique et son 

pic dt élution est asymétriquc. L'auteur en a conclu que l'ovomuco2de était 

hétérogène et que lcs préparations étudides contemient 2 protéides conta- 

minant~ : le composé 1 qui est d6pourvu de glucide et le composé 3 qui 

conticnt 0,9 p. 1 00 d ' acide siaiique et possède un rapport hexosamine/hexose 
égal à 1,4. Plus tard BEELEY et JEVONS (1 34) postuleront que ce dernier 

composé pourrait sugdrer la présence de llovoglycoprotéine de KETPERER 

dans laquelle le taux d'acidc sidique est égal h 3 p.100 et le rapport 

hexosamine/hexose égal à 1. 

2O - En 1 962, CHATTERJEE et MONTGOMERY (1 35) chromatographient sur colonne ----. ---- - L*-"L"Y.-.---"I-I 

de DW--cellulose équilibrée dans un tampon phosphate 0,005 M de pH 7, 

l'ovomcoiide préparé par 13 méthode de LlïEMEAVER et 1fljRRA.Y. En éluant par 

un gradient linéaire de sulfate de sodium O à 1 M dans un tampon phosphate 

0,05 II. de pH 7, ils séparent un composant mineur d'un composant majeur. Ce 

dernier, corresponht h l'ovonicoïdc a seul retenu llattection des auteurs ;; 

soumis à 1 ' ultracentrifugation, il se révèle homogène, rmis 1 ' électrophorèse 
libre montre quatre pics distincts. 

30 - En 1964-1 965, ADAM---CHBSO?? (136) ct MONTREUIL et coll. (137) appliquent .--- - d,--=d-.%=---=-=-----.-----.*---D---------------------"- 

différents ~rocédés ~hromato~paphiqucs à la purification de l'ovomucoïde. 

- Chromatogmphie sur SE-cellulose : ~'élution était obtenue par - --.-.->-----. -- .- .---"----".-~--->.- 

un gradient continu de citrate de sodium, le pH croissant de 3 à 6. 

- Chromatograpkie sur divcrs Scphadex : C-25, G-50, G-75, G-100 
" .--. .--. .--.-. 

et G-200. Le déplacement était effectu6 avec de l'eau. 

- Chromtogrxphie d'rrdsorption sur hydroxy-lapatite r Le lavage et ---,'.-------..-.-"-- - m- .--~---.. .-... ----. 
la désorption étaient réalisés 2vec un geadient discontinu de phosphate de 

sodim de pH 6,9, 

Aucune de ces techniques n'a fourni a m  ~~uteurs une entit6 

physico-chimique bien définie. 

40 - En 1969, KAIWORI et KAIIABATA (1 38) ont fractionné sur C~.T-cellulose -.---------.----. , -=*--. *a-. - 
des préparations dtovomucoïde obtenues par un procédé au sulfate d'ammonium 

et purifiées par chromritographie sur Dm--cellulose* Ils ont ainsi obtenu 

quatre fractions parmi lesquelles deux contiendraient les apoprotéines dlun 

tlflavomucoïde" et les deux autres l'ovomucolde. Lr:s quatre sonposés possèdent 

la même constante de sédimentation (sZ0 2,50), des nasses moléculaires 



identiques (28 000) , des compositions en hexoses (O à 9 p. 1 00) et un "rapport 

molaire Iliasunose : galactose (4.1)" scnblables. Elles se distinguent les unes 

des autres p a  leurs teneurs en osamine et en acide siCalique et surtout par 

des différences iPremarquables" du point de vue de leur conposition en acides 

&4s. Les rbsultats de ces sutours sont précisés ct discutés dans nos tra- 

vaux personnels. 

III - CONCLUSIOT~S -- - . --- .. , .- 

Vers 1959 commençaient au laboratoire de Chimie Biologique de la 

Faculté dos Scicnccs de Lille lcs premiers travaux de détemination de la 

conposition ct de la, structure de l?ovo~ucoïde. Très vite, les chercheurs 

constatèrent que lcs résultats étaient fragmentaires, parfois contradictoires, 

souvent discordants, comme aous venons de l'exposer. 

DELES le but de préciser les meilleures conditions de préparation de 

1' ovomcoïde, ADM1-CHOXSOK (1 39) et T4ONTFtE!üIL et coll. (1 40) ont appliqué 

systdmtiquenient toutes les mdthodes que nous avons decrites plus haut et 

ont sounis toutes les substances isolées à des études physiques, chimiques 

et imrnxnolo~ques, Les conclusions que ces auteurs ont tiréosde leur étude 

critique sont les suivantes : 

- Aucun des noirbreux procédés dc préparation dc llovomuco!Ide ne 
pernct 1 ' isolement d'une entité physico-chimique. Toutes les adthodes con- 
duisent à des p~6pwations qui sont hétérogènes à lluitracentriftgation, 4 

1' électrophorèse, à 1' innuno-électrophorèse et 1 'amlysc chhique. Elles 

renfcrrncnt au moins qwtre constituants protéidiques diffdrents. 

- Les prépmations obtcnues par ébullition sont pasticllei2ent 
dém.tur6cs. Les procédés par  ébullition sont donc à rejeter au profit des 

m6thodcs utilisant l'acide trichloracétiquc ou le phénol. 

Aucun des proc6dés 2e purification décrits ne permet d'obtenir un 

ovomcofide honogène à 1 ' analyse hmo-électrophorétique . 
C'est pourquoi l'ml des buts qui nous fut fix6 , lorsque nous 

avons entrepris nos propres recherches, à 18 suite de ce travail, fut 

d'isoler llovonucoï~e pur. 



3 - PROPRIETES -- PHYSIQUES ET CHIMIQUES DE L~OVOPIITCOÏDE ---- 
.W.. .. .. .....-... " .. . - "- .- .- -. . . . . . .-- . -. ... " ..., . . 

Lcs études physico-chimiques de I rovomucoïde ont été efîectuées sur 

des préparations dont i ' homo&néité était loin d ' être parfaite Les propriétés 

qui ont été decrites pas lcs auteurs sont en réalité une moyeime dc celles des 

différents composmts dont les proportions varient d'un "ov~mucoTde'~ à 1 'autre, 

suivant le procédé employé pour sa prép,vation. 

Au moment ou nous entreprenions nos recherches, l/IOf~TïL et coll. 

(141) vomit de faire lc point des connaissances sur llovonucoIdc cn publiant 

les résultats de leur étude critique des propriétés physico-chimiques des 

nombreuses préparations. Depuis, aucun ouvrage nt a apporté une neilleurc défi- 

nition de llovomucoïdc ou, plus exactencnt, des "ovomuco!ïdes'~. 

Il y a quclques andes, nous empruntions à cette étude la plupart 

de nos hypothèses do travail ; aujourd'hui c'est à cette même source que nous 

avons puisé bon nombre des infomtions qui seront exposées dans ce chapitre. 

Illovomucoïde est très soluble dans l'eau et ses solutions aqueuses 

sont très stables. Il n'est précipité ni par lfébCilition9 ni par l'acide 

trichloracétique, n i  par le phénol. 

Il est précipité de ses solutions aqueuses par le sulfate d f m o -  

liiuu h saturation, par quatre volumes d'acétone à pH 3,5, ou par l'éthanol 

avec une concentration finale en alcool de 42 p.100. 

L ' ovomucoYdc est Iiétorogène h 1 l aizalysc &lectrophorétique, Cette 

h&téro&n&ité se manifeste principalenent lorsque l'on utilise des solutions 

tampoixiées de pH bas et de faible conccntrstion ionique. 

1 - Elcctropliorèsc libre 
se- .---"---*--.--- ..-. --,-. --- 

Dans un tampon de pH 6,9 et dc force ioniquz 0,13 , l'ovomucoïde 
de FREDERICQ et DEXJTSCE (fraction II C) ; est homogène en dolumt toutefois 

un pic léghrerncnt étalé et asymétrique (FREDEXICQ et D3üTSCH (1 42) ; B E R  

et al. (1 43,144) ; BRAGG et HOUGH (1 45)) ; au contraire, dans un tampon -. .--- 



dronal de pH 8,6 et de force ionique 0,1 apparaissent deux pics (FREDERICQ 

et DmTTSCIl (1 46)) (~igure 3 g p.25) et en réduisant la force ionique à 0,01 

cinq pics deviennent visibles à des pH variant de 4 à 8,6 ( B D R  et al. --- 
(147,148)). 

Dans dc telles conditions expérimentales, MOJJTFEUIL et coll. (149) 

ont caactérisé dans 1'ovomcoIde de LONGSTiiTORTH et coll. (150) 4 constituants 
(~igurc 2 ; p.25) dont les vitosscs de migration électrophorétique (ûxprimées 

en c m 2  volt-1 sec-1 1 ~ 5 )  sont les suivantes : 

Composantf : 6,2 ( & 0 , 3 )  

Composant 2 : 4,9 (k0,3) 

Composant 3 : 3,8 (t 0,2) 
Composant 4 : 3,2 ;($ 0,2) 

Dans toutes les préparations d'ovomucoIde, le composant 3 est le 
plus important et rcyrésentc 60 à 80 p. 100 des proteides totaux. 

2O - Electrophorèse de zone ----.'.----.,------ ---- --- 
L' 6lectrophorèsc de zone confirrrie les résultats de 1 ' électrophorèse 

libre . 
Ph effet, si ltovomcoSde de FREDERICQ ct DEUTSCH (fraction II C, 

wovomucoSdc est homogène en électrophorèse 'z pH 9 (BRAGG et IIOUGE 

(151))~ il se révèle hétérogène à pH 4,22 et quatre bandes peuvent être mises 

en Qvidence. L'électrophorèse sur acétate de cellulose dont le pouvoir sépan- 

teur est plus élcvé, aontre 13 prése~ce de cinq constituants corne l'illustre 

la figure 42 (p.26) empruntée à TJIONTREüiL et coll. (152). 

Des résvlt~ts conparables ont 6td obtenus par iEW3ED (153) qui a 

étudié les propri4tés électropborétiques , cn gel d.' midon, de l1 ovor;luco!ïde 

preparé par le procédé do LDt?XMEAVER et MURRAY (154) et par le procédé chro- 

r;lc~tograpluqra de RHODES, BEIJItETT et FEEI'EY (1 55). MOITLWDIL et coll. (1 56) 

ont généralisé ces résultats à diverses pr6parations dlovomucoïde. La figure 

58 (p.27) clontre que lth6téro&néité est maifeste &ans tous les cas. 

L161cctrophorèsc en gélose (~igwc 5% g p.27) ne p c m t  pas de 

d6finir avec précision la vitesse de riimation Qlectrophorétique de l'ovo- 

mucoïde qui est suivifit les prépw~tions, celle d'une globulincfll ou cellc 

dtmc globulineoc 2 ou cclle d'me globuiinca 1 . En outre, quclqucs pre'para- 
tions donncnt une tachc suppléneiltairc plus rapide (MO-~IL e-t coll. (1 57)). 

Enfin, llcxrunen des 6lectrophorèses en dlose ct en gel dl&don 

permet de vérifier l'intépit6 chimique des prbpmationu. On rmxquc, en 

effet, que les constitua~ts des préparations d'ovonucoïde obtenues par ébul- 

lition sont ETLIT les électrophorèses en &lose, colorés plus intensément par 



Figure 3 

Diagramaies d'électrophorèse libre de préparations d'ovor~~co'ide. Tampon 

véronal de $H 8,6 et de force ionique 0,l. Frontière ascendente. Durée de 

llélectrophorèse : 3 600 sec. (A) et 7 200 sec. (B) . LW : wovomucolde de 
LûNGSUORTH et coll.". (158) F'D IIb, FI) IIc : Précipités IIb et IIc ("ovomuco3.de 

obtenus par le procédé de FREDERICQ et DENTSCH (1 59). 

Les chiffres 1, 2, 3 et 4 désignent les composants de vitesse de 
migration électrophorétique, respectivment 6,2 ; 4,9 ; 3,8 et 3,2. 

( D'après PIONTREüIL et coll. (160)). 



Figure 4 

Electrophorèse sur acékte de cellulose (a) du précipité IIc et diagramme 

bmmo-électrophorétique (b) des précipités IIb et IIc préparés par la méthode de 

FREDERICQ et DEUTSCH (~'aprés MONTREXIL et coll. (1 61 ) . 
OA : ovalbumine ; BO : blanc d'oeuf ; 1 : arc de la préalbumine ; 2 : arc de la 

globuline cc1 ' ; 3 : arc de la globuline ; 4 : arc de la globuline @. 



Figure 5 

Electrophorèse en gel d'amidon (a)  e t  en gélose (b) de préparations 

dt  ovoxuucoïde obtenues par différents procédés. ( ~ ' a ~ r b s  l4ONTREDIL e t  col l .  (1 62)). 

Les l e t t r e s  désignent l e  mode de préparation de 1 ' ovomucoïde ; N : 

lGûMUSTER (1 63) ; Ml : premier procédé de M ~ R N E B  (1 64) ; M2 : second procédé de 

&RNE'R (165) ; LW : LûNGSWORTEI e t  coll .  (166) ; FD Iïb, FD I I c  : précipité Iïb 

e t  I I c  (llovomucoide purifi6>') FREDERICQ e t  DENTSCH (169) ; M : procédé de MICHON 

(1 70) adapté par MONTREXJIL e t  coll.  (1 71 ) à 1' ovomcoIde. 



1 'Amidoschwarz que ceux des préparations obtenues pax les procéd6s à l'acide 

trichloracétique et au phénol. En électrophorèse sur gel d'anidon, ils donnent 

des bandes très diffuses qui st étalent jusqu'au trait de d6p3st de 1' électro- 

phorégrramme. JlOIYTREiJIL et coll. (172) en ont conclu que les préparations 

obtenues par la clmleur sont profondément démturdes et les ont condamQes 

au bénéfice surtout des préparations à 1 ' acide trichloracétique. 

Toutes les préparations d' ovomcoïde étudiées par MûNTREXJIL et coll. 

(1 73) se révèlent à 1' d y s e  imuno-électrophorEtique formées de 4 consti- 

tuants al~tigéniqueiilent distincts. 

Le dia,grme inuuno-dlec trophoré tique caractéristique d 'une prépa- 

ration dl ovomrcoPde, illustré par la f i p c  4b (p.26) empruntée à ces auteurs, 

montre en effet, quatre arcs de précipit~,tion. Les vitesses de migration 

électrophor~tiquc sont cellcs d ' une préalbunine (arc no 1 ) , d'une globuline cc 1 

(arc n02) , dl unc globuline (3 1 (arc 7203) et d'une globuline g 2 (arc n04) . 
Seule la fraction II B obtenue pas le procédé de FIBDERICQ et DEUTSCH dorme 

deux arcs do précipitation (arcs nG2 et n03). Cette fraction représenterait 

donc la préparatiai dtovomco!ïde ia moins hétérogène, alors que la fraction 

II C a étG retenue pm FWDERICQ ct DEXTTSCH qui l'ont considérée corne de 

"1' ovoriucoîde purifié" et qui a fait 1' objet de l e m  recherches. 

L'arc de la globuline (3 1 a été identifié à llovom~coPde par 

JUTISZ et al. (1 7.1) qui ont, en outre, caractérisé l'arc du lysaqme b s  ---- 
une préparation obtenue par le procédd de LIIWWVER et FUEBAY. 

L' identité des arcs nO1 , no2 et n04 est actuellement inconime. 

1 O - Quel que soit le procédé de préparation de l'ovonucoïde, les diagrmes 
d'ultracentrifugation révèlent la prosence d'un seul pic à des pH variant de 

1,4 à 11 ,6  : ALDERTON et FEVOLD (1 75) ; BIEX, DUKE, GIBBS c t  NORD (1 76) ; 

YOUNG (177). Cependmt, I'honogénéité des préparations n'est qutapparelitc. 

En effet, les pics sont toujours asp6triques corne le nontre la fi,yre 6 

(p.29) enpruntée à MOBTTREUIL et coll. (1 78) . 



Figure 6 

Diagramme dlultracentrifugation de préparations d1 ovomuco5de. 

N : prdparation selon NEUNEISTER (179) : asymétrie de la branche droite du pic. 

PD I Ib ,  FD I I c  : précipités I I b  e t  I I c  ( f l o ~ o ï d e  purifié") obtenus selon 

&CQ e t  DWTSCH (1 80) : asymétrie de la branche gauche du pic .  

( ~ ' a ~ r b s  MONTREUIL e t  col l . )  (181) 



2O - Lcs constmtcs dc sédimentation vasient dans dc larges proportions d'un 

ovomcoïde & l 'autre.  Les valeurs obtenues par IllOfEREüIL e t  coll.  (182) pour 

diverses préparations sont rassenblées dans l e  Tableau III (p.31). Elles s e  

s i tuent  entre cel le  de 2 ,8  obtenue v n r  3'FEDmICQ e t  DEUTSCH (183) e t  ce l l e  do 

2 obtenue par IWIBOI'T e t  a l .  (164). Elles se rapprochent de cel le  de 2,49 ob- ----- 
tenue par RilODZS e t  al. (185). Les valeurs l e s  plus élevées sont fournies par  --...-- 
l o s  ovomcoïdcs préparés p m  l e s  procédés l e s  plus dénaturants, corne ltébul- 

l i t i o n  en présence de s e l s  minéraux. 

30 - Selon mDERICQ e t  DmTTSCIJ (1 86) , l a  masse moléculaire de 1 ' mrlucoiide 

e s t  égale à 27 000 pour une constante de sédimentation S20w de 2,0 x 10-13, 

une constante dc diffusion D20 de 8 x 1 0-7 e t  un volme spécifique par t i e l  

de 0,685. 

Ce résul ta t  concorde avec l a  valeur de 28 800 d6terminBepa.r l a  nesure 

de l a  pression osmotique (L=VER c t  P!lUI?RAY (187)) e t  ce l l e  de 28 500 dédui- 

t e  de l a  conposition en acidcs asui6s (LECJIS c t  a l .  (188)). Il st610igne cepcn- ----- 
dant de l a  valeur de 31 500 que DEKJTSCH e t  MORTON (189) ont calcul6 plus 

r6cemcnt pour 1'ovol;iucoTdc. de mDElIiICQ e t  DEUTSCH (1 90) en se  basant sur 

une constante de sédincntation S2& de 2,62 x 1 0 ~ ~ 3 ,  une constante de diffu- 

sion D20 de 6,01 x 10-7 e t  un volwûe specifiquc pa r t i e l  dc 0,685. Il s'éloigne 

aussi de 12 valeur de 24 000 que 1!iOM=IL e t  coll .  (191) à l a  sui te  do leur  

étude cri t ique,  ont é t6  menés à proposcr corne w s s e  noléculairc moyenne des 

prGparations d ' ovoi;lucoïde . 

s - POINT ISoEmCTRIQuE ------------------.-.--- 

Lc point isoélectriquc de 1' ovomucoïde varie de 3,3 (FWDERICQ e t  

DWTSCIi (1 92)) à 4,3 (LOUCSJORT~~, CJdWlAJT e t  PIC IR'UES (1  97)) e t  4,5 (IBSSELVIK 

(1 94)). Une fois de plus la  discordance de ces résu l ta t s  peut s'expliquer Pm 

la  prdsence ctuis l e s  prép,zrrttions Qtudiées pax l e s  auteurs, de constitw.nts 

différents en quai~t i tQs vwiables. En effe t ,  BDCR e t  a l .  (1 95) ont cmactdrisé ----- 
dms l e s  ovonucoPdes de FREDERICQ e t  DEUTSCH e t  de LII.lEXTEAVER e t  Iï"ii'RRAY, l t ox i s -  

tence de cinq conposants dont l e s  points isoélectriques sont 4,41 ; 4,28 ; 

4,17 9 4,01 e t  3,83. 

En outre, FRF1DERICQ e t  DEUTXCn (196) ont montré que l a  dénaturation 

de l'ovonucoïdc p,m l a  chaleur sc mc-2nifcs'ie par une modification du point 

isoélectriquo. 



Tableau III 

Constantes de sédimentation à 20°C de différentes préparations d'ovomucoïde. 

Selon MOlYcREüïL e t  col l .  (1 97) 

(*) : Acide .tricUorac6tique. 

-----! 
q0 x  IO-'^ 

--.. 

Procédés de pr6paration Agent de 
d6mtwrat ion 

NnTIE ISTER ( 1 98) 

Mom I (199) 

MoFU~ER II (200) 

WERNER e t  ODIN (201) 

LONGXWORTH e t  al.. (202) 

LINFNEAVER e t  MüRRAY (203) 

rmEDERICQ e t  DEüTSCH (204) 

Précipité II c "Ovonucoïde purifiéq1 

Précipité II b 

c h l e u r  

chaïewn 

chaleur 

chjlewn 

cha~cur  

ATCA (*) 

A E A  (*) 

lT13YER (205) Acétone 2935 

NObITREUIL e t  col l .  (206) 2,4 

--- 

2,4 

2t3 

1915 

2,3 à 2,4 

2,6 

2,35 

2,35 

2,27 

I 



F - PROPRl3TES PRISIQUES DIVERSES 
Aucune étude précise n'a été effectuée pour déterminer la forme de 

la molQcde d'ovomcotide. Cepenàant le coefficient de friction est égal à 

1,35. Cette mlewr correspond à une molécule globulaire équivalente à un 

sphérofide apiati (JIRGENSONS et --mm- al. (207)) dont le rapport a x i a l  est égal  

à 6,3 (ECZDERICQ et DEXTSCH (208) ) . 
Nous avons rassembl6 dans le Tableau IV (p.33) quelques unes des 

propriétés physiques de l~ovomcofde que nous n'avons pas décrites dcrns les 

paragraphes précedents . 

II - PROPRlXTES ----- CHINIQUES - 
-----------A------- 

Depuis que 1 'on a reconnu définitivement à 1' ownucoîde une nature 

gl3Tcoprotéiniqu0, sa conposition chimique a fait l'objet de très nonbrouses 

é tudos. 

Avant de préciser 116tat actuel dc nos convlrtissances sur le 

glycanne et la protoine, nous nous proposons d'en exposer rapidement 

1 ' his t orique . 

A- CHIMIE DU GROUPEI@WJ! GLYCANTJIQTJE 
--*---------------------------- 

Bien que llovornucoSde &.t dt6 isold dès 1890 ct sa nature glyco- 

protéinique reconnue dès 1898, sa corrposition cn glucides ne fut définie que 

cinquante ans plus tad. 

La glucosariiiie, gr$cc à ces propriétss p,articulièros, fut identifiée ------.-.---.".--- 
dès 1896 par kEmEMATI' (209) dans les produits d'hydrolyse alcaline de l'ovo- 

mco'ide, puis pnr ZABT'3'TI (21 0) , accotrrpap-4e9 précisait 1 auteur, d' acide 
sulfurique dans les hydrolysats chlorhydriques. Ces résultats furent confir- 

més par LdUTGS~~(211) , en 1903, qui infirmait en outre, la présence d'acide 
sulfurique et par OXT,dilLD (212)~ en 1910, Plus tmd, la présence de la gluco- 

sanine fut définitivement établie grâce à l'application des méthodes modernes 

d'analyse. T.lhSAI+m (213) en 1950 et ROSEMAN et DAFFîER (214) en 1956 avaient 

sigma16 la pr6sence de galactosanine (glucos~e/galactosdnc = 2). Depuis, 

aucune Qtudc n'a confimé ces résultats. 





La détermination de la nature des oses neutres fut plus longue et 

plus délicate. Certes, tr6s t8t, la. phénylglucosazone avait été identifiée 

dtins les produits de l'action de la phénylhydrazine sur les hydrolysats aci- 

des d ' ovonucoTde, irais ce rGsLiLtat ne permettait pas de conclure à la présence 

de glucose, puisque glucosc, cL.mose, fructose, glucosmine ct mosamine 

fournissent la nêmc osazone. L'existence du ncuinose fut démontrée pour la ------- 
prenière fois, cn 1 927 par FRAEIXEL et J E L L L ?  (223) qui I ' idcntifièrcnt par 
sa phénylhydrazonc à c6té dc la glucosaninc caractérisée sous la fome de 

chlorhydrate. Eh 1929, LEVEPJE: et MORI (224) confirnèrent cc résultat. 

Lc galactose fut trouvé dans les hydrolysats d'ovomncoldc pcv -....".-.-...------ 
S~RENSEN (225) en 1934, puis par SUCEX et WOUEN. (226), en 1940-1942. 

Ccpcnht, en 1 945, PEYEB (227) infinmit la pr6sence de galactose 

et attribuait à la fraction glucidique de ltovonucoXde la conposition 

suivalte : mxmose et N-ac6tyl~glucosanine (1 : 1 ) . 
Mais, l'application de n6thodes de coloration spécifiques et des 

t ethniques nodernes d ' analyse chronûitogra$iique a d6f initivenent établi que 

les oses constituant l'ovonucoïde étaient le gzdactose, le mannose et la 

N-acétylglucosmine (BRAGG et HOUGH (228) ) ; LEE et MONTGOI\ERY (229) ) . A ces 
composés est venu récament s'ajouter l'acide N-acétyInelun~~ue (IJB et 

MONTGO~Y (23 O) ) . 
En 1961 l'aspect qualitatif du problème de la corrposition en oses 

de I'ovomcoIde était définitivenent élucidé. Il nt en était pas de m b  de 

1 aspect quantitatif. Nous avons rassenblé dans le Tableau V (p.35) classés 

pcw ordre chronologique les r6sultats de différents auteurs concernant les 

conpositions en glucides dc 1' ovor;nu=o!ide. On voit que ces résultats sont 

très discordants ct il faudra attendre 1964-1 965 pour que BDAf4-CHOSSON (231) 

et li101PTREUIL et coll. (232) aontrent que 1 ' extrême variabilité de cette 

couposition était corrélative du procédé utilisG pour obtenir l'ovomcorldc. 

Nous avons réuni les résultats de ces auteurs dans les TableaueV1: (p.36) 

et VI1 (P.37). Deux groupes de préparations peuvent être distingués. Dans 

un prenier g~oupc lcs tcneurs cn oses ct en acide siaïique sont élcvées e+ 

le rapport ~ose/galactose voisin de 4 g dans le second, les teneurs en 

oses ct en acidc sialique sont plus faibles et lc rapport rilannose/~;1.ctose 

égal. à 5. AU preizier groupe se rattachent les ovoiicofidcs obtenus par des 

procédbs brutaux de dénaturation (ébullition en presence ou en absence de 

sûls ninéraux, suivie d'une précipitation pax l'éthanol à + 20°C : néthodes 
de ITEXIIEISTEIR, de P ~ R N E R  et de LONGSWORTH et al. ) . ----- 



Tableau V 

Conpositi 

Dates 

GOTPSCHALK et  ADA (241 ) 
ODrrJ (242) 

RRODES et al, (243) 

FEENEY e t  al .  (244) ---- 
BRAGG e t  HûüGH (245) 

HAR'EJE et JEVONS (246) 

C H A T T m E  c t  a l .  (247) ----- 
W O N  e t  a l .  (248) --- 
PIOl!\TTRFIIiL e t  a l .  (249) ----- 

L en glucides de l'ovonucoïde selon différents auteurs. 

Osaaines Acide 
--mm- s i  e 1 P 100 p. 180 Composition * 

- - r h ,  G~CIUC ( I  :2) 

- - Ga1,  Han (1 : 3 )  

9,5 - ea1, rk.11 

- - 0,57 Gal,lbn, GlcNAc(1:3:7) 

1 2 à 1 6  j - Man9 GlcNAc ( 1 : 1 ) 

1491 2 i 0,4 Gal, J%.n, GlcNAc (1 :3:10) 

1 4-1 5 1 O, 60 G&L, lkn, GlcMc (1:3,3:7) 

- 0,7 - 
12.3 1 0,65 1 0.61 / G d ,  Nim, GlcN*c (1:3,7:'7,2) 

- - - Gal ,  Man, GlcTtAc (1:3,5:7) 

14,6 0940 - Gai, P b ,  GlcNAc (1 :4,7:14) 

13 0, 9 0,68 Gai., I'Ian, GlcNAc (1 :3 : 6) 

14,2 %a 0,62 G~l ,P~n ,GlcNAc(1 :5 :9)  
f 

* : G a 1  : galactose, M,ul : I X U I ~ - ~ O S ~ ~  GlcNAc : N-ac&ylglucosmine. 



Conposition c e n t é s w e  en glucides de préparations d ' ovonucoXde obtenues 

pr~n différentes néthocles. (en g p. 100 g de protéide). 

(selon IiIONTRFlTIL e t  coll .  (250)). 

1 Agent de 1 Oses 1 
dénaturation 

I m I S T E R  (251) 

I*~ORTEB 1 (252) 

~iomm II (253) 

WENW e t  ODDT (254) 

LOiJC-slORTIi e t  al. (255) ----- 
LIPjiVER e t  PiüRRAY (256) 

E"REDERICQ c t  DEUTSCH (257) 

ûvo~ucoïdc "brut" 

Fraction II b 

Fraction II c (ovonicoïdc "pur") 

MEYER (258) 

FO8S'fTIIE e t  POSTER (259) 

MOl!TmJIL e t  coll .  (260) 

acétone 

é t~lanol  

phénol 

Glucides 
totaux 

21 935 

23,08 

7 , 22 

22.17 

24,62 

22,6 

(*) : 11-acLtylglucos&e. (**) : acide R-acétylneurminique. (**-x-) : acide trichloracétique, 



Tableau V I 1  

Conposition en oses neutres, en N-acétylglucosacwie et en acide 

11-acétylnniraninique de préparations d'ovomoTde obtenues par 

différentes méthodes. ( ~ n  noles par rapport au galactose). 

(selon MON'EEüïL et coll. (261 3) 

NEUMEISm (262) 

$RNER I (263) 

~ f 6 m  II (264) 

WERNEZ et ODnT (265) 

LO1:WORTH et al. (266) --- 
LlXENEAVER et MURRAY (267) 

FRFDRICQ et DFùTSCH (268) 

Ovo~lu~oZde "brut" 

Fraction E b 

~~ et coll. (269) 

)t : Galactose 

H : Mannose 

w : N-acétylglucosamine 

w : acide I\T-r2cétylneurda,i~ue 

: acide trichPoracétique 



Au second eoupe appartiennent les "ovonucoTdest' isolés pes des 

procédés de dénaturation relat ivenent dom (fractionnement éthanolique à 

- 1 SOC du filtrat de défécation trichlorac6tique du blanc d' oeuf : méthodes 
de FREDERICQ et DEüTSCH et de LiNEB?EAVER et I'IURRAY). 

Cependant, les valeurs du rapport m~se/~alctctose, qu'il soit 

voisin de 4 ou égal à Sr sont dans tous les cas supérieures aux valeurs 

déterninées par la plupart des auteurs qui trouvent généralenent un rapport 

Qgal  à 3  ou voisin de 3 : SP(REIJSEN : 3 (270), STACEY c t  WOOLEY : 3 (271 ), 
GOTPSCHALIC et ADA 03 (272) , ODIN : 3 ,3  (273) , BRAGG et HOUGH : 3,7 (274) , 
IURBOFT et ----- al. : 3 (275,276) . Elles se rapprochent pourtant de celles de 
CHhTTERJEE et MOIJTGOMERY (277) qui ont trouvé un rapport égal à 4,7 (278). 

MONrl7RFIL et coll. (279) ont expliqué ce désaccord dam les 

résultats par la nature nône de l'hydrolyse appliquée à 1' ovomcoPde. En 

eflet, la plupart des auteurs avaient utilise los résines 6changeusee de 

cations ou l'acide sulfurique pour libérer les oses constituant les glyco- 

protéines. Gr ce procédé ne conduit jamais à une hydrolyse totale. Tandis 

que la libération du gahctose est quantitative, il n'en est p de &e 

pour le m o s e  qui fait parth de In. fraction stable de la molécule 

(BRAGG et HOUGH (280) g NONTRFUIL et coll. (281 ,282,283) ) . 
D a n s  ces conditions, le rapport mannose / galactose est plus 

faible que &-as le cas d'une hydrolyse complète pax l'acide chiorhyàrique 

(MO~TEGWIL et SCHEPPLER (284) g MICHOI\T et B O U R R D l J  (285) g GOT ---- et al. 

(286)). Il semble donc bien que la valeur du rapport m,mose/galactose d a m  

l~ovo~cofilde doive être fixée à 4 ou 5 selon le proc6dé de préparation. 

B - Cm.: DE LA FRACTION PROTEIQUE ------.----.----A------.------------ 

La conposition en acides aainés de 1 'ovonucotido prépax6 par la 

méthode de LINENEAVlB ct DYüRRAY (287) s été d6terninéc par LEWIS ---- et aï. 

(288) , STEmS et FEE24EY (289) et p2x WU et r\EKBEEGER (290) . DEUTSCH 
et MORTOH (291) ont analysé llovomico~do obtenu par le procédé de l3BDERICQ 

et DEüTSCR (292) tandis que CXmJGA et F'EENEY (23) ont étudié llovoi.nicoTde 

préparé par le procédé chromto~;rapkique de RHODES, AZARI et FEENEX (293). 

Enfin KANAMOR1 et KAWARATA (294.) ont analysé des préparations obtenues par 

leur propre procédé. Nous avons rassenblé les résultats de ces differents 

auteurs dans le Tableau V I 1 1  (p. 39) . On voit en particulier, que 1 ovomu- 
coPde ne semble pas contenir de tryptophmne. En effet, p d  les déter- 

minations les plus récentes, seules celles de UNAMOR1 et UIIIABATA (295) 
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révèlent la présence de 3 résidus de cet acide auiné pas nole de msse nolé- 

culaire 28 000. On remarquera en outre que pour la plupxrt des acides aninés, 

les résultats de =OR1 et KAITABATA (302) sont en net désaccord avec les 

résultats des autres mteurs. 

L'ovoriucoPdc ne contient pas de groupe n W y d ~ ~ l  libre 

(L~~sET,EAVEX et MURRAY (303)). 

La teneur en nzotc anid6 est de 0,45 p.100 soit 9,3 riolécules pas 

nolécuie dl ovorzucoPde ( M I L I I S K ~  et NEUBERGm (304) ) . 
L'acide ,?;;lin& N-teminal est l'alanine (0,64 à 0,94 noïdcule par 

nolécule d ' ovonucoïde de poids noléculaire 28 800) : FRAEiWXL-COXRAT 6% 

PORTER (305) ; NOBLE et al. (306) ; OSUGA et FEENEY (307). 

L 'acide anin6 C-teraina1 est la phénylalanine (O, 8 nolécule par 

riolécule d ' ovomcoPde : PE?!TASSE: et ---- al. (308) ; TüRlEE et SCENERZLEX (309) . 
Ces résultats, associés au fait que la rupture de tous les ponts 

disulfures ne nodifie pas la nasse moléculaire (DEUTSCH et MORTON) (31 O), 
sont en faveur de l'existence d'une seule chaîne peptidique dans la noléculc 

d ' ovo~~~cof de. 

L'étude dc la structure d'une glycoprotéine pose trois problène : 

le praier concerne la protéine, le second, le groupcncsln.t glycaiulique et le 

troisiène, les rzodalités du point d'attache glycanne-protide. Dans le cas 

de 1' ovomcofide, seules les deux dernières questions ont fait 1' objet de 

recherches app~ofon(3ics dont nous nous proposons d'exposer brièvenent les 

résultats. 

I - LE GROUPEMENT GLYCBmQUE 
--------------A-----. 

Après avoir infirmé l'hy-pothèse d'une association ionique acide 

nucoftine sulfurique-protéine dans l'ovor~ucoïde, GVENE et SUARF,Z (31 1 ) et 
LEIEN3 et IklORI (31 2) proposèrent en 1 929 le schém structural rdsultant de 

lfassociation de h protéine avec des unités polyosidiques constituéos par 

le triholoside : glucosmine dimannoside. M E E R  (313) corrigea cette concep- 

tion en proposant le schém d'un diholoside du manose et de la glucos,ar&ne~ 

A ln suite d expériences de raéthyltztion, S W E Y  et IfOOLEY (31 4) 
attribuèrent ,cVu g-roupement polyosidique une structure ranifiée (~ig. 7 ; 

pe41). 



Gal 

GlcNAc GlcNAc 

GlcNAc GlcNAc GlcNAc GlcNAc 

m e  7 
Schéma de stmature du groupement &wumique de l'womuooSde 

propos4 par SWCEY et WOOLLEX (1 940 - 1 942). 

Oside XI 
A 

Oside XV 
v 

Oside VI1 

- 
Oside X 

Schdma &nérd de structure du groupwnt gQmnuiqp28 de l'<nromwoSde 

propose par ADAM - CHOSSON e t  MüWDEXL (31 5). 

&P : hparagine 
Thr : Thréonine 

G a l  : Galactose 

Eian : Mannose 

GlcNAc : N-ac6tyiglucosamine 



En 1961, BUGG et HOUGH (316) ont repris les expériences de ~ 6 t h ~ -  

lation des autcurs prbcodents en appliquant en outre néthodc d'hydrolyse 

nénagée et le proc6dé d'oxydation par l'acide periodique h 1 ' isole~ent et à 

l'étude de la structure d'osides. Ils n'oiit pu d6mntrer le schéila, de S'i!ACE:Y 

et FrOûLEY nais ils ont, cependant, confira6 la réalité de certrtins notifs 

structuraux en identifiant, par exorrple le 2,3,4,6 t6eY.a-~thyl-galactose, 

un mmnobiose et une ricmnosylglu~os~e~ 

Récerx.ient, MORTmEITIL, ADAî~I-CH~SON et SPIK (317) ont nis au point 

des proc6dés d'hydrolyse acide partielle dc 1 ' ovomcof de dont 1 'application 
a. conduit ADAf4-CK~SOPJ et MOI-IL (31 8) à 1 'isolerient de 1 5 oligosides 

dont l'étude de la structure et de la vitesse d'apparition dans les hydro- 

lysats leur a pernis d'infirner le schQm de SThCEY et WOOLEY et de proposer 

un nouveau schém encore fragaentaire que nous m n s  reproduit à la figure 

8 (p.41). 

Enfin, en associant aux résultats précédents ceux que lui avait 

fournis 1 application du procédé de pméthylation des osides, DUPON!P (3 1 9) 

est parvenu à un schdua. ( ~ i ~ .  9 ; p. 43) qui ne doit plus être très Qloigné 

de la structure réelle des glycannes de 1' ovomofde. 

II - LE POINT D'ATTACHE GLYCANNE-PROTIDE ---- ------- 

La grande stabilité des glycoprotéines en général, suggère que la 

liaison polyoside-protdine est de nature covalentielle. 

En 1961, !TANAKA (320) avait isolé à partir des hydrolysats bary- 

tiques de 1'ovonucoTde par fractionneaent Qthanoïique et par chromtogmphie 

sur dcs coloixies de charbon-célite, quatre fractions glycoprotidiques riches 

on acide aspartique. L'étude de la structure de ces fractions avait conduit 

l'auteur à la conclusion qu'il existe dans l'ovormcolde des liaisons de 

1' acide aspartique avec la glucosariiiie. 

En 1 962-1 963 cette onclus ' on était infirm6e par KQTLEY et ~ O N S  
f321 bis31 

(321) et par Bl33LEY et J E v O N X ~ ~ ~ ~ T ~  les travaux étaient en faveur de l'hypo- 

thèse de liaisons O-thréonyl et O-séryl osidiques s2n.s toutefois en apporter 

la dérzonstration. 

Au contraire, CHATTERm et MOI\JTGOTERY (322) et f~IONTGOTDRY et WJ 

(323) préci$aient que la liaison glycanne-protéine se faisait par l'inter- 

ddiaire de la fonction mide de l'asparagine. Les recherches de ces auteurs 

ainsi que celles de WQ, PWHALL, PJmSBCRGEFt et PAPKOF'F' (324) et de 

NEUBCRGW et PAEKOFF;~~g&;aient en outre la pluralité du groupement 

glycannique . \.324bis) 





Parallèlemnt, ADAM-CHOSSON (326) et MOHTmIL et coll. (327,328) 

décrivaient lfisolement, par chromatographie sur Sephadex et SE-cellulose 

et par électrophorèse pr6parative9 à partir d ' hydrolysats pronasiques d ' ovo- 
mucorde de FREDERICQ et DEUTSCH, de trois glycopeptides ac4, (3 et )' dont 
la composition est prdcis8e clans le Tableau M (p.45). On voit que les trois 

glycopeptides contiennent de l'acide aspartique, mais que les glycopeptides 

et J renferment en plus, lc premier &e la thréonine, le second de la 

cystinz. 

L'Étude du glycopeptide n conduit ADAFI-CHOSSOR (329) à la 

conclusion qu'il existerait &m3 ltmonucofde, quatre chaînes glyccmniques 

dont deux seraient unies à 1~ protéine par des liaisons O-thréonyl-Ii-acdtyl- 

glycosamini.diques et deux autres par des liaisons M- (&aspartyl) -N-ac6ty-I.- 

glucosaminy1aminiques ( ~ i ~ .  10 ; p. 46) . 
Plus récenilnent, MONSIGNY, ADAN-CHOSSON et MONTREUIL (330) ont 

d6montx-5 qu'il n'existait pas de liaison O-thréonyl-glycosidique dans lfovo- 

mucoXde, et que les glycannes au nombre de deux étaiont unis à la cha2ne 

pcptidique uniquement par des liaisons de type li- (@-aspartyl) -~-acétyl~luco- 

saminylLminique. 

P m  eqliq-der la présence des glycopeptides oc4, ct )' et en se 
fondant sur leur composition en oses, ADAM-CHûSSON (351 ) et MOfTELEüIL, 
CBSTIGLIONI, ADA4-CHOSSON9 CAJTER et Q U E V .  (332) ont émis llhsrpothèse que 

les préparations dtovomucolde contierment trois glycopeptides. Lfovomucoîde ---.---------- 
"proprement ditf' ct l'alla-ovomucoPde qui foumiiraient respectivement les 

glycopeptides (3 èt 1 dépourvus d'acide sidique et ltovoglycoprotÉine de 
KE!EFBER auquel correspondrait le sinloglycopcptide m4. 

C'est d i i  le but de vérifier cette hypothèse que nous â. ét6 

confiée la mission d'isoler des glycoprotéines dont les giycopeptides m4, 

@ et J étaient les temoins de la prdsence. 

5 - ILES PROP_rlIXTES BIOLOGIQUES 
. . - . . . . - -- - - - - - . . - - . - - - - -- - -- - - - - ... ...................... .... . ............ .... .... ......... . ..... ............ 

L1ovomuco!ïde ixkibe les activités protéolytique et estérasique de 

la trypsine en formant avec l'enzyme un complexe équimolaire (LITE'WMVER et 

IWRRAY (333) ; RHODES et al. (334). 
En 1 947, L I i ~ J E h V E t  et MURRAY (335) avaient aussi reconnu, à 

1 ' ovonrucolde, une action sur la chymotrypsine que T;JU et LASKOllS<I (336) ont 

infirmée en 1955 ct que VEIL et TIMASHEm (337), au contraire, ont confirmée 

en 1960. En 1962, FEEKEY, STEmNS et OXUGA (338) ont :montré que 1' inhibi- 

tion de la c'hymotry-psine par l'avomucolide était 



Composition nolaire en glucides et en acides d n é s  des glycopeptides aq, 

@ et 1 isolés des hydrolysats pronasiques de l'ovomcoïde de FiREDERICQ et 
DEUTSCH (N>AM-CH(XSSOTI) (339) ; (EIOPJTR~~-IL, BISERTE et CHOSSON) (330). 
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Sch6m hypothétique propos6 par Wf - CHOSSO~~ (341) pour la 

structure &nérale de ltwomuco!Ide. 

"W. Liaisons hydrogène. 



due à la cont-tion de llovomco!ïde par l'ovoinhibiteur de MATSUSHIMA 

(342) 
L'activité antitrypsiquc de llovomcofde n'est pas affectée par 

l'acide trichloracBtiquc et les sels neutres, mis elle décroît sous l'action 

de la tenpérature, particulièrcnent en nilieu alcaliin corne le dénontre la 

figure 1 1 (p.48). Cett~ observztion suggère une dénaturation partielle de 

1 ' ovomcolde prép,"sé par les procBd6s à 1 ' ébullition. 
Le nEcrtnisne de l'activité antitrypsique de ltovonuco!ïde est 

eencore m l  connu. mJ!jI=EL-COWRaT et ----- al. (343,344) et SRI-W'I (345) ont 

nontré que 1 ' estérification des f o:ictions cxrboqyliques de 1 ovomcolde ou 
1' acé-bylakion des fonctions ,minées de la. trypsine enpêchent ln fomtion 

du complexe. LZ dissociation du coaplexe à des valeurs de pH inferieures à 

3 (GREEN (346) ; SRI-FUI41 *----- et al. (347)), suggère que 1 ' ionisation des fonc- 
tiens cxrboxyliques de l'cnzyne ou de l'ovomcolde ou des deux à la fois, 

joue un r81e Urrportmt h s  les modalités dc 1' intc?raction des den parte- 

naires. D'autre pat9 le bloc~ge des fonctiolls &Ces de la trypsine 

n'inhibe pas son activité protéolytique, on peut donc conclure que cette 

dernière net en jeu des fonctions différentes de celles qui interviennent 

dans la fomtioii du coqlexe. 

L1 étude cinétique de 1 activité antitrypsique do 1 ' ovoraucof de 
nontre que l'inhibition est d'abord directericnt proportionnelle à la quan- 

tité d' ovomcolde en roaction, mis qv ' à 1 ' approche du point d' équivalence, 
elle devient asynptotique ; finaleneni-, en présence d'un grrand excbs dtovo- 

mcoTde, l'activit6 enzyaatique ntest pas totalemnt abolie (GORINI et 

AUDRAIN (348)). 
Ce phénoïiènc a ét6 bterprCté cle diverses nrtnièrcs, mais il serait 

d'une g m d e  iuportnncc pour le dbveloppenent de l'enbryon si le r81c naturel 

de I ' ovomcoTde résidait dans son activité antitrypsique, 
Le czactèrc conpétitif de ltinhibition trypsique de l'ovomcoïdc. 

est contreversb. En effet, la constante de dissociation dc complexe 

(5 x 10-9 14) est beaucoup plus petite que la corntante de MICHhELIS de la 

trypsine lorsqu'elle agit sur les substrats protdiques utilisés dans les 

&thodes classiques d'étude dc llactivité emqmatiquc. Caris ce cas il est 

donc impossible de nettrc en évidence une inhibition compétitive. Cepeild,?i?t 

en utilisant un substrat synthétique conne le benzoylarginine éthylester, 

pour lequel 13 trypsine a une const:mte de MICHLELIS de l'ordre de Io-~M, 

GREEId (349) a montré que 1 ovomco!ïde peut déplacor le substrat et 

inversenent. 



Action du pH et de la teimp6rature sur 11activit6 antitrypsique de 1 ovomucoSde. 

Dea aolutione dfwarmrcoPde ont 6t6 soumises A diverses conditions de pH et de 

tempdrature. Ltacrtivit6 inhibitrice residuelle a et6 mesurde A pH 8. 

A r Temperature du laboratoire (JIRGENSON et al. (350) ) . - 
O : Aprba chauffage h 80°C pendant 30 minutes ( L ~ V E R  et MûRRAY (351)). 

0 : Avbs ohauffage h W C  pendant 30 mimites dana une solution d'urée 9 M. 
(sri;ïlnra~s et FEENEY (352)). 

O r Aprbs chauffage B 1 OOOC pendant 15 mSnutea (DEPISCH e t  MûRTOlS (353)). 



Enfin, il fau t  s i ~ e r  que l ' in ject ion de blanc d'oeuf provoque 

chez l e  r a t  un syndrone du type anaphylactique (WGER e t  a l .  (354)) . LEGm 
S..--- 

e t  MllSSON (355) e t  UlKïER e t  WE3T (355) ont montré que l ' in jec t ion  d t  ovonu- 

co'lde provoquait le roaction de l'anim.1, tandis que ;les protéines residu- 

e l l e s  du blanc d'oeuf étrrient inactives. 

Des trc.vaux portant d.epuis près d'un s ièc le  sur 1 ' ovornucoifde ont 

abouti ces dernières ann6es & une sonne de résu l ta t s  consid6rable. Il faut  

cependant constater que des contrôles systémtiques sévères des prép,watiom 

d'ovomcoPde ont t r è s  rarement é té  effectués. Les études ont donc porté sur 

des substrats  pnrf o i s  part icl lenent ou prof ondénent ddlmtur6s, toujours 

contaninés plus ou moins considdrablemnt par d'autres protéides du blzuic 

d'oeuf. E l les  ne pouvaient pas conduire à des conclusions concordantes qui  

pernissent une d6finition pr6cise des propri8tés physico-chiniques de 

1 ' ovonuco5lde . 
La seconde co2?clusion que nous pouvons t i r e r  de notrc étude 

bibliographique e t  qu i  é t a i t  d6jà inpliqu6e c lans  l a  pronière, e s t  que l ' u n  

des caractères l e  plus constarment reconnu à llovonucofidc e s t  son hétérog6- 

n6ité électrophorétiquc. La nature do cet te  hétérogénéitd a ét6 diversenent 

interprotée sur ln  base de r6sul ta ts  cxp6riLientaux divergents, 

Sclon unc prcuièrc conccption, déduite des travaux de BIER e t  a l .  
--mm- 

(3 57? 358) , 1 ' ovonucoïdc s e r a i t  constitué de cinq protéides t r è s  voisins 

différant  l e s  uns des autres p~u. des d6tnils de conposition ou de structure. 

Il slah.-irait d'un cas de polynorphisnc ,2n;?lo,cpe B ceux qui ont &té  signalés 

à propos de l a  transf errine,  do 1 ' oaosor~ucoSde e t  de l a  fétuille. 

con t~a i ro ,  l e s  r6sul ta ts  des Btudes jr.muno-électrophor6tiques 

sont cil faveur de la  pr&sence dans llovom~coTde, de plusieurs ent i tés  mti- 

&niques diffdrentes e t  selon JUTISZ e t  a l .  (359) 1'ovomcoYde pur s e r a i t  ----- 
élec trophoré tiquenent horaogbne . 

E n f k ,  associa i t  les résul ta ts  de l'jxmuno-électrophorèse à ceux 

d'études de structure, ~\TO]:ITRJ.~ÙIL e t  col l .  (360) at tr ibuent à ce t te  hétéro- 

&céité une double cause. Uns "riiczcro-hétérog6n6ité" e s t  due à l'existence 

de plusieurs protéides dam l e s  pr6paations d'ovomcoïde qui lui-&e 

présenterait une r'nicro-h6téro&&ité" due à l a  présence de deux allo'cypes : 

l'ovonucoïde e t  ltallo-ovonucoTde. Au nonent où nous comencions nos 

recherches, aucune preuve f orrielle n t  & t a i t  venue étayer ces diverses 



conceptions. Lth6t6ro&n6ité 6lectrophor6tique de l ' ovomoîdc  deneurait 

une & n i s e  e t  l e s  informtions que nous possédions étaient  de nature 

hy-gothétique . 
Deviner ce t t e  énigae apparaissait powt,znt f ondanental pour que 

l a  reconstitutioii 6u "puzzle" dont lthydrolyse par t i e l l e  fournit l e s  pièces, 

ptlt, dans l ' avenir ,  8 t re  envisa&c avec plus de sûreté e t  d' eff icacité.  

Pour cela, il f a i l a i t  tout d'abord iden t i f i e r  l e s  enti tds protéi- 

diqucs responsables des arcs  présents sur l e s  d i a g r m e s  innuno-électropho- 

rétiques. Il fallait ensuite i soler  llovoraucoflde pur, confiraor son hété- 

rogénéité, l e  fractionner en ses divers coqosmts  e t  déteminer l e s  

proprié tds physico-chbiques de ces derniers, 

C'est  à ce t te  tache que nous now somes enployd. 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  



Nous avons entrepris nos recherches essenticllcrlelit pour tenter 

de résoudrc le problke pos6 par l'h6téro&néité 6lectrophorétique de 

ltovonucoïdo et le but final fie vbrifier les conclusions de MOKTREUIL 

et coll , (361 ) concernmt 1 ' originc des glycopeptides fournis p ~ x  1 'hydro- 

lyse promsiquc de 1 ' ovo~iucoïdc . 
Il nous fallait donc idelitifier les diffgrentes entités antid- 

niques r6vélées par lla.nalysc -0-électrophorétique. Pour atteiuiitre ce 

preaier objectif nous avons &fus lihypothèse que les protéides responsables 

des arcs de précipitation observés sur les imnuio-Qlectrophorèses étaient, 

outre 1' ovoraucoYde et le lysozpe cmxctéris6s p ~ x  JUTISZ et al. (362 ) ,  ----- 
trois autres constituants du blanc d'oeuf : La riboÎlavoprotdine, l'ovoin- 

hibiteinr de l\TATSUSI-IIMh (363) ct I ' ovoglycoprotéine do KETTEF32 (364) . Cette 
hypothèse découlait de notre étude bibliographique. En effet, 13 riboflavcr- 

protéine possède une vitesse électrophordtique de préalbuininc et MONTREJJIL 

et coll. (364) ont nontré la présence, dais 1' ovouucofde dc FREDERICQ et 

DE'JTXCH, d'un constituant ayant un tel coiaport~uent ; 1 ' ovoglycoprot6ine a 
été isol& de l1ovornicoïde de FORSYTHE et FOSTER par KETTERER (365) tandis 

que 1 ' ovoinkibitcur a été c,wactérisé dails 1- ' ovonucoïdc de LIPENEAVER et 

MüRRAY par ÊET\TEY, STEVENS et OSUGA (366). L1 8pplication des Déthodes ori- 

ginales dEcrites par lcs auteurs pour la prépmatimi dc ces conposés ne 

nous a pc2s fourni des substances inuuno-électrophorétiquenent honogènes. 

Nous avons donc ét6 ~1ien4 à nettre au point des proc&d&s nouveaux de préPa- 

ratioil ou dc purification de ces trois prot6ides. 

L?. plup,vt des propriLtés do la riboflavoprot6ine étaient inconnues, 

celles dc l'ovoglycoprotéinc et de lfovoilSiibiteur xvaient étd étudiées sur 

des préparations inpures et n' avaicnt jais été confirnées . C ' est pourquoi 
nous avons souuis les substarices pures que nous avons obtenucs à des étudez 

physiqucs, chiniques et Irrm;mologiques. 

llprhs avoir précis6 l?. conposition en protéides des "préparations 

d'ovomcofdc~' obtenues par les procédés de LITEilEAVER et ~JIIURRU, de 

FXEDERICQ et DEUTSCH et de FORSYTHE et FOSTER, lious avons dérrontré l'hété- 

rogénéité élec trophoré tique de '1 ' ovoiiiucoîde7' imuno-Qf ocCrophor6tiquene~1.t 
honogène que nous 2vom isolé. PJous avons alors nis au point plusieurs pro- 

tocoles expérimentaux qui nous fournissent des quantités iaport,mtes des 



Enfin, nous avons entrepris 1 ' étude dos proprié t é s  physiques, 

chbiques , -une-élec trophorétiques e t  anti trypsique~ de ces glycoprotéides 

Nous zvons divis4 l'exposé de nos tramux e t  de nos résul ta ts  en 

deux par t ies  : 

P R E P P ~  PARTIE: : HCtéro&néité électrophorétiquc e t  iuauio- 
-----------Y--- 

-électrophorétique des "prépnrations d'ovouucolde". Isolenent e t  proprirtés 

des constituaiits. 

- L ' ovoinhibiteur de îIRTSZSHIl\lA 

- L ' ovoglycoprotéine de KETPEIiER 

- La riboflavoprotéine 

- L'ovomcoTde proprenent d i t  

- Application à la solution du problèiiie de lfh6t6ro&n6it8 

des préparnt ions d ' ovonucoTde 

DEXJXE1E PBRTïE : rlétérogénéit6 de "1 ' ovomco!ïde~ --------------- 
- Mise el1 évidence de lShbtéro&néité 

- 3kactionneiricnt de 1 ' ovo~lucorde 

- Etude co~pclrée des propriétels hune-électrophordtiques, 
an t i t ryps iquq  physiques e t  chiniques des ovouucoIdes. 



Pm?.iII17m PARTIE. 
---------..----**. -- 

H&éro&néité électrophorétique et innuno-électrophorétique des 

préparations 6 ' ovonucoïde . Isolenent et propriétés des constituants, 

- L'ovoinhibiteur de I~4ATSüSlm'IR 

- L'ovoglycoprotbînc! dc K E I Y T m  

- La ribofîavoprotéine 
- L1ovonucoïdc proprenent dit 
- Application à la solution du problène de l 1  hétérogén6itb 

des préparations d ' ovorauco5lde. 



Wois néthodes ont é té  proposées pour l n  préparation de l'ovo- 

inhibiteur : 

- La n&thode originale de MATSUSHIl!/Itl (367) qui consiste en un 

fractionnenent du blanc d'oeuf' pzr l e  sul fa te  d ' m o n i m ,  s u i v i  d'une puri- 

f ica t ion de 1 ' ovoinhibiteur par 1 ' acide trichloracé t ique e t  1 ' ac6 tone . 
- Le procédé chronatog~ctphique de FJJBIEY, STï3VEXS e t  OSLTGA (368) 

qui enploie l o  fractionnenent de ltt'ovor~ucoïdei' de LINEGJEBYEZ e t  ïvKIRRAY 

sur CIq-cellulose. 

- La technique de TOMIij3A.TSU, CLARY e t  BNLTüLOVICH (369) qui 

applique à. 1"'ovomcofide" de LINEbTEAVEX e t  T4üRRAY fourni par l e  cornerce, 

la néthode au sulfate d'muorîiwa de ElATXITS~IIA. Cos outeurs ont, en outre, 

dénontre que l e s  préparations obtenues par l e s  procédés de TjIATSUSHIMh e t  

de FEENEY e t  col1 . &taient  contai;iinées, l a  première pas du lysozy~ie, l a  

seconde pax un cons-titunt ayant un corriportenent électrophorétique "ana,i.ogue 

à celui  d-e 1 ' om1bw;lluie''. 

C ' e s t  pourquoi nous avons crrployé l n  troisiène rilé thode en 1 ' appli- 

quant à des préparations d'ovonucoflde selon LININEAWi e t  pWREUY obtenues 

dans notre laboratoire. 

1 O -  PREPfi'TIOiV  de>---. DE L'ovo'!UCO'ÏDE - -~ . ~ .-- SELOX - . . me.- Lli NETHODE -. --- a -- DE . .- LINEFUVER - -=. - -.A-- ET . MURRAY (370) a . 

3 100 nl de blanc d'oeuf (1 00 oeufs) sont déféqués par une solution 

wétono-trichloracStique c t  l e  f i l t r a t  e s t  précipité par l 'acétone suivant 

lo schém de l a  f i v e  12 (page 56) . 
Une t e l l e  préparation fournit  12 à 14 g d' ovonucoSde de LINEkTEAVER 

e t  -Y. 



3100 Li de blanc d'oeuf (100 oeufs) 
3024 m l  d ' une solution d acide -kichloracétiqus e t  d 'acdtone 

(1 vol. d'une solution aqueuse d'acide trichloracétique 
0,5 i'j pour 2 vol. clfacétone) sous agitation. 

23kinteni.r a lors  l ' ag i ta t ion  15 à 20 m. 
Centrifuger à 0 0  C : 30 nn 2200 t/m. 

............................. ................... ................................ ,.-. " ...........-...... .. 1. 
..> 

Précipité élîainS 
l 

~mnL$eant 
(protéides dénaturés) Laisser reposer une nuit  à O O C  

F i l t r e r ,  

F, 

Précipité QlUilin6 
L 

Surmrtgewt 
Ajouter 2,25 vol. d'acétone, 

Centrifvlger à 00 C : 30 mn à 2200 t/m. 
i 

6 i 

Précipit6 S ~ u n ~ g e a n t  éliminé. 
Le dissoudre dans 700 ml d'eau d i s t i l l é e  p 
ajuster  l e  pH de l a  solution à 4,5 avec une 
solution d ' acide trichloracé tique. Dialyser 
3 jours contre eau dis t i l l6e .  F i l t re r .  
Ajouter 2,5 vol, d f  ac6tone. Laisser reposer 

une 11ui.t à O0 C. 
Centrifuger à OOC : 1 heure à 5500 t/m. 

1 

J/ 
Précipité 

Le dissoudre dans 800 in1 d'eau d i s t i l l ée .  
Dialyser 3 jours contre ezù d i s t i l l é e .  

F i l t re r .  Lyophiliser. 

Rendement : 12 à 14 g . 

2$ 

~urmgean t  éliminé. 

Schém de prép,vation de llovomcoTde selon l e  procédé de 

LDmaJEBm e t  Tu-Y (771). 



Une solution aqueuse à 5 p.100 dtovomcotide de LDIElmm e t  

MUJB.AY e s t  ajustbe à pH 6 avec m c  solution de soude 11: e t  sow;;ise à un 

fractionnment par l e  sul fa te  dtzmoni.~m suivant l e  sch6m.a de 12 figure 

1 3 (page 58) . 

L t application du procédé de TOl\ITAT,% e t  a l .  nous rr fourni en ----- 
nayenne 1,450 g dtovoinhibiteur pnr 60 g dtovonucofde t r a i t é .  

L'candyse 6lectrophorétique lie nous a pas donné des résul ta ts  

idefitiques à ceux des autours précédeiits qui ont observc' sur des électro- 

phorèses en gel d'axidon, colorees par l'hnidoschwarz, lf iruge d'un seul  

constituant. Au contraire, l e s  6lectrophorèses sur acétate de cellulose, 

color6es par l a  nigrosine nous révèlent corne l1ii.iustre l a  figure 14 a 

(p. 59) 12 présence cl 'un c o n s t i ~ t  mjsur, (67 p. 100 des protéides totaux) 

correspondant pcr son enplace~icnt à l'ovoinhl'bitewl, soui l lé  de deux autres 

constituclnts, l f u n  plus modique (1 0 p. 1 O0 des proteides totaux) &ans la 

zone de 1' ovonucoïde, l ' au t r e  (23 p. 100 dos protéides totaux) possédant un 

coqoxtenent cathodique amlogu2 à celui  du lysozync. La discordance de ces 

résul ta ts  peut s'expliquer pnr la  nature n 6 ~ e  des supports u t i l i s é s  pour 

effectuer l c s  électrophorèses e t  par l a  différence dos proc8dés de colora- 

t ion enployés. 

 EL^ effet ,  en gel dtrrnidon, ltovomcoSde donne des taches diffuses 

qui se colorai t  trBs ml l'Auidosc!~vrare e t  se  dissolvent ensuite dans 

l e s  solutions de décolorrietion ( ? ~ T O : - ~ ~ ~ I L  e t  coll .  (373) 9 OSUGA e t  FEEiEY 

(374)). Dans ces conditions on peut admettre que l e s  constituants qui 

souil lent  l e s  préparations de TOP'm'JATISü e t  ----- a l .  ont échappé à lfobservation 

de ces auteurs qui avaient en outre soumis ltaylz?l.jsc des solutions de 

protéides à 2,5 p.100 tandis quc a?ow nous somes servi  de solutions i;i. 

5 p.100. 

L'analyse immno-électrophorétique que l e s  auteurs pr6cédents 

nt  ont pas c-pplique'e, confime nos r6sul'cats. La f i b v e  14 b (P, 59) repré- 

sente l e  diagamie Wuno-électrophorétique obtenu après 24- heures de 

récction avec l ' y l i i~unsém cmti-protéidcs du blanc dtocuf. A t i t r e  de 

corrpaaison, l c  blanc d'oeuf corrplct c Ct6 placé dans l e  trou supérieur 



SoltlCion aqueuse à 5 p. 1 00 d ovomoTde de 
LINEVEXWR et TIIjRRhY. 

-& saturation en sULf~.te dlcmoniwa : pI; 6. 
Centrifuger. 

J, 
Précipité 

Le dissoudre dans le nchbmm d ' eau 
distilloe. Diaij'ser une nuit contre 
une solution de CUTa à 0,25 p. 1 0 0  

Centrifuger. 

i 
: i  

Précipité él in i~r5 .  Surnageant 
Amener à 35 p. 100 de 

saturation en sulfate d1muoniuill, 
Centrifuger. 

I 
,i 

i t  ..r 
Précipité Swnrnge~nt- élininC , 

Le d-issoudre dms le mininuu deteau 
distillde. Dialyser contre c2.u 
distillée. Lyophiliser. 

~ ~ O ~ E I B I ' I ' E ü R .  
---mm-------- 

Schéna, do préparation de llovoinhibiteur selon le procédé de 

TOPlIMATSU, CLhRY et BBi'iTùZOVICH (375). 



Figure 14 
Electrophorèse sur ac6tate de cellulose (tampon véronal pH 8,65 ; P : 0,07) 

(a) et iimnuno-électrophorèse (b) du bianc d'oeuf de Poule (BO), d'une préparation 

dt ovbmucoide selon LIIWEAVER et MURRAY (ovo LN) et d'une préparation dtovoinhibi- 

teur obtenue par le procédé de TOMIMATSU et al. (ovoin) . ---- 
Les électrophorégrammes ont été révélés par une coloration double 

B 1 'Amidoschwarz et B la nigrosine. 
.bBO : sérutn anti-votéides du blanc df oeuf. 



e t  l~ovoillucoïde de L7nTE[imVER e t  MJRRAY dans l e  trou centrcl. La préparation 

dlovo:inhibiteur placé daris Le trou inférieur nontre t r o i s  lignes de précipi- 

ta t ion dont l e s  conportwents sont ceux Ci1m constituant cathodique & (arc 

no 1 )  d'une globuline (5 3 (arc no 2)  e t  de lfovonucoide (mc  no 3 ) .  

La &thode de TOMINf~TSü e t  al.  e s t  un procédd sinple qui conduit à ----- 
dos pr6pcvotions très err ichies  en ovoinhibi tm.  El le  ne fournit cependant 

pas un constituant innuno-élec trophorétiquoment honogène. 

Afin d l é l b i n e r  l e s  hpuretés ,  nous avons appliqué à ces prép'wa- 

tions, la  chromtogrcphie sur des colo-mes de DW-cellulose e t  de CM-c~llu- 

lose. 

II - PROCEDE PERSOFDTEZ DE PURIFICATION .................................. DE L'OVOINHIBI'17EUR -. y.*....... ..-. ~.z.>..,..a....-~.-~.<>....... ..-* ..,. + F * , ~ : ~ ~ w , w ~ . . , . ~ - - - * . . - L  -,>- .......... ..,,.. . .  .,., .....,... .. .......,,,,....,...,...,....................,...... ,... ..,.. 

OBTENU PAR LA 11ETHODE DE TOMiMATXU, CLNZY ET ....... .......a. .-. .-.. Y---...l-. .......... . .......-..---- - . ......... .. ., ................... ......,.. ...,....,....,................ ................................................................................... ,.,,,. ".- 
BhRTuLOVICH 

-&--...--*- ........................................ 

Notre protocole expériuentel comprend deux &tapes : au cours de la 

première, nous effectuons une chron~tographio de l'ovoiiahibiteur sur DE2!J3- 

-cellulose 9 dans 12 seconde nous sowet tors  l e  pic A i s su  de la  chromtogra- 

phie pr6cGdelzte à un frnctioimenent sur CFI-cellulose selon un procédé voisin 

de celui  décrit pc7x IirEEIJEY, STEVENS e t  OSUGA (375) . 

1 O - PRE)MIZiE: ETUE : C-HROIULTOGRN-HIE DE IL ' 9VOPIHIBITEIiR sur DEkE-CEUULOSE ................................................................................. 

Les protéides totaux d'une p r é p m ~ t i o n  d ' ovoinzlibiteur (voir p. 57) 

(1,450 g en solution dans 20 de twpon phosphate 0,005 M de pH 4,7) sont 

so-s à l n  chromtopctphie sur des colames (2 x 40) de Dn&-cellulose 

s tabi l isée  zvec un taapoa phosphate 0,005 PI de pB 4,7. Le d6placemnt des 

coiistitu,mts es t  effectu6 par lc passage successif du talpon de s tabi l isa t ion 

e t  d'un t,mpon phosphate 0,005 M + NaCl 0,07 M de pK 7 .  



La vitesse de passage des tampons e s t  réglée à 33 d./l~eure/cn~ e t  

des fractions de 10 al sont recuei l l ies  toutes l e s  6 ninutes. 

Les solutions e f f l u o ~ t e s  sont dialysées, puis lyophilisées. Les 

protéides sont sounis aux amlyses électrophorétiques e t  ~ 0 - 6 l e c t r o p h o -  

rétiques. 

0,5 g des protoides provenant du pic A de la chromtogaphie 

précédente (A - DUE) sont dissoixs dans 5 a1 de tmpon acétate c^'m1onim 

0,l M de pH 4,G e t  sont chromtographib sur des colonnes (2 x 25 cn) de 

CPkellulose s tabi l isbc  avec l e  tmpon acCtclte d'cluuoniw 0,l ET de pH 4,6. 

L' élution des protoides e s t  obtenue d ' abord ;3m 1 ' application d 'un gradient 

l in6airc  de chlorure dc sodiwri dc O à 1 M daas l e  tmpon acL .tate d'aunoniun 

0,l de pH 4,6, p i s  par l e  passage du twpon l icl i te  u t i l i s é  pour l e  gra- 

dient. 

Les fractions corresponhnt aux pics d ' élutioa sont rassenblées, 

d i ~ y s é e s ,  lyophilisées e t  s o a s e s  à des a n ~ l y s e s  biologiques, électropho- 

r d  tiques et innuno-électrophorétiques . 

1 - CIIROP111TOGRAPIIIE SUTi DE~"LE-CELLULOSZ. . ."> .*- .-. a-.. ."-. .--.m. .. - .. 

Le rGsultat d'un fractionnenent es t  i ï ïus t r t :  g,zr l a  figure 15 n 

(p.62). Trois fractions ont é t é  obtenues. Les protéides de la  fraction A 

(A - DM) ne sont pas retenus par la  cellulose échangeuse d'anions e t  sont 

élu& avec l e  front  du tcnpon phosphate 0,005 11 de pH 4,7. Les pics BI e t  

B2 énergent de la  colonne dans l c  t a p o n  phosphate 0,005 II + IW1 0,07 M de 

pH 49r[. Les renderlents de ce t te  chromtographie sont l e s  sui~~,.l^iits (pour 

1,450 g d' ovoinkibiteur) . 
- Pic A : 1,145 g 

- Pic BI 0,024 g 

- P i c B 2  : 0,095g 

L1a:mlyse électrophorétiquc (~i'i,-ure 16 a g p.63) nontrc que l a  

fraction A contient un constituant m jcu r  : l 'ovoirhibiteur souil lé par 

environ 20 p.100 d'un constituaint de couportenent t r è s  cathodique. Les pics  

Bi e t  B;! renfcrnent essenticl lment l'ovonucoïde e t  des traces d'ovoinhi- 

biteur. 



I 
Phosphate 0 , 0 0 5 ~ - p ~ 4 , 7  f Phosphate 0,005M - pH4,7 I 

I I 
I 

+NaCl 0,07 M I 
1 I 
I I - 1 I 
I 
I 

I 

9 I 
I 

I 
I 

I 
I 

I 
I 

I 
I 

I 
l a  

. I 
I 

A I I I 
I 

I 

I 
I 

I 
I 

I 6 1  I 
I 
I 
I P i 3 2  
1 

Q2 094 086 

Gradient 
Ac. Am. 0,lM 

v 
Ac. Am. 0,lM 

i Ac. Arr 
PH 4,6, vers PH 4,6 l 1314 

+ NaCl 1 M I 4 

a : Chromatographie sur DEAE-cellulose d'une pr6 tion dlwoMiibitnir 
obtenue par le proc6d6 de TOMIMBTSU et al. . 377) - r 

b : Chmmato~~aphie sur CH-cellulose du pic A du diagmme - a - . 
En abscisses : volttmes des effluents exprlmes en litres. 
En ordonnées : densite optique B 280 m. 
Ac. h. r Ac6tate d'ammonium. 



Figure 16 

Electrophorèse sur acétate de cellulose (a) et immuno-électrophorèse 

des fractions obtenues par chromatographie sur DU-cellulose (~iagramme a de la 

figure 15 a ; p.62) de llowinhibiteur préparé selon le procédé de TOMIMATSU et al. -- 
Les électrophorégrammes ont été révdlés par une coloration double 

B llAmidoschwarz et à la nigrosine . 
Pour la signification des ébbréviations, voir la légende de la 

figure 14 (p.59). 



LI inrnulo-électrophorèse confirrie ces résultats .  La figure 16 b (p,63) 

représente l e s  plaques révélées pax l fh idoschwaz  après 24 heures de réaction 

avec l e  s é m  antiprotdides du blanc d' oeuf to ta l .  La f ract ion A donne deux 

l ignes de précipitation dont l e s  corrportemntssont ceux G-'UZI constituant catho- 

dique 1 (arc no 1 )  e t  d'une globuline (3 5 (arc no 2) .  Les fractions BI e t  B2 

donnent l e s  lignes d'une globuline (3 3 e t  de 1 ' ovomcoïde ( ~ x c  no 3). 

2'- C ~ O ~ ~ ~ T O G R A P H I E  DU PIC A-DLP CPT-CELLULOSE. 
ll-.l-l .-.- .- .-.-.-.~.----.-"._."-*-. .. .. .---.. ,.---. . .- .I. .--. . .lllll-. > 

Le diagrarme de l a  f igure 15 b (p.62) nontre que l n  c2romtog~r?.phie 

du pic A-DEAE, sur Cl!I-ccllulose fournit  deux sous--fractions hi e t  LQ Gluées 

respectiveue1i-t avec l e  gradient continu dc Rd21 e t  avec l e  tmpoii acétate 

d f m o n i u u  0,1 1.1 + îTzC1 1 M de pH 4,5. 

Le preriicr pic nom procure 330 ng de l n  f ract ion Al e t  l e  second 

44- nC; de l a  fraction &. 
En électrophorèse sur acgtate de cellulose ( ~ i g u r e  17 a ; p . 6 ~ )  13 

fraction kl e s t  honogène e t  possède l e  conportenent de lfovoiiîhibitcur, tmdis 

que La fraction A.2 contient un conpos~~i t  najeur qui nigre corne l e  lysozy-ne 

vers l a  cathode. 

En U1T,~~io-électrophorèse 1 e t  2 9 E & v e  17 b 9 ~ . 6 5 )  l e  

constituant A1 r~ontrc me ligne de précipitation unique de (? 3 globuline ; 

l a  f ract ion A2 nontre ce t te  nene l igne t r è s  légère c t  une l igne cathodique 

dc 1 globulirre t r è s  mxquée. Sur l a  plaque 3 l e  réservoir d.'nntiséruia a dté 

raccourci du cat6 de l a  cathode. Le blanc d'oeuf e t  I c  lysozyme o9-b é t é  

déposés respectivement Cians l e s  t r om inférieur e t  supérieur . On voit  que 

lf,?sc dc co~gor temnt  cathodique B/ du d i z p m o  obtenu avec l e  blanc d'oeuf 

présente avec celui  du lysozyne me réaction de pr-rfaite idefitit6. Une réac- 

t ion  aimlogue a é t é  obtenue sur I n  plaque ilo 4, eatre  l n  l igne de prdcipita- 

t ion donnée par l a  fraction Al ( trou inférieur ) Gfuzie par t  e t  l a  ligne de 

globuliiîe f3 3 yrésente sur 1 ' inramo-é1ectrophorégr;i:ne de 1 ' "ovo~ucof de" de 

LIP~fiEAVER e t  YiXJFAi1Y (trou supérieur ) , d.' autre part.  

Enfin l e  piot6i.de provc:iant du pic Al inhibe l a  trypsine, l a  c w o -  

try-psine e t  l a  sus t i l i s ine  (voir p. 84) tandis que l a  Traction 4 possède 

une activitE lysa~i te ,  v i s  S -vis d'îme swpensioii de cel lu les  de PEcrococcus 
=.----------". 

lysodcilrticus, -.--------.-,-m.%.-- t r5s  voisine de ce l le  du lysozyae pur. (f igure 18 p p.66), 

Les ac t iv i t és  lysnn-tcs do l a  fraction A2 e t  du lysozyne sont cn e f fe t  respec- 
2 tiveilicnt &gales à 9,8 x 10 et12,8 x Io2. 



Figure 17 

Electrophorèse sur acétate de cellulose (a) e t  immmo-électrophorbses 

(b) des fractions obtenues par chromatographie sur CM-cellulose (diagramme b de 

la Fig. 1 5 ; p.62) du pic  A - D m .  Les é1ectrophorégram;nes ont é té  révélés par 

une coloration double à llAmidoschwarz e t  à la nigrosine. lys  : lysozyme. Pour 

la signification des autres abbréviations, vo i r  la  légende de la figure 14 (~ .59 ) .  



Secondes 

Figure 18 

Lyse d'une suspeneion de cellules de Mcrococcw ïysodejùcticus par le 

lysozyme pur (-) et la f'raction & ( *  * > 
Le trouble initiai de la suspension est tel que la transmisaion B 650 nm 

soit de 20 p. 100. L1activitd lysante est 6vai.u6e dlaprbs le temps dcess&e pour 

que le t r m s s i o n  augmente de 40 p.100. On appelle ce temps t40 et on d6fhfi.t 

llactivité 'a* par ïa relation : a = ,- x 105 ( JOUJB et al. (377bis)). 
-.L- 



La chromtoçrapl?ie sur DW-cellulose dc l'ovoinhibiteur obtenu 

p,w le procédd dc TO8'iIMTSU ct al. fournit une fraction A qui sounise 'a la 
--.a-- 

cPxomto~aphie sur CM-cellulose se dissocie en deux sous-fractions Al ct A2, 

Lfanalyse électrophor~tique et les activit6s sp6cifiques de ces 

deux sous-fractions déraontrent que le pic Al contient l'ovoinhibiteur et le 

pic 112 du ljsozyille. Ces résultats associés i ceux de l'analyse irai;luno-6lcctro- 

 hor rétique nous autorisent à conclure que notre protocole expérhental de 

purification conduit à des prépamtions pures dlovoinhibiteur à raisoli de 

0,755 g par 60 g dlovonucofide de LlD'ES~JEAlER et IYüRRkY. ra es rendenents des 
prépwations de TOMIMhTSU et ---- al. étaient de 0,880 g pour la nêne quantité 

d'ovomcoïde traité). En outre, ils nous permettent d'identifier les lignes 

de précipitation de la @ globuline et du coilstituant cathodique d/, respec- 
tivement à la ligne de l'ovoinllibiteur et à celle du lyse-e. 

III - COI~TCLUSIOITS GliXEZALES COTTCmW-T LA PREPARBTION 
-----*-----.--.-.- ............ ................................. ,.,," ~,Pi..i.*,-~.i.,-,II~:~~,t;.,.i~1:ii~IILI~,,!.?I:~,--.--.~.T>I,~,-.>.~-.~-i.nT.~I~.-,-I- 

DE L ' OVOINHIBITEUR . --------- .-...--."----- .................................................................. -..., ...... " 

Le3 conclusions que nous pouvons tirer de nos recherches sur les 

n6thodes de préparation de l'ovoiiihibiteur sont les suiWtes o 

L ' application à nos prés,arûtions Cl ' ovoirucoïdc selon LIhmVER et 
MURUCL, du procédé par rclmgage sw le suifate d'~monim de TOMïMATSU, 
CLARY et BARTULOVICH nous a fourni des prdparatiom dfovoinhibiteur hc'téro- 

gènes en électrophorèse ct en buno-élcctrophorèsc. 

L1enploi de deux fractionneraents chromtographiques successifs sur 

DE%?,-celluiose ct sur CliI-cellulose nous a perriis d ' obtenir des préparations 
pures d'ovoinhibiteur que nous avons utilisées pour nos dtudes physico- 

-cMques et Siologiquos. 

h - rnSULTaTS 
~ 

Les expériences de sédiilientntion ont été effectu4es dam un t q o n  



phosphate 0,l M de pH 7. L'ovoinhibiteur montre un seui pic s&trique 
O 

(figure 19 1 p.69). La constante de sédirûentaticn S2kqI détemin6e en extra- 

polant à une dilution infinie dans l'eau les valeurs obtenues à t r o i s  concen- 

trations différentes est Qgale à 3,85, Cette vdeur st410igne de celle de 3,31 
(377terL définie par DAVIS et al. avec --- mpon phosphate 0,01 M de pH 6,s. La constan- 
O 

te de diffusion libre %bT que les auteurs prdcédents n'ont pas précisée a 

ét6 trouvde égale à 6,58. Les Desures expérimentales p,u. pycnométrie et le 

cslcul d'après la conposition de l'ovoinhibiteur nous ont four11i pour le 

volme sp6cifique partiel ( ? ) respectivement les vdeurs de 0,699 et 0,701. 

Ces r4süitats sont en parfait accord avec ceux de DAVIS ----- et zl., mais st6car- 

tent de ceux de TOl.'IIbîATSU et al, qui o ~ t  trouvé un volme spécifique partiel -..---- 
égal à 0,693. 

E - CONCLUSIONS. ----------- 
O 

RT 
L'application de l'équation de SVEDBERG M =S2a- x -.----- dans 

D2ow 1-Hq 
laquelle est la densité du tampon, nous permet de calculer pour 1 ' ovoin- 
hibiteux une msse mléculaire de 48 700. Cette v'aleur s'accorde avec celle 

de 46 600 déterminde par DAVIS et al. par des nesures à l'équilibre da sgdi- ---- 
mentat ion. 

11 - CoBonTE~2-I'-E@cII-0~HgTE&IJ-- - - 

TTous avons &~di& le conportenent de ltovoinl?ibiteur en électropho- 

rèse de zone (s~r papier, en &lose et sur acétate de cellulose)* et en 

Clectrofocalisation dans des colonnes Ci ' mpholytes . "* 

Les proc6dés que nous mons appliqu6s sont devenus tellenent classi- 

ques que nous n'avons pas jugé utile de décrire letirs protocoles expérimentm. 

Cependant, nous pr6ciseron.s brièveaent les conditions p,wticulières que nous 

avons employées pour 1 ' dlectrof ocLalisntioii cie 1 ' ovoinhibiteur , 
-.-A -.- .--=.-* ---.- *-*- .-.--. - .--. 

50 ng c"'ovoinl?ibiteur ont et& soumis à l'analyse pour laquelle nous 

2vons utilisé une solution d'mpholytes qui permet de réaliser un gradient de 

pH entre 3 et 10, L'anode a été plûcée à la partie inférieure de la colonne 

et la cathode à ln partie supérieure. Ln migration 6lectrophorétique a été 

effectuée de ln .catliode vers l'anode sous une tension de 300 volts penàant 

60 heures. A la fin de l'électrophorèse 13 colonne à été branchée 

* Cellogel - CIEEMETROB - M W  ; SEBIA ; l'MIS. 
-w+ Phtériel et produits de marque L K B. 



Figure 19 

Diagrammes dtultracentrifugation de l'ovoinhibiteur purifié pax 

notre procédé personnel. Tampon phosphate 0,1 N de 0,1 et de pH 7 ; 

température : 20° C ; inclinaison de la barre 60° ; concentration 5 mg/ml. 



à un collecteür de fractions, le débit réglé à 60 d/h .  et des fractions de 

3 m l  ont ét6 recueillies. Lcs effluents de la colonne ont Cté a~ysa?rpour 

leur contenu en protéinc par la nesure dc la densité optique à 280 m et le 

pH dcs fractions a éte' nesuré. 

1 O - ELECTROPHO~SE DE ZOIW . --------..-----...L... ----. . - . 

Ln figure 20 (y .71) illustre les résultats que nous avons obtenus. 

a - L'électrophorèse sur pzpicr nontre que 1' ovoinhibiteur donne -------.-.---..----..- .-a *.-. *-. .-- .---.- 
une bande unique et n i g r e  vers l'anode à la n&e place que la conalbunine. 

b - Electrophorèse en gélose. L1ovoinhibiteur (Fig. 20 g p.71) .-.--. .----- -.-.-.<--.-- 
forne une tache autour du réservoir d t  origine indiquant un cor.iporter_ient de 

@ - globuline. Il se distingue de la comlbuuine qui possède un conportenent 
plus cathodique. 

c - Electrophorèse sur acétate de cellulose, Dans un tmpon véroml ----- -.-. -^---" ---- __------ - - - - -  - -  -*-Y 

de pH 8,65 et de force ionique 0,07, 1' ovoinhibiteur possède une nobilité 

plus anodique que la comlbwine et peut être facilemnt identifié à une 

bande présente sur l'dlectrophorèse du blanc d'oeuf total (~igwe 2C ; p.71). 

Dans le tmpon ac6tato d i ~ o n i w r i  0,05 W de pH 4,45, il i;îigre comm le lyso- 

zyne vers la catliode nais à une vitesse noindre (~i,.;ure 20 ; p.71). 

L'  exacn de la figure 21 (p.72) rlontre quc 1' ovoinhibiteur souuis 

à ltL.-lyse .sas électrof ocalisation n' cst pas élu6 en un pic honogène mis 

qu'il sc dissocie en trois coaposmts 01, 02 et $ qui Qnergeiit de la colonne 
aux pH respectifs suivants : 5,9 g 6,2 et 6,45. 

En électrophorèse de zone et en t,w-pon alcalin, l'ovoinhibiteur 

possède une nobilité 6lec trophorétique légèrenent anodique. En nilieu acide 

il aigre vers la cathode à m e  vitesse plus faible que le lyso~yae. Sur pa- 

pier, llovoinhibiteur migre corne ln conalburaine, mis s'en dissocie en 

électrophorèse sur gel d'aga et d'acétate de cellulose. 



Figure 20 

Elec tmphorégrammes s u r  papier, en gélose (révélation Amidoschwar. ) 

e t  sur acétate de cellulose (double coloration à ltAmidoschwarz e t  à la nigro- 

sine) de ltovoinhibiteur. BO : blanc d'oeuf t o t a l  ; conal : conalbumine ; 

l y s  : lysozyme ; oval : ovalbumine ; ovo : ovormrcoXde ; ovoin : ovoinhibiteur. 

* : tampon véronal de pH 8,65 ; P 0,W. 

+I-E : tampon acétate d'ammonium 0,05 M ; pE 4,45. 



PYBure 21 

Eïeetrofocralisation dans une solution d'amphoïytea (pE 3 - 30) de l 1 a o o ~ B i t c n u ~  

V : volumes des effluents exprimes en litrea. 

E t densite optique B 280 m. 



L'ovoinhibitew, r e s t e  honogène sur l e s  supports d'Qlectrophorèse 

que nous avons ut i l i s6s .  Cependant, 1 ' électrof ocalisation liow cl pemiis de 

caractériser  t ro is  espèces protéidiques dont l e s  points isoélectriques res- 

pectifs  sont 5,9 g 6,2 e t  6,45. Ce résul ta t  confirne ce lu i  obtenu par 

T O P W T S U  et a l .  en électrophorèse sur gel dl,ullidon à haute tension, Il e s t  
-a--- 

égalenent en accord avec l e s  travaux r6cei1ts de DAVIS, WTLEY e t  DONOWT 

(378) qui ont f ~ a c t i o a i é  l 'ovoinhibiteur en cinq conposaits pm chromtogra- 

phie de recyclage sur Dm-cellulose. Ces a~tteurs ont c,vactéris6 cinq 

fractions A, B, C? D e t  E par  électrophorèse en gel  de polyclcrylmide ("dise 

eloctrophoresisf~). Toutefois, l e s  fractions A e t  B d'une par t  e t  l e s  fractions 

D e t  E d 'autre part s e  d i s t i q p e n t  t r è s  peu l 'une de l ' au t re .  Selon l e s  nthes 

auteurs, l e s  différeiices de charge qui expliquent c e t t e  hét6xogénéité électro- 

phoretique p o u r r a ~ ~ ~ c d i r c s  am diffdrences de noïzbre e t  de localisation 

dc?izs l a  c w n e  polypeptidique des groupes (3 carboxJrliques l ib res  des résidus 

d ' acide aspartique , 

III - PROPRIETES OPTIQUES 
------A 

A - ABSORPTION DE Ln LUT'IIERE -- -..*------- A------.." ---. .---- 

Les courbes d'absorption de l ' u l t rav io le t  o ~ l t  é t6  déteruiiiées en 

cuve de 1 cn dt6pnisseur, sur des solutions dc protéides à O, l  g p.100 nl. 

d'eau à pH 7, Elles révèlent un mxirm d'absorption à 278 D'après l e s  

valeurs obtenues à ce t t e  longueur d1 onde, nous avons déterniné que l e  coef - 
f i c i en t  d'extinction 278 ' nu é t c i t  égal à 6,25 ce qui  correspond à un 

facteur optique de 0,160. 

B - POUVOIR BOTClTOLRE SPECIFIQUE 
-->-- -a-,- --.-- .-a- 

Les riesures ont Gté effectuges à 546 m sur des solutions à 1 g 

de protéides pour 100 al d lenu d i s t i l l é e ,  ajustées à pII 7 ,  à 200C, à l ' a i de  

d'un xicropolarinètrc ZEISS, Dans ces conditions nous avons obtenu pour 

l ovoiiihibiteur un pouvoir rota toi re  spocif ique Laq] 'O0 - 97,5O . 54-6 rn 



1 - Les valeurs que nous cvom obtenues pour l e  coefficient d'extinction en 

luiJière ultr,?violette de llovoinhibiteur s 'éloignent de cel les  de TOTmQEU, 

CLARY e t  mTULOVIC3 : [ 27a ' p.100 rn = 7,40 , facteur optique : 1 , 3 5  El les  s e  

rapprochent toutefois de certaines vzleurs rapportées p a  DZLVIS, ZAHTdUY e t  

DO>YOV&J. Cos 6crniers auteurs ont trouvé, en effe t ,  pour l c s  fractions A, C, 

e t  D qu' i ls  ont isolées dcs coefficicnts d'ex-tinction respectiversent égaux 

à 6,7 ; 6,5 e t  6,9 correspondant B des fzcteurs optiques dc 0,149 ; 0,153 e t  

0,144. 

2 - La nesure du pouvoir rota toi re  spdcifique nous s conduit à un résu i ta t  

original qui d e m d e  donc à ôtro confirn6. 

~TOUS envisagerons successiveillent la  coaposition de l n  f ract ion 

glycannique e t  dc la  fractiol2 protéidique en conparCant nos résul ta ts  à ceux 

de TO~~iIILTSXJ e t  a l .  (379) e t  à ceux de DAVIS e t  a l .  (380). 
-...-*S.- ----- 

1 - C0PLE"LE'SITIOi~ EN GLUCIDES ----- --- 

Les résu l ta t s  quc nous m m  obtenus so;it rassenblés CLw l e  

Tableau X (p.75). La co~pe~raison de nos valeurs avec celles de TOT~IIIULTSTJ e t  -- 
al. nontrc que i c s  résultclts sont du ~ & n e  ordre de grandeur. Toutefois, l e s  -- 
différences peuvent s ' expliquer, d 'me  mnière &nCrale par. l e  degré de pureté 

des protéides souais à l l ~ m l y s c  e t  pax l e s  néthodes de dosage errployées. 

- Dcms l c  cas par t icul ier  de l a  tene~ir en oses E'ncutres", nous pouvoi~~ expli- .. ---.-.--. =-. -, 2- . .-L-b*.-=m-.J. . ---.A--* .. .* .-". .. .- 
qucs l a  différence entrc l e s  résul ta ts  PLV la  corsjosition des solutions de 

réfarence introduites dans l e s  s6ries de dosage. E n  ef fe t ,  SPIK (381), 

IiIOIW~LEüIL e t  SPIK (382) e t  SPIK c t  I'iOPl'TREüIL (383) ont dénontré que, à quanti- 

t6s  égales, l e s  diîf6rcnts oses donnent des colorations dont l e s  dcnsités 

optiques varient dans de larges proportions. Avec l e  réactif  à llnnthrone 

sulfurique, u t i l i s é  par TOMIPIh71SU e t  al., l e  glucose absorbe à 585 m, 2,3 

f o i s  plus que l e  m o s e .  Le téaoi.11 introduit l e s  sdries d_e, 
,do&@ 



Tableau X 

Couposition centéshle cn glucides de 1 ' ovoinhibitcur . 

Oses 'ineutresF' 

... . . ... . .. ..,............. ............ ..... .......,.. . ,........... ...... ..,..* .......... .......,....,,........,..........,.... ........ . .,.. 

Osauines 

Acide sijlique 

- iriéthode à l'acide 
thiobarbiturique 

Résultats personnels 
Résultats de 

T0NIMf"TSU et al. ( 3 8  ------ 



doit donc contenir les nênes oses que ceux qui entrent dans la composition 

des glycoprotéides étudiés et dans des rapports de concentrat ion identiques 

aux rapports molaires des différents oses préalablement détermin6s par chro- 

mtogaphie sur papier. Or TOMITUiTSU ----- et al. ont dos6 les hexoses en utilisafit 

des solutions de glucose comme témoin "interne", alors que nous avons employé 

des solutiom de galactose et de nttnnose dans les proportions 1 : I l .  La teneur 

plus faible en oses "neutrestt obtenue par ces auteurs s'explique donc aisément. 

En outre, l'emploi d'une solution de référence identique à la n6tre 

a m i t  fourni à ces auteurs des teneurs en hexoses beaucoup plus élev&es, ce 

qui est en fmeur de la présence dam leurs préparations dfovoinhibiteur de 

glycoprotéides contaminants riches en glucides. 

- Les acides siaïiques ont Qté dosés p a  dela méthodes différentes : celle de .................... 
IERIJER et ODIN (385) à la diph6nyla.mine et celle dt@m\T0FF (386) à l'acide 

thiobarbiturique, après hydrolyse sulfurique des liaisons "sialosyl" . 
L'npplication de la première méthode révèle la présence dans 

llovoinhibiteur de 0,26 p. 100 d'acide shiique tandis que la seconde méthode 

nous a fourni un résiiltat nul. 

TOlbmNT.LiCJ et ----- al. n' ont pas recherché la présence des acides sidi- 

ques. Quant à DAVIS et- ci., ils n'ont pas rapport6 la coriposition centdsimale ----- 
mais seulement ia conposition mobire. C'est pourquoi nous discuterons ces 

résultats dcws le p<wagra.phe suivant. 

L ' application des néthodes d' identification et de d o s a ~  chromto- 

graphiques et électrophor6tiquer: des oses, décrites dms la inonogaphie de 

MO~TTFGXJIL ct SPIK (386bis) nous n conduit a m  résultats rassenblés d,ms le 

tableau XI (p.77) et illustrés el1 ce qui concerne 1' osaaine pcv la figure 

22 (p. 78) . 

1 0  - LES OSES "PmTRES", 

L'ovoinhibiteur contient 1 résidu de galcctose et 11  résidus de 

mannose p m  mole, soit 12 résidus d'hexoses. Cette dernière valeur est 

supérieure à toutes celles obtenues par DAVIS et al. pour les fractions A, --- 
B, C et D (voir Tableau XI p.77). Le discordance entre ces résultats 
peut s ' expliquer, corne nous l'avons fait dans le parzgraphe pricéde~t, pax 

le fait que DAVIS et al. n'ont pas introduit dans leurs dosages, de lttémoins'' ----- 



Tableau Xi 

Composition raoïaire en oses de llovoinhibiteur. 



Figure 22 

Comportement électrophoré tique de la N-acétylosamine obtenue par 

N-réacéwlation selon le procédé de ROSEXAN et LUDOWIEG (387bis) de llosamine 

libérée par hydrolyse chlorhydrique (HC~ 4N ; 100°C ; 4h) de llovoinhibiteur. 

Electrophorèse effectuée en cuve Ilen toit" en tampon borate de pH 9,2 (solution 

de tétraborate de sodium à 1 g p. 100ml), h 10 ~/m, pendant 4h. Révélation 

par la réaction d'EIIRLICH "indirecte1'. T : solution témoin de N-acétylgluco- 

samine (GlcNAc) , de N-acéQlgalactosanine (GalNAc) et de N-acéQlmannosamine 

(-cl pures* 



internes de conposition nolaire identique à celle du glycaizne de llovoinhi- 

biteur. En effet ,  ces auteurs n'ont pas identifie l e s  oses constitutifs c t  

ont déduit l a  conposition nolaire en hexoses sur l a  base de le conposition 

cent6sim.le. Cctte dernière a été déternin6e par l a  n6thode à l lorcinol 

suïf~wique avec, corne réfdrciicc, des solutions dc galactose 'aïors quc l e  

minose, qui cst l'hexose prédouinant, possèdc une absorbmce nolnirc plus 

faible que l e  ,..E11actose (sPIK (388) ; MOi\TTRFlTIL e t  SPIK (789) : SPIK z t  

MONT!REXOIL (3 90) ) . 

DAVIS et  a l .  ont ideiltifié c t  dos6 les  osanines en uêne tenps ----- 
que les  acides ~minés bti-siques en appliqm_nt l a  néthode de TUKFIELD e t  

STEFM!NE (391 ) . Ils oxt montré qu' il s 'agissait de l a  glucosmine seule. 

Hous avons confira6 ce résultot par deux raéthodes différentes : 

- Ln désanination oxydative donne uniquenent de ltcarzbinose. 

- Ltélectropliorèse de l ' o ~ m i n e  ?T--réacétylée révèle 12 présence 

exclusive de B - a c é ~ l g l u c o s a i e  ( ~ i g u r e  22 ;, p. 78). Ce résultat ,  contrai- 

rerient au p-écédent qui nlélininait pas 1'6ventualité de 1:: présence de 

mnnos~1Jline cst  sans m1biguZt6. 

NOUS pouvons donc conclure, s w  l a  base de 12 coimais~~ance de l a  

corposition centésimle du protéidc e t  de l a  valeur de 48 700 de sa nasse 

noléculaire, qu' il existe 9 résidus de glucosmine à a i ~  l ' ovoixhibiteur . 
Ce résultat quantitatif sléloig-ne de ceux de DAVIS e t  al . ,  sans 

que nous puissions ergliquer ce d8faut de confornlt6. 

D ~ Z S  lc paragqhe  pl-Lcédent, dans lequel nous wons étudié l a  

coinposition ccnt6sîrxJ-e eiz glucides, nous avons vu que 12 teneur en acide 

s ial iq~ic ,  détemiii6e par 1z néthode à l a  di~hérqrlminc d ta i t  de 0,26 p. 1 00, 

so i t  0,43 résidu par rilolécule dc msxe aol&culairc 48 700. Toutefois, après 

Wbolyse sulfurique, 1 ' qqlicat ioi i  de l a  asthode d- 'ZLMIi\TOFF à 1 ' acide thio- 

bnsbiturique ne révèle pas l a  présence d'acide s idique.  

En considérmt l e  foible pourcentage en acide s i ~ l i q u e  d - ' u r c  part, 

e t  l e  fadit que 1 'hydrolyse des liaisons "sialosyl" il' est  jarmis qmntitrttive, 

on peut expliquer l a  discordmce des résultats fournis p,ar l e s  deux méthodes. 

D 'autre p ~ r t ,  DAVIS e t  a l .  , en u t i l i s a~ i t  l n  technique de \1&-N ----- 
(392) t rès  voisine de celle d'$I'~~~OI?F ont déteruiné que leurs fractions A, 



C et D contiennent come l1 indique le Tableau XI (p.77) respectivenent 0,2 ; 

O, 4 et O, 5 résidu dt acide sidique expria& en acide N-ac6tylneurainique . Les 
auteurs précisent, en outre, qucr les 6clmntillons analysés ne contenzicnt que 

0,6 à 0,7 tg d'acide sialiquc. 

Ces r6sultat;s aubigus peuvent 8tre interprétés de deux 1;~2YUéres 

différentes, 

- L ' ovoinhi'~itc.ur est dépourvu d acide sialique, mis les prépzsations 
sont souillées p,w des traces de sialo-glycoprotéines . 

- Les préparations sont pures (lfho~o&néité imsuno-électrophorétique 
de nos préparations est en cette faveur) et il faut alors adnettre que les 

fractions obtenues pcx DAVIS et al. sont elles nêries hétérogènes et consti- 

tuées de glycoprotéines "irmzturesn pzr exeaple et exerspts d'acide sidique 

et de sialoglycoprotéines contemit un ou plusieurs restes vsinlyltt. 

C - CONCLUSIODS. 

De nos recherches sur la conpositioii en glucides du glycmlie de 

1 ' ovoiahibiteur nous pouTrons tirer les conclusioins suivmti?~ : 

1 - L'identification des oses "iicutres", que les autres auteurs n'ont pas 
effectuée nous a pcrr3is de prbciser la corîposition nolairc en hexoses de 

llovoirihibiteur : 1 résidu de gs.lactose et I l  rdsidus de rwosc par nole. 

2 - L1ovoinhibitcur contie~t me seule osaine : 13, N-~zc&tylglucos~~. 

Notre résultat obtenu par l'applicatioii de deux néthodes diff6renl3s9 

confirne celui de DAVIS et al. . Toutefois, ces auteurs et nous-rihe avons ----- 
utilisé des néthodes de dosage difforcntes qui nous ont conduit &. des résultats 

qucmtitatifs discordaits. 370s amlyses révèlent la présence de 9 résidus ads 

des déterrainations statistiques devraient être effcctuécs pour vérifier l'exac- 

titude de ce résultat, 

3 - Rien que la teneur en acide sizlique soit faible et conduise à la déter- 

rxhatioii de aoins d'un résidu PCV mole, sa présence dans 1' ovoinhibiteur 

senble pouvoir Ctrc retenue si l'on tient compte de lfhoriogénéité imiiuno- 

dlec trophorétique de nos préparztions . 



COMPOSITION EN ACIDES AMINE- 11 - .................... 

30s recherches sur l'étude de IcL fraction proteique de l'ovoinlii- 

biteur ont porté sur les deux points suivcmts : 

A - Détcrnination de la coqositioll centésh3e et nolc?ire en acides 

~ 1 1 0 s  . 
B - Identification des acides min& N-et C-terninaux. 

.A - DETERTb111USIOil DE LA CO~PQSISI~~ CEIJTESIMPILE ET - -.- . -..-.a. ,-. --. .-.-.. -<.--.*" . - ..A.. D. ... - >  ..-a.- "- 

MOLîiLRE Ei\i ACIDES I1MIlZS. 
.A-.. --*- .Lm - 

Les résultats que nous avons obtenus sont rassenbl6s c1,ms le 

Tzbleau XII pou 12 conposition centésjuzle, et dans le Tableau XII1 

pour ln composition nolaire en acides cminé~. Ils peuvent etre résrnés 

de la nanière suivante : 

1 - COPPOSITION CEN'i'ESIWiLE . -..---.-----------------u- -- -- 
DTos résultats sont prntiqueuent identiques & ceux des autres 

auteurs et d'une nanière &nérale situés à l'iiitérieur de la fourchettr: 

définie pax les valeurs de TOPEMATSU et al. d'me part et celles de DAVIS ----- 
et al. df  autre part, sauf pour 1 ' l;istidinc, la lysine, la cystéinc, le gly- 
m.=.--- 

cocollc, la leucine et la prolinc pour lesquels nos valsurs sont ZGgèrcuent 

aup6ricurcs. 

2' - COI4E'OSITIOIT I'JIOULRE. ---"--a=-.---.----.--.---". 

Les coupositions nolcirea d6Îinics p,u. nous nêne drune p,vt et 

par DAVïS et al. d'autre pLvt ont seules b t é  conpnr6es CLW elles ont 6tci --. .-- 
calculdes sur 12 base de msses ~loléculaircs voisines. L1e~îucn 2u Tableau 

XII1 (p.87j) nontre des différences riotables dans les noubres de rBsidus 

d'acide a ~ ~ w t i q ~ , ~ ,  de lysine, de glycocolle, dc leucim, de thréonine et 

de valine. 

B - DE'I'ERMIiiJATION DES ACIDES 1LMLl~SES N- ET C- TEFNCNAU1Y. 
-, - ---- <.-.- ..-. - - 0 . . A .- .-- 

1 0 - AJrnO-AC IDE iT-- m8nrva4, - -... -. . .-.- -.* 



Tableau X I I  

Conposition en acides &nés de I'ovoinhibiteur expria& en résidus 

d'acides aahvl6s p. 10 000 g de protéide. 

1Jnt-m-e des 

acides auin& 

Acide aspatique 

Acide glutûsiiquc 

Ar9L.xin.e 

Histidine 

Lysine 

Alanine 

Cystinc? / 2 

Glycocolle 

Isoleucine 

Leucine 

146 thionine 

Phénylalaniiie 

Proline 

Sérine 

Thrdonine 

Try-pt ophanne 

Tyrosine 

Valine 



Tableau XII1 

C o q o s i t i o n  no la i r e  ea acides minés de l 'ovoinhibi teur .  * 

* : Pour une rmsse nolécula i re  dc 48 700. 



L application des a6 thodes de dinitroph6nyletion de SAITGER. (396) 

e t  d ' hyclrolysc des DW-glycoprotides de BISERTE, IIOLLEJ!W$ c t  co l l  . (397) 

nous a p e r & 3  d ' iden t i f i e r  un s c d  DNP-&O-acide : l c  DNP-vdine. Aucun 

DTQ-mino-acide hydrosoluble n t  a dté caractérisé dans la p h s c  aqueuse (à 

1 ' exception b i a i  sûr de 1 ' < - ~ ~ ~ - l ~ s i n e )  . 

L ' hydrazinolyse r4alis6:: selon l n  néthodc 2 'NQLBORI e t  co l l  . (3 98) 

l ibè re  un seul  mino-acide : la  lysine. --------- 

1 - La composition de llovoinhibiteur on acides miiiés e s t  ml définie 

puisque des différeiices notables existcnt e2tro l e s  résul ta ts  obtenus, pour 

divers acides ,uJinés, par  nous nêne e t  l e s  autres auteurs. Des déteminations 

nonbrcuses sur des échantillons différents devront ê t r e  effectu6es gour 

résoudre l e  probléne. 

2 O  - D'après l e s  recherches que nous avons poursuivies pour dGteriiiint3r l e s  

acides &n6s en position 11- c t  C- texnimle, il senble que ltovoinhibiteur 

ne contienne qu'un seul  acide dy1é N- t e a d  : la valine e t  un seul  acide ............ 

Cos r6sultats  ori,.Ulaux, n'ont pas reçu lc confirmtion des autres 

auteurs. Qual i ta t i fs ,  ils dcrmndcnt n dtro vér i f iés  e t  i~ r&isés  p m  des 

dét orninations quantitativco , Ils suggèrent toutefois qus 2. ' ovoiidlibiteur 

e s t  for& d'une seule chaîne pcptidiquc. Cette conclusioïl e s t  en accord avec 

ce l le  t i rde  p m  DAVIS e t  des nesures de msse  noléculaire. Ces auteurs 

ont  ontr ré en effe t ,  que l a  nasse ~iol6culaire de I1ovoinhi'uiteur res te  in- 

chang.6~ lorsque l e s  détcruinatiois h 1 ' approche de 1' &quilibre de sétlinen- 

tût ion sont conduites dans des t apons  réducteurs déna'turats. 

ET DE: LA - X'ITILISm -------- ....................................................... "... ... 

Lorsque nous avons entrepris nos recherches sur 1 ' liétéro&n6ité 

cle llovonucoide qui nous ont concluit à nous irstéresser à 1' ovoirihiSiteur, 



l'inhibition des enzymes protéolytiques par ce protéide avait été peu étudiée 

et les résultats des déterminations quantitatives étaient discordants. 

PlTSUSIIDfA (399) qui le premier a isolé du blanc d'oeuf, une prépa- 

ration dtovoinhibiteur lui reconnaissait une activité anti-trypsique plus 

efficace que celle de llovomuco!ide et constatait qu'il s'unissait à la 

try-psine d'une manière stoechiométrique. Il remmquait égaiement que l1ovo- 

inhibiteur inhibait l'activité protéolytique de protéinases fongiques et 

bactériennes. 

En 1 9G, EENEY, STEVEPTS et OSUGA (400) ont montré 

que lcs activités de la try-psine et de la chymotrypsine sont inhibees lorsque 

les rapports pondéraux ovoinhibiteur / enzyme sont égaux à 1,47 et 1,60 res- 

pectivement. En 1966, TO>!IIJ!NTSU et al. estimaient ces mgmes rapports à 1 ,O5 ----- 
et 1,l O , valeurs qui correspondent à des rapports molaires de 1 ,90 et 1,70 

ou en extrapolant au nombre enticr le plus proche à un rapport molaire 

ovoinhibiteur / enzyme de 1 : 2 pour les deux enzymes. Pour la subtilisine, 

ces mêmes auteurs ont trouvé un rapport pondéral de 0,50. ?.bis en admettant 

avec JOHAIU'SEN et 0TTE:NSEN (401 ) , La présence d'une quantité importante 
d'bpuretés dans les préparations enzymatiques et en se fondant sur une masse 

moléculaire de 30 370 pour la subtilisine, ils concluaient à un rapport 

molaire de 1 : 2 également. 

Les résultats les plus récents ont été obtenus par DAVIS et al. ----- 
(402). Nous r6sumerons les conclusions de ces auteurs en coqarant leurs 

résultats aux nôtres. 

Nous envisagerons successivement : 

- L'inhibition de l'activité estérasique de la trypsine, de la chymo- 
trypsine et de la subtilisine. 

- L'inhibition de 1 'activité protéolytique de ces mêmes enzymes. 
- L'étude Qle~tro~horétique des interactions entre ces trois enzymes 

et I ' ovoinhl'bit cur . 

1 - WHIBITION DE L'ACTIVITE ESTERASIQUE DE LA. TRYPSINE, - 

DE LA CKYT40TRYPSINE ET DE LA SÜBTILISE,E. -. .- -- -- ----- -- --- -- - - ---- 

L'inhibition de l'activité estérasique des trois enzymes a été 

déterminée par la mesure de l'activité estérasique résiduelle dans des 



mélanges d'enzyme et d'ovoinhibiteur, selon la méthode spectrophotométrique 

de RHODES, HILL et FEEJTEY (403). 

Les substrats synthétiques employés ont été 
iC3t a 

le TAi.E Y pour la kypsinea(3.4.4.4.) et llATEE pour la chymotrypsine (3.4.4.5.) 

et la subtilisine: i subtilopeptidase A 3.4.4.. 1 6) extraite de Bacillus ..................................... subtilis. .......,..... ................... 

L ' examen des courbes de la figure 23 (p. 87) montre que 1' inhibition 
totale nt est pas obtenue qu' il s 'agisse de la trypsine, de la chymotrypsine 

ou de la subtilisine. 

Les courbes d'inhibition dévient de la lin6arit6 pour un rapport 

pondéral ovoinhibiteur / e n m e  légèrement inférieur à 0,5 pour la try-ps=~e 

et la subtilisine et sensiblement égal à 0,85 pour la chymotrypsine. A ce 

moment, la trypsine et la subtilisine sont encore actives à 45 p.100 et 30 

p.100 respectivement tandis que l'activité résiduelle de la chymotrypsine 

est tombée à moins de 20 p.100. Selon LASI<ûkJX!!CI et WIIOWKI (404) une plus 

grande ddviation de la linéarité de la courbe d1 inhibition aux forts rapports 

inhibiteur / enzyme est la ljreuve d'une moindre affinité de l'inhibiteur pour 
1 l enzyme. 

Des trois enzymes estérasiques que nous avons étudiés, c1est donc 

pour la chymotrypsine que 1'ovoirS~bitcur montre lcs plus granàes dfinités. 

La quanti-té potentielle d'ovoinhibiteur qui irhibe totalement 

1' enzyme a été déterminée en extrapolant jusqut à une activité nulle la partie 

linéaire de la courbe ct par lo calcul à partir des points de cette meme 

portion de la courbe correspondant à 70 9.100 et 50 p.100 d'activité rési- 

duelle de la trypsine et 5 70 p. 100, 50 p. 100 et 30 p. 100 d'activitt 

résiduelle de la, chymotry~sine et de la subtilisine. L1inhibition totale de 

20 Qg de trypsine, 30 @g de chymotrypsine ct 30 pg dc subtilisine serait 
ainsi obtenue avec 17,75 g, 30 g et 16,3 dlovoinhibiteur, respectivement, (U (U P 
soit pour des rapports pondéraux inhibiteur / enzyme égaux à 0,W ; 1 et O,%. 

Les masses moléculaires de la try-psine et de la chymotry-psine sont égales à 

23 800 ( D U X T T a  ' (405) ) et à 25 1 00 ('PRIVWI ct SBIEi (405) ) . 

* W4E : Tosyl arginine méthyl ester 

"* AATEE o Acétyl tyrosine éthyl ester 
a - Fournisseur : irmT REEZARCH LhBORATORB g kypsinc : TRL, 2 X 
cry-stallised, salt frcc, lyophiïisod - 5300-897 ; chymotrypsinc : CD1 
(bovine pancrocls) 3 X crystalliscd, salt frcc, 500-4767 ; subtilisiim, 
cry~tctllinc, 53 00-4487. 
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Figure 23 

ktivitd esteraaique de 20 )rg de m a i n e ,  30 1;ia de chymotrgprsine et 30 )~g 

de subtiiisine en présence de quantites croissantes dtovoinhibitgia;lr. 

Substrats synthdtiquea utilises : T A M E pour la trypsine 

A T E E pour la chymotrypsine et la eubtilisine. 



Ces données associées à la connaissance du poids moléculaire de ltovoinhibi- 

t w  et aux rapports pondéraux ovoinhibiteur / enzyme, donnent des rapports 
molaires enzyme / ovoinhibiteur de 2,30 et 1 ,94 respectivement ou en extra- 

polant au nombre entier le plus proche un rapport molaire de combinaAson 1 ;2 

pour les deux enzymes. En se fondant sur les conclusions de GREEN (407), de 

LBSKOIdSKI et LASKOFTSKI (408) et de LEBOWITZ et LgSICOkiSKI (4.09)~ selon 

lesquelles l'inhibiteur try-psique du soja ne se combine qu'à la fraction 

active de 1 ' enzyme, DAVIS et al. (41 0) ont admis que seules la trypsine ---- 
active et la chymotr3rpsine active s'wdssent & l'ovoinhibiteur. Ils ont 

déterminé pax titration des sites actifs que leurs préparations enzymatiques 

ne contenaient que 71 p. 100 de trypsine active et 83 p.100 de chymotrypsine 

active. Xous avons fait k~tervenir les mêmes facteurs de correction et 

l'examen du tableau XIV (p.89) montre que dans ces conditions les résultats 

de ces auteurs et les notres sont en bonne conformité. 

Dans le cas de la subtilisine, le rapport pondéral ovolnhibiteux / 
subtilisine est faible. Ce résultat est corforme à celui de TOllT!/IllTSü et al. ---- 
(voir page 85). Si l'on aàmet pour la subtilisine la masse inol6culaire de 

30 370 proposée par JOWJSEN et OTTEUSEN (41 1 ) , le rapport molaire enzyme / 
ovoinhibiteur est égal à 3. Toutefois, ces derniers auteurs ont observé da i s  

leur préparation la présence de produits d autolyse. Si 1 ' on considère quo 
les préparations contiennent 35 p.100 dtimpuretés inactives comme le suggèrent 

TOIJIIMATSU et al. et si l'on admet que seule la fraction active se combine à --- 
l'ovoinhibiteur, le rapport pondéral passe à O,@ et le rapport molaire de 

combinaison subtilisine : ovoinhibiteur h 1,91. 

L1ovoinhibiteur inhibe los activités est6rasiques de la trypsine, 

de la chymotrypsine e t  de la subtilisine. Dans le cas de la trypsine et de 

la chymotrypsine le rapport molaire de combinaison ovoinhibiteur : enzyme 

peut être fixé à 1 : 2. Ces résultats confiment ceux obtenus pas TOMIMATSU 

et mu--- al. (41 2) et par DAVIS et al, (41 3). Au contraire lc rapport nolaire ---- 
subtilisine / ovcinhibiteur demeure incertain. En eff at selon que l'on admet 
ou pas la présence d'impuretés inactives dans les préparations enzymatiques 

ce rapport passe de 2 à 3 .  Nous tenterons de préciser ce dernier point au 

cours de llexposé des résuitats de notre étude électrophorétique (voir page 

96)- 



Tableau XIV 

Rapports moiaires correspondant à 1 ' inhibition totale de 1 'activité 

estérasique de la trypsine, de la chymotrypsine et de la subtilisine, par 

1 ' ovoinhibiteur . 

--. A-.----.------ ------------.... ------------- 
ûvoinhibiteur Ovoinhibiteur ûvoirhibiteur 

Résultats personnels 

Fraction A 

Fraction D 

* En tenant compte de la quantité d1 enzyme actif dans les préparations 
employées 9 71 p. 100 de trypsine active, 89 p. 100 de chymotrypsine 

active, 65 p.100 de subtilisine active. 



II - INIiLBITIOFJ DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQCT DE LA, ---- 
TRYPSINE ---_-_- O DE LA CmlOTRYPSII\TE ET DE LA SJBTILISINE. - . .-----A--- -- 

J,'activit& protéolytique de la trypsine, de la chpotrcvpsiiie et dc 

la subtilisine a été dtxdiée en mesura~it l'inhibition de la digsstion de la 

caséine ''HBT/3MARXTEI\TV en présence de quantités croissantes dfovoinhibiteur 

selon le procédé général de KüNITZ (41 5). 

Les courbes représentées à la figure 24 (p.91) illustrent les 

résultats que nous avons obtenus. De l'examen des courbes a et c, naus 

pouvons déduire que 23 et 13,75 d' ovoinhibiteur sont nécessaires pour 

inhiber totalement l'activité prot6olfiique de la trypsine et de la subtili- 

sine ce qui correspond à des rapports ovoinhibiteur / enzyme en poids de 

0,92 et 0,55 et des rapports molaires enzyme / ovoinhibiteur de 2,22 et 2,91 
respectivement . 

Ces résultats confirment ceux que nous avons obtenus précédemmerk 

avec les substrats synthétiques, 

La courbe b représente l'inhibition de l'activité de la chymotryp- 

sine. On voit que pour 25 g dtovoinhibitcur, quantité pour laquelle l'acti- Y 
vit6 de la trypsine est rxinimale, la chpotrypsine possède encore une activité 

de 75 p.100. Pour obtenir m e  courbe représentative noua avons dom utilisé 

des concentrations en ovoinhibiteur 1 0 fois >lus élevées. L ' exploitation de 
la portion droite de la courbe permet de montrer que l'activité protéolytiqcc 

de 25 p de chpotrypsine est ann~lEc lorsque 100 g d' ovoinhibiteur sont (u 
introduits dans le nélange réactionnel soit pour un rapport poiid6ral chyme- 

trypsine / ovoinhibiteur de 0,25, quatre fois plus faible que celui que nous 
avons obteiiu en mesurant 1 ' inhibition de 1 'activité esthsique avec un 
substrat synthétique. 
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Figure 24 

Activitd protdolytiqus de 25 de trypsine, de chymotrypsine et de subt i l i s ine  

en présence de qunntitds croisspntes d'ovoinhibitair. Substrat util iad r Casdinq 

n ~ s t e n w .  



L'étude de l'inhibition de l'activité protéolytique de la. trypsine 

et de la subtilisine confime les rdsuïtats obtenus précédemment. L'inhibition 

de la clqmotrypsine conduit au contraire à des résultats très différents. 

Quatre fois plus d'ovoinhibiteur sont en effet nécessaires pour inhiber la 

chymotryssine quand la casQine est employée comie substrat. Des résultats 

semblables ont été obtenus par NODES, BElVNETT et FI3- (416) avec ltovoinhi- 

biteur de l'oeuf de Poule, 1-'ovomucolde de 1 ' oeuf de Pintade qui possèd- L une 

activité anti-chpnotrypsique et dans "certaines conditions exp6rimentales1', 

avec llovomucoTde do l'oeuf de Cane. 

Ces résultats 11' ont fait jusqu' à présent, 1 ' objet d'aucune recherche 
systématique et restent inexpliqués. 

III - EWDE E~CTROPHO~TIQUE DES TJmUCTIONS EITTfZ3 LES 
l---l-_-_------ ---- --_.----_ 

Fous avons étudié 1-e comportegent électrophorét ique des conplexes 

fomés par la combinaison de l'ovoinhibiteur avec la tryysine, la ch;ymotry-p- 

sine ct la subtilisine en adaptaint à l'électrophorèse sur acétate de cellulose, 

les procédés sur gels d'amidon et de polyacrylamide décrits par OSUGA et 

FEETEY (41'7). . 

La fi,.ure 25 (p.93) moritre quo dans les conditions expérimentales 

utilisées, 1 ' ovoinhibiteur aigre vers l'anode, ju-ste au dessus du dépat, 
tandis que les trois emynes étudiË-s possèdent un comportenent cathodique. 

Les con2lexes formés par la combinaison des enzymes avec l'ovoinhibiteur ont 

un comportement intermédiaire et peiivent être ainsi facilement distingués. 

La figure 2killustre les résultats obtenus avec la trypsine. 



Figure 25 

Electrophorèse sur acétate de cellulose de ltovoinhibiteur (ovoin), 

de La trypsine (T), de la chymotrypsine (c), de la subtilisine (s) et de 
rn6langes en proportions variables de 1' ovoinhibiteur WC La trypsine ( ~ i g .  a), 

la chymotrypsine (Fig. b) et la subtilisine ( ~ i g .  c) . 
Les chiffres 1 , 2, 3,  4, 5, 6, 7 et 8 désignent les rapports pondé- 

raux ovoinhibiteur / enzyme (voir le texte p. 94 et 95). 



Mous avons étudié des solutions contenant llovoinhibiteur et 

1 ! e-e dans les rapports pondéraux 0,25 cil 1 9 0,50 en 2 g O,?? en 3 g 

1 en 4 ; 1,25 en 5 ; 1 ,50 en 6 et 2 en 7. On remulrque qut en 1 on ne d8cèle 
pas de baiide au niveau dc lfovoinhibiteur, mais par contre une baside -or- 

tante correspond à l'enzyme. En outre une tache de conportement intermédiaire 

est appaue o il s'agit d'un complexe enzyme-inhibiteur. Enfin, la tache de 

conportement anodique qui n'existe pas sur les diagrmes de l'ovoinhibiteur 

et de la tyypsine, correspond probablement à lfovoiri~itew non combiné et 

partieïlencnt hydrolys6. 

En 2, la quantit6 d'inhibiteur a été doublée dans le mélange cn 

réaction ce qui se traduit par une intensification du conplexe, une atténua.- 

tion consid6rable de la tache aiodique clont la vitesse a eri outre fortement 

d-iLYnué. "Eutefois une bande d'ovoiaibitevr libre est apparue. 

Dans les deux cas que nous venons dc décrire, la bande qui migre 

au niveau de l'enzyme est, contre toute attente, plus intense que dam le 

ténoin. On peut interpréter cette anomlic corne la conséquence d'une occupa- 

tion très partielle des sites de l'enzyme par l'inhibiteur. 

Sur les diagr'mes suivants, los quizntités d ' ovoixhibiteur libre 
augmentent progressivement, Corrélativement les quantités dl enqme libre 

diminuent, m i s  avec une amplitude moindre et sans jamais starmuler. Quant 

au complexe empe-inhibiteur, il se distingue nettement de celui des deux 

premiers diagrmes par sa vitesse cathodique plus lente, mis reste appa-- 

reanent identique à lui-aêrrie lorsque le rapport inhibiteur / enqyne varie 
de 0,75 à 2. 

2 O  - COCPLEXE : OVOITJHIBITFSm-CI-NMOTRYPSINE . ------.- =>---------...----. . > -- .~"~--.* -*- 

Les diapmcs tlectrophorétiques de la figure 2% (p. 93) résment 

notre étude dc: 1 ' interaction rjntre 1 ' ovoinhiblteur et la chynotrypsine. 
Con ~;lc précédeslr lent nous avons somlis 'u I analvse électrophorétique 

des solutio~s renfermt l'ovoinhibiteur et la cliyrîotrypsine dans les rapports 

pondéraux suivats : O,25 (1) g 0,5 (2) ; 0,75 (3) ; 1 (4) ; 1,25 (5) ; 

1,50 (6) y 2 (7). On voit que lc conplexe for& lorsque des poids égaux 

d'cizyme ct dtinkibiteur sont en prés~nce (4), dome mie seule bande élec- 

trophorétique caract6ristique do~t le comportement est intermédiaire entrc 

celui de 1'ovoirSiibiteur et celui de la chy~otqpsinc. La totalité des dem 

réactants a donc participé à la fomtion du coaplexc. En 1 et en 2 1 enzpe 

est en excès pzr rapport à lli&ibiteur, ce qui se traduit par la présence 

d'une bande au niveau de la chynotrypsine, fi 'une trainCe en direction de 



ltmode et de deux conplexes. Lfm plus important en 2 qu'en 1, correspond à 

celui qui apparaît quand le rapport pondéral est égd à 0,75 et qui persiste 

ensuite. L'autre donne une tache très intense et possède une vitesse catho- 

dique plus grande. Enfin en 5 g 6 et 7, on distingue d e ~  bandes a et P 
correspondant respectivenent au complexe et B ltovoiintlibitem er, excès. 

Aucune bande ne peut être décelée au niveau de la cliyaotrypsine qui a donc 

été entièrement saturée par l'irfibiteur. 

L'analyse des couplcxes forids par la subtilisine et llovoinhibi- 

teur est illustree par h f i ~ w e  ~ ~ c ( p . 9 3 ) .  

Les diagrm~i~cs 1 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, et 8 correspondent aux d6p6ts 

de aélalrees d'ovoinlubitcur et dfenzyne respectivement dans des rapports 

pondéraux égaux 2. 9,25 5 0,35 y 0,50 ; 0,55 ; 0,8 ; 1 ; 1,25 9 et 1,50. 

Corne dans les deux cas precédents, il se forne successive~nt deux conplexes 

différents lorsque le rapport ovoirLhibiteur / subtilisine augmente. Sur les 
diagraunes 1 et 2, on voit qu'me partie de l'emyne est restée libre, tandis 

que la totalité de l'ovoinhibiteur s'est combinée à la subtilisilie pour for- 

ner uzn premier conplexe (bande cc ). Sur les diagrnos 3 et 4 qui correspon- 
dent à des nélangea dlovou?hibitew et d1enr;yr;ie dans les rappcrts 0,50 et 

0,55 on ne décèle plus 6' enqme libre, la i->ande a: s'affaiblit et paralléle- 

ment un deuxiène complexe se fome (bmde (3). Lorsque le rapport ovoinhibi- 

teur / enzyme est égal à 0,OO (diagrme no 5) seul le deuxième complexe se 

f orne et persiste ensuit e invariablenent lorsque la quantité d ' ovoinhibi'ceur 
dans le mélange augente et devient excédentaire par rapport à la qm~tité 

d ' e n m e  ( d i a g r m u s  6, 7 et 8) , 
Il f~ut remzcqurr, en outre, que le dia.pafilrie 4 a ét6 obtenu avec 

un nélange dlenzpe et d'ovoirhibitcur équivalent h celui qui correspond, 

d'après la courbe dlinhibitiori de la figure 23 c (p.87) à l'inactivation 

totale de la subtilisine. 

Ltovo~ibiteur forne avec la trypsine, la clipotrypsine et la 

subtilisine des complexes dont les vitesses de ~igration électrophorétique 

sont i~temédiaires entre celle de 1 ! ovoinhibiteur et celles des onzjmes . 



Lorsque les rapports pondéraux ovoinhibiteur / trypsine et ovo- 
inhibiteur / chynotrypsine sont égclux ou inférieurs à 0,50 et les rapports 

ovoinhibiteur / subtilisine égaux ou inférieurs à 0,35, il se fome un 

premier complexe auquel se substitue un second complexe d-e vitesse cathodi- 

que plus faible dès que le rappoit pondéral est égal à 0,75 ou 0,80. On peut 

donc adnettre que ces deux conplexes qyi apparaissent successivenent corres- 

pondent à deux degrés diffhnts de saturation des sites actifs de lfempe 

LpL présence de trypsLre et d'ovoinhibite~lr libres sur les électro- 

phorégranues confl;nnc que la trypsine utilisée contenait des inpuretés 

inactives, incapables de se conbiner à ltovoinhibiteur, ct dont il faut tenir 

coqte pour établir les rapports molaires de conbinaison. Le conplexe obtenu 

avec des mélanges en proportions égales de chyrxotrypsine et d'ovoinhibiteur 

wontrc en électrophorèse une seule bande sans qu'il soit possible de déceler 

de lrenzyne ou dc l'ovoinhibiteur libre. Ce rGsatat associé & ceux dc la 

nesure de L ' activité résiduelle suggère que la préparation enzymatique que 
nous avons eaployée était très pure et que l c  rapport solaire de corabinaison 

peut %tre déduit, sans correction, de la courbe d'inhibitioa. 

L'analyse électrophor6tique du &lange d'ovoinhibiteur et de 

silbtilisine dans les proportions qui correspondent h l'inhibition totale de 

la subtilisine (poids df ovoinhibiteur / poids ci1enqyae = 0,55 ; voir p.86) 

ne nontre ni ovoinhibiteur, ni subtilisine libre, Nous powons donc conclure 

que la préparation dc subtilisine est totaleaent inhibée pour un rapport 

r'iolaire ovoinhibiteur : cnzyrie de 1 : 3. Des rapports molairesde coî ibinaison 

inhibiteur-enzyne supérieurs à 1 : 2 ont égzlenent été lzrouvés avec ltiriiii- 

biteur chynotry-psiquc de la pome de terre qui se conbine à 4 aolécules de 
l'enzyne3 Cette conclusion est en désaccord nvec cdle de TOfi'IDWTSU et al. -- --- 
et il nous faut bien adnettre soit que la préparation de subtilisine que nous 

avons utilisée était tres pure, soit que llovoinhibiteur se combine à la. 

totalité de la pr6parntio1-1 enzym~tiquc aussi bien avec 13 fraction active 

qu'avec la fraction inactive. Cette dernière hypothèse sfc'loigne de l'opinion 

généraleaeat adnise que les idlibiteurs ne peuvent se conbincr qu'avec la 

fraction active des enzyues ; elle deilande à être vérifiée pax une dlde de 

1 ' interaction entre 1 ' ovoinhibiteur et uiz e n m c  catalytiquenent inactif. 

Une troisièiilc hypothèse enfin ne peut pas être exclue a priori g il est --- .L -----".A 

possible en effet que la valeur de 30 370 proposée p~ar JOHAiïSE2J et OTTElJSE?T, 

cornle msse ~oibculairc de la subtilisine soit incx~cte. Une msse noléculaire 

voisine de 45 003 conduirait alors à un rapport nolaire de cor'ibimison de 

1 : 2. 



I V  - COI'TCLUSIONS G E P U S  COTJCERTJANT L ' D I H I B I T I O N  DES 

E r J Z D E S  PAR L ' 0 V O I N H I - a I . m .  ---- ----- - 

Le:; conclusions générales que nous pouvons t i r e r  dc notre étude 

sur l t ~ ~ i t i o n  do l a  trypsine, de la chywiotrypsine e t  de l a  subtil isine 

par l'ovoinhibiteur sont les  suivantes : 

A - La d8teririimtion des courbes d7activit8 estérasiq~ie e t  protée- --------.--.------------- 
lytique r6siduelle des t ro is  emyaes en fonction de quantités croissantes 

d 'ovornblbitw comfime l e s  résultats obtenus par TOPKNATSU e t  a l .  e t  par ..--....*- 
DAVIS e t  al . .  ----- 

B - L'analyse électrophorétique de l ' interaction entre l'ovoinhi- 

biteur e t  les  t rois  enzymes, que les  auteurs précédents n'ont pas eWectuée, 

nous a conduit à des résultats originaux qui nous ont permis de préciser 

deux points. 

I o  - L'ovoinhlbiteur se combine à l a  trypsine, à l a  ch;ymotry-psirie e t  

à l a  subtil isine en formant successivement deux complexes qui se distinguent 

par l e ~ w  coqortement électrophorétique e t  leurs proportions relatives, 

quand l e  rapport pondéral ovoilrhibiteur / enzyme croi t  de 0,25 à 1 .  Xous 

pouvons interpréter cette hétérogénéité comme l e  résultat d'une sntwation 

croissmte de l'ovoiniubiteuil pzr l'enzyme, 

2 O  - Les pr6parctions de trypsine contia~nent une fraction 

inpartante, tandis que l e s  pr6paratioiis de chymotry-psine npparaisvent t rès  

-pures. Dans l e  cas de l a  subtilisine, l e s  résultats soiit plus difficilement 

interprétables, En effet ,  l e  rapport pour lequel l'enzyme es t  totalement 

inhibé es t  bien inférieur à celui pour lequel il se forme avec l1ovoinhibi- 

teur une conhimison Le rapport mo1c;ire de combinaison avec 

l twoinhibiteur seable toutefois pouvoir ê t re  fixé à 3, alors q u ' i l  est 

épJ à 2 pom l a  trypsine e t  l a  cliymotrypsine. 



5 - COl~CLUSIO~~S - GEitWEX COITCETüUlJT L'ETUDE DE - - - - -- --- -- - - - - - --- -- - - - -- - -- -- - - - - ." ........ -.... ............... " ................. ,.,.- ". ........... -" " .............. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ........ ....... 

1, 'application du proc6d.6 de TOP.II1III1TSU9 CLARY et BARTULOVlCE de 

préparation ...--- ...-A --. de I.'ovoinhibiteur ne fournit pas une préparation honogène 
.....m.. .--- .............. 

en Inuiuno-électrophorèse. La chromtographie sur DUE-cellulose puis sur 

CM-cellulose, nous a perriis d'obtenir des préparations pures d'ovoinhibiteur 

dont nais avons caractérisé la ligne de précipitation en irniluno-Qlectrophorèse. 

Nos reclicrches sur les proprié tés physiques de 1 ' ovoinhibiteur 
conf'imcnt erî &n&ral les rosultats obtenus par DAVIS, ZAHlTLEX et DONOVAN. 

Nous avons toutefois obtcnu. I.cs résultats originaux suivants i 

- Constante dc diffusion : D ; ~  = 6,5%. 

- Point iso4lectriqi~e dc 3 fractions caractérisées par 

électrofocalisation o 5,9 ; 6,2 et 6,45. 
200 - ~ouvoir rotatoire spocifiquc : nri = - 97O5 

Nous avons, pour ln preuière fois, identifid les glucides consti- -------- 
tuants los fractions glycanniques de l'ovoinhibiteur. Il s'agit du gLdactose, 

du namiose, de la N--ac6tylglucosûr;ine et de l'acide N-acdtylneuranriniquc. 

Lcs résultats que nous avons obtenus, concerimt la coqosition en oses 

"neutres" en particulier, ne sont pas en accord avec ceux de DAVIS et al.. ----- 
Cette discordance peut s'expliquer pûr le fait que les auteurs précédents 

ont utilisg des solutions de g.lactose corme référence alors que le mxmose 

dont ltoxtin&hr.iolaire est différci-ttc, représente l'hexose pr6dorîimnt 

puisque le rapport mnnose / galactose est <gai à 11. 

La détcri-iination de la coqosition Gn acides anin& nous a pemis -------------- 
de confimer les résultats de DAVIS et al.. Les ligères différences de teneur ----- 
qui subsistent ne devraient pas résister à des amlyses statistiques. D'autre 

part, iious avons établi, et ces résultats so~t originaux, que les grouperîents 

N- et C- ter~iixiux de l'ovoinhibi-teur sont respectixmcnt la valinc et la ---. ...........-............ 

Nous avolis repris le problène dc l'inhibition des enzyries par l'ovo- 
W.------.- 

inhibiteur. Deux nolécules de -sine ou de chynotry-psine ou trois noléculos 

de subtilisinc se conbinent à l'ovoinhibiteur, L'étude électrophorétique des 

corriplexes for1~6s révèle leur h6térogCii6iti: qui est fonction du rapport 

pondéral ilq~biteur / enzpe , 



Eous avons vu W le chapitre consacré aux généralités (p. I l  ) 
que K E ~ ~  amit isolé du blanc d ' oeuf de Poule un glycoprot éide : 
1 ' ovogly~opro~éiirie~ par chromtographie sur gel d apatite de 1 l ovonucof de 
------------*--------- 

préparé selon le procédé de FO3SYTIZE: et FUSTER (41 8). Nous avons appliqué 

Le node opératoire d6crit par llauteur pour toater d'isoler cette glyco- 

pratéine de nanière à 6tudier son conportenent électrophorétique et &muno- 

-électrophorétique et à préciser ses propriétds physico-chiniquesa Nous 

avons, en outre, essayé dt rtnéliorer ce procédé de pr6paration. 

Nous décrirons donc successivement : 

1 - Le procéd6 de XEYBBER 

2 - Les nodifications de la nethode de KETTERER 
3 - Un procédé personnel. 

1 - APPLICATION DU PREE3E ORIGIXAL DE KETT'ERER -------- ------------- -- 

1 O - P ~ P A R A T I O I T  DE L'OVOP'IIJCO~E SELON LA FIETHODE DE FORSYTHE ET FOXE%? (41 9). 
--r...-. -----_ -.- .- -."-I.--l.-.-.--l.-L^IPI---I- -.-. -- ----.----- ---- ---. -.- ---.-- ---.ll-llli--- 

B 3 1 0 0  IJ1 de blanc d'oeuf horiogénéisé, on ajoute du chlorure de 

sodiwr (solution finale 0 , 1 5  M en T W ~ ) .  Ita solution de protéides, refroidie 

à O°C, est sounlse à wi fractionnenent par un g-radient de concentration en 

tithanol associé à un gradient de pH, suivant le sch6na de la f igui-e 26 (p. 1 00) . 
L1womco!ïde précipite à pH 4,6 lorsque ln concentration en alcool atteint 

70 p.100. 

Le fractionnenent fournit 16 à 1 8  g d'ovonucofide de FOP3YTHF: et 

FOSrn. 

20 - WTIO~JE~~ENT C - H I I O I U T O G ~ H T Q . ~  DE L ~ o v o ~ ~ ~ c ~ E D E  DE FORXYTHE ET POSTER 
..-m..- .--- -.-.--.--.--- -.1-- 1 .L-~~I...l-.--.l---~l--- --...- ..._ ~-I------**-.~-..------ --.- --a 

SELON LE PROCEDE DE KE'TPm. (420) 
h---rii--i-"--s----"-------rrmrrr- 



31 00 rfi de blanc d' oeuf (1 00 oeufs) . 
Hoclogénéiser 1 a u t e  au &er 
Ajouter ClNa pour obtenir une solution 0,15 >T. 
Ajuster à pH 6,2 avec de l'acide acétique concentré. 
hener à 00 C. Ajouter de l'éthanol à -20° C jusqutà 
une concentration de 20 p. 100 (v:v) . 
Ceiitrifuger à -50 C , 1 heure à 2200 tours/m. 

l 
r -.-- ........................... ......................................... " ,...,, .,....,....,......,,,...,,.,,.,.,,,,,..,,........ ' 

i . . i 
L!,, 

Surnageant SI ~rkcibité P., 

Ajuster à pH 4,6. Ajouter de 
l'éthanol à -20°C jusqulà une 
concentration de 30 p.100 (v:v). 
Centrifuger à -5O C : 1 heure 

à 2200 tours / m. 

Ajouter de iféthanol 2i -200C jusqu'à ( éliniilé) 
une concentration do 70 p. 100 (v:v) . 
Centrifuger à - 5 O  C : 1 lleure 

à 2200 tours / m. 

L.. *----- 
! 

sumû,g!eant s3 Précipité P3 

(éliminé) Dissoudre dam 800 ni, 
d ' eau distillée . Dialyser 
3 jours contre eau distil- 
lée. Lyophiliser. 

Rendenent : 16 à 18 g. 

Figure 26 

Schéma de préparation de l'ovorrucolide selon le procédé de FOFtWIBE et FOSTER 

(421 ) . 

Nota : La totalité du fractionnement se déroule à - S0 C. -- 



16 g dtovomcoPde de FORSYTHE e t  FOSTER sont dissous dans 400 ni. 

d'une solution de phosphate de sodim 0,001 M tmponnée à pH 5,5. La solu- 

t ion obtenuc es t  additionnée, sous agi ta t ion constante, dc gel d'hydroxyl- 

apat i te  (a), ajout6 par  fractions de 100 Lil environ toutes l e s  10 ninutes 

jusqulà ce  que l~ovoglycoprotéine s o i t  totjlenent absorbée. Cette opdration 

es t  suivie par électrophorèse sur papier (électrophorèse en t o i t  ; 2 h à 

10 V / CD) effectuée après chaque oddition sur 30 pl de l a  solution surna- 

goante, daw l e  tûupon phospliate de LAUREL (422) ( p ~ , ~ 7  ; pH 8,6). On 

considère que 1 ' adsorptioi., de 1 ' ovoglycoprotéinc es t  terninée lorsque la. 

réaction dllXKLICH (b) (rose violacé sans fluorescence en U.V. avec l'ovo- 

glycoprotéine ; jaune avec fluorescence en U.V. avec 1 ' ovoriuco!ïde) e s t  

ii6gative. Le gel e s t  a lors  s6pûsé du surnageant par centrifugation e t  

1'ovo~ucoPde adsorbé e s t  désorbé par agitat ion pen6an-t 20 mn avec une solu- 

t ion de phosphate de sodiun O, 001 M de pH 5,5, L1ovoglycoprotéine es t  ensuite 

éluée avec une solution de phosphate 0,2 Pi de pH 6,ô. On obtient de ce t te  

iJanière une prenière fraction IC, qui, souaise à un nouveau vcyclett chrom- 

topaphique, conduit à secoade f ract ion K2 plus pure. 

>Tous 3von.s suivi, par électrophorèse sur acétrzte de cellulose, l e s  

iuodifications de conposition de llovoriucoTde do PORSYTWE e t  FOSTER. Nous 

avons, en outre détzrniné l a  conposition centésimle en glucides des deux 

fractions d'ovoglycoprotéine e t  nous avons effectué lliruJuno-électrophorèse 

de l a  dernière fraction. 

Lt applictltion du procéd6 orig5nal de liET'IEXiI8 iious a fourni 3,260 

g de l a  fraction ZC, e t  1,270 g dc la  fraction Q. Toutes deux sont encore 

t r è s  h6tbrogènes. $35 amlyses électrophorétiqucs sur acétate de cellulose 

(Pig. 27 ; p. 102) révèlelit mi ef fe t ,  la préseilce du l y sozpe  (bande l ) ,  de 

1' ovoin??biteur (bande 2), de 1' ovoriucoïde (bandes 3act3b) e t  d'un conposant 

de vitesse d-e r a i ~ ~ a t i o n  anodique plus 6levée (baide 4) 

(a)- Le gel  dlhyitrolrylapatite a é t é  réparé selon l e  node onQratoire decri t  
par TISELIüS, IUZRTEB e t  LEVIN (423 7 . Il e s t  comzrv6 à 2OC dans une solu- 
t ion de phosphate de sodiun 0,001 B de pH 6,ô. 

(b) - Un volune d ' une solution à 1 0 p. 1 00 (p : V) de p -ciin6tkiylauinobenzald6hyde 
dans 1 'acide chlorhyckique concentré + 4 volmes cl ' acétone, Les électropho- 
rèses, f ixées à 100° C pendant 30 m sont hbibées  du r éac t i Î  pr trenpage 
e t  mintenues à 100° C pendant 30 m. 



Figure 27 

Electrophorèse sur acétate de cellulose du blanc d'oeuf (BO), de 

1' ovomucoTde selon FORSYTHE et FOSTER (ovo FF) et des fractions chromatogra- 

phiques KI et K2 obtenues par le procédé de KETTERER. Imrmino-électrophorèse 

du blanc d'oeuf et de la fraction K2. Les électrophorégrammes ont été révélés 

par une double coloration à llAmidoschware et à la nigrosine. oval : ovalbumine ; 

ovo : ovomucoide ; pa : préalbumine ; a l  : globuiine oc, ; AB0 : sérum anti- 

-protéides du blanc d'oeuf. 

Pour la signification des chiffres 1 , 2, 3a, 3b et 4 voir le texte 

(p.lot 



L ' intégration des courbes d ' enregistrenent des électrophorèses 
sur acbtate de c~llulose'(~i~. 28 ; p.104) indique que ce dernier représente 

15 p.100 des protéides totaux de l'ovomcoiido de PORSY'EB ct FOSTER, 20 p. 100 

des protéides de la fraction KI et 32 p.100 de la fraction la plus pure K2. 

On parvient donc PLV le procédé de KETTERER à obtenir une fraction onrichie 

en acide sislique  a able au XV ; p.105) et en un conposant de caractère 

mionique qui correspond à la bande QlectrophorCtique 5 de l'ovor;iuco!ïde de 

FORSYTHE et FOSTER. 

Les ~ l y s c s  irJr~uno--élcctrophOTétiques ont dté réalis&em L1 avec un 

inrn; insé~~:~ mti-protéides du blanc d'oeuf, qui avait été conservé pendant 

plus &'un an à -20° C . Ga voit sur 1s figae 2;' (p. 1 02) que ltasc do conpor- . 

tenent ac 1 est particulièrenent net sur le diagrame obtenu avec le blanc 

d'oeuf lyophiiisb et reconstitué en solution à 5 p.100. Au contraire ilasc 

du lysozpe est très faible et très court. C'est un  tel ûrc que KAMINSKI 

et DUR= (424) ont identifié à. 1 ' arc du lysozyi~e. Dam ces conditions, la 
fraction K2 placée dans le trou inférieur montre la ligne dc 1 ' ovomcoïde 
(ligne no 3), une ligne dc coqortenent cc1 (ligne no 4) et la ligne du 
lysozyrie (ligne il0 1 ) . La ligne de 1' ovoinhibiteur n1 est pas visible. 

C - CONCLUSIONS. ----------- 

Le proc6d6 de fractionneucnt sur hydroyylapatite conduit à des 

préparations enrichies en ovoglycoprotéine de l G T T m ,  et souillées de 24 

p.100 de lysozyne, de 7 p.100 dlovoinhibiteur et 36 p.100 d"sovoriucoïde". 
Pour tenter d'isolcr l'ovoglycoprot~ine pure, à partir des prbparations ainsi 

obtenues, nous avons appliqu6 à la fraction K;! la chromtographie sur colonne 

de CPT-cellulose et de DELE-colluiose. 

A - CTBOIIITiTOGRfPHIE SUR CPTXELLULOSE . -. &,%a- . . . . 

1 O - PRIbTC IPE . ------- 
Nous avons appliqud la r.iC-thodc chromtographique sur CM-cellulose 

décrite par RHODES, LURI et PEEIEY (425) pour le fractionnement du blanc 

d'oeuf. 1' élution des protéides est obtenue avec un g~adimt discontinu de 

pH en tmpon ac6tate d'a,tmonim. 



Enregistrement en lumibre transmise des dlectm>phorèsea sur adtate 

de cellulose de 1' ovamucoXde de FORS?CTBE et MlSTER (-1 et des fraatiana 

chmmato&raphiques KI (-9-4 et g~ (-.-.-). 

Tampon dmnal. )i 0,07 PB 8,65 

E : Densite optique. 

Pour la signification des chiffres voir la figure précddente et le 

texte (page 101). 





2' - MODE OPERATOEUZ. 
--------*.m.-.* a--- 

500 rg des protéides provenant dc la fraction K2 (voir p. 101 ) sont 

dissous dcLns 5 rii de t q o n  acétate dlmoniuri 0,l M ajusté à pH 3,5 avec 

une solution concentrée dtcumoniaque et sounis à la chromtographie sur des 

colonnes (2 x 20 cr;) de CM-cellulose stabilisée avec la solution tauponnée 

procédente. Lc déplace~cnt des constituants est effectué à 1 ' aide d'un t q o n  
acétate d l m o n i w  (0,l M en acide ac6tique) à 6 pH différents (ajustenent 

avsc uilc solution concentrée dfmoniaque) : pH 3,5 - 3,7 - 3,9 - 4,l - 4,3 
4,7. Finalment un tmpon acétate dtamonim 0,l TI + HaCl 1 M pH 4,7 est 
passé sur la colonne dans le but d'éluer los protéides basiques fortenent 

fixés sur la résine. 

La figure 29 (p.l 07) illustre le résultat du fractionnenent chro- 

mtographique sur CFl-cellülose de la fraction K2. Cinq fractions ont été 

obtenues avec, d,x~.~ le cas particulier de cette expérience, les renderients 

suivants (pour 500 rig de fraction ~ 2 )  : 

PicA : 11ng 

Pic B : 92 ng 

Pic C : 147 rig 
Pic DI : 38 ng 
Pic* : 20ng 

Etant donné lc caractère doniquo très w q u é  de l'ovoglycopro- 

téine et son point isoélectrique approximtif vofsin de 3,9 (KETTERER) (428) 

il était logique de penser qu'elle ne sercit pas retenue par la cellulose 

échangeuse do cations. Or, aucun pic nf a pu être caractérisé à differentes 

valeurs de pH conprises cntrc 3,5 et 4,l Le pic A élu6 à ce dernier pH est 

hétérogène : il ne rcprQsente que 3,5 p. 100 des protéides récupdrés (a) et, 

corne Ic pic B, conticnt de 1' ovonuco5de ct un peu dmlycoprotéinc. (l"ig. 
30 r: p.l~8). 

Les pics Dl et D2 roderment les coqosants précédents et sont, 

en outre, enrichis respectiverient en ovoinhibiteur et en lysorne. 

Le pic C, pondéralenent le plus inportant (47 g1.100 des prot6ides 

r6cupérés) présente une hétdrogénéité rioindre. 11 renfeme un conposant 

mjeur dont le conportenent électrophorétique est conp,arable à celui de 

1 ' ovoglycopro téine . En imuno-électrophorèse (rig. 30 : p. 1 OB) il nontre 

une ligne correspondant à l'ovomcofide et un arc de coaportment ml. 
. *--.-.--.--. -- -. II-- ."-I-.-I-.-YL"-I--..I- -----W. -. .--.---. ..II. .-.- -.-I--.UI---̂ -"-I - 

(a) Ln fraction Q contient 32 p. 1 00 d ovoglycoprotéine . 





Elec trophorèse sur acé iü t e  de ce l lu lose  des f r ac t ions  d '  é lut ion 

correspondant au diagramne ci-iromatogrsphique de la f iogre  29 (p. 107) e t  

immuno-électrophorèses des f r ac t ions  A ,  B e t  C .  

BO : blanc d'oeuf ; ovo FF : ovomcoide de FORSYTHE e t  NSTER ; l y s  : lysozyme ; 
ova1 : ovalbumine ; ovo : ovornucoïde ; pa : préalbumine ; ml : globuline cc, ; 
AB0 : sérum anti-protéides du blanc d'oeuf. 



Sa conposition contésinale en glucides e s t  l a  suivante : 

Oses "iieutresss : 10,23 p.100 

Acide sial ique : 3,66 p.100 

Oses "neutres'l ------------ : 2,79 
Acide sial ique 

4 O  - Col!1cLuSIoI~s - 

La cl~omtographie  de la fraction 1% sur Cfi-cellulose avec un 

gradient discontinu de pH en tampon acétate dlarn;ioniuri fournit une prépara- 

t ion plus riche en acide siâl ique que l e  coqosé i so l é  par Xl3rPm, débar- 

r a s skdu  lysozpe  e t  de 1' ovoinhibiteur, mis encore h6térogène à lfirJnwo- 

-électrophorèse. 

Devant l ' insuccès de ce procédé nous nous somes tourné vers 

l'emploi de la DEAE-cellulose. 

I o  - PRINCIPE. ...------ 

Une sér ie  d 'essais  nous ont riontré que la  Dm-cellulose, s t ab i l i sée  

dans d a  tarpons de pE 6,7 e t  8, f ix*.ait Qnergiqueuent l e s  corrposmts électro- 

négatifs de la fraction K2 e t  f o u r n i s ~ a i t  ensuite des pics d'élution trSs a21 

individuiLisés, ,pr&sentmt de longues t rdnées .  Afin d'atténuer l e  caractère 

électroposit if  de la résine, nous avons employé un tmpon phosphate de pH 4,7. 

L1blution des protéides a étS réalisée avec un gradient üiscontinu de concen- 

t ra t ion  en IJaC1. 

20 - MODE OPIBATOIRE. 
*-*- - 

8,5 al d'une solution de 850 mg des protéides de l a  fraction IC.7, 

dans l e  phosphq.tc de sodiun 0,005 fil de pH 4,7 sont déposés au somet de 

colonnes (2 x 30 CD) de DU--cellulose équilibrée avec l e  taupon précédent. 

Le déplacenent des constituants e s t  effectué par l e  passage d'un tanpon 

pliosphte 0,005 Iq de pH 4,7 e t  dont l a  concentration en N a C 1  a é t é  ensuite 

portée successivcnent à 0,05 1.i - 0,l M e t  0,2 If. 



I,a chromtographie de la fraction K2 sur DW-cellulose ( ~ i g .  31 ; 

p . l l l )  fournit  4 fractions : 

Pic  A : 113ng 

Pic  B 51 ~zg 

Pic C -- 
Pic  D : 498 mg 

L ' ana3yse électrophorétique wirtre que la fraction A es t  constituée 

essentiellenent par llovoinhibiteur e t  l e  lysozyne. La fraction 3 contient 

l e s  protéides précédents, de lfovonucoTd~ e t  des conposants à caractère d o -  

nique. Enfin, l a  fraction D renfeme principaïonent 1 ' ovoglycoprotéino 

scvuillde d' ovonicoTde . 
L'inaino-électrophorèse appliquée B l a  f ract ion D confirme son 

hc?téro&néité : deux l ignes de precipitation de conportenent e t  oc 1 sont 

en e f fe t  nettenent v is ibles  ( ~ i g .  31 g p.111). X'éamoins, la fraction D es t  

homogèiie en ultracentrif'ugation (pig. 32 ; p. 1 12). 9a constante de sédinen- 

t a t ion  égale à 2,16 e s t  plus fa ible  que l a  mieur  déteminée par ICETTEREX 

( ~ 2 . ~  = 2,47 ) (429) 

Sa composition centésia.zle en glucides e s t  la suivante : 

Oses "neutres" 11,Ol p.100 

Osaraine 13,23 p.100 

Acide sialique 3,80 p.100 

Oses 
O, 83 

0s-e 

Oses 
--a-..... ""--- -L---- 2,89 
Acide sial ique 

4O - CoNcLuSIONS. -".-------. 
La chromtographie de l n  fraction K2 sur DEAE-cellulose avec un 

gradient discontinu de concentration en JTaC1 dans un tanpon phosphats 0,005M 

de pH 4,7 p m e t  dlé l in iner  l e  lysozyne e t  l 'ovoinhibiteur. La fraction D, 

éluée avec l e  taupon 0,2 N en NadCl, e s t  enrichie en acide sialique, mis 

deneme hétérogèrie en électrophorèse e t  en innuno-électrophorèse qui nontrent 

l a  présence d ' ovoglycoprotéine souil lée d1 ovonucoXde. 

La  discordance entre ce dernier résul ta t  e t  celui  de l 'u l t racegtr i -  

fugation n t  e s t  qul apparente En off e t ,  1 ovomucoTde e t  1 ' ovoglycoprotéine 

possèdent des nasses noléculaires t r è s  voisines e t  respectivment égales à 



Figure 31 

Diamamme d'élution sur DEAE-cellulose des protéides de la fraction 

5 préparée par le procédé de KETTWHL. Electrophorèse sur acétate de cellulose 

des fractions obtenues et imrmuro-électrophorèse de la fraction D. 

Pour la signification des abbréviations, voir la légende de la 

f i m e  30 (r1.108). 



Figure 32 

Diagramme d'ultracentrifugation de la fraction D du schéma de la 

figure 31 p l 1 1  Tampon phosphate + NaCl de çi 0,1 et de pH 7 ; température : 

20° C ; inclinaison de la barre 60° ; concentration 12 mg / ml ; cliché 

photographique pris après 114 mn de centrifugation. 



24 000 ( M O ~ ~ I L  e t  col l .  ) (430) e t  24 400 (KETTERER) (431 ) . L f  honogéndité 

en ultracentrif igation ne constitue donc pas un c r i t è r e  suffisant pour juger 

de l a  pureté des préparations d ' ovoglycoprotéine e t  d ' ovomcoSde . 
E d i n ,  la  f a ib l e  valeux de l a  constante de s6dimnt;ation indique 

probablenent une dénaturation par t i e l l e  de la  pr6paration. 

C - COYJCLUSIONS CONCERNANT LES MODIFICRTIOIVS DE LA -----""------- e----z-.~.--->"-.--m -. >---u-.."L~.--. .--A.,.. . <.--.--- 
TETHODE DE I(ETTERER . -.-.--."-....*>*. a-. > --L*-m-.-< - 

Lcs chromtograplfies sur CM-cellulose e t  DW-cellulose de la 

fraction K;- obtenue par chromtographie de llovomcoïde de FORSYTBE e t  

POSTER sur gel d 'apati te,  ne nous ont pas conduit à l t i solenent  d'un coqos6 

pur. El les  fournissent toutefois des préparations débaiirtss6es de lysozyae e t  

dlovoinhibiteur, enrichies en acide sial ique e t  contenant wi coriposault majeur 

dont l a  v i tesse  de nigrntion e ' l e~ t ro~horé t ique  es t  -1opluc à cel le  de l1ovo- 

glycoprotéine. Ces r é su l t a t s  associés à ceux de l 'analyse îrmuno-électropho-- 

rétique nous pernettent d t  ériettre lf hypothbsc que 1' arc  de comportement cc 

correspond à lfovoglycoprotéine. 

Dans l e  but de vér i f i e r  ce t te  hypothèse, nous avons tenté de r iet tre 

au point un procédé qui fournisse une prépwation imuno-électrophorétiquenent 

pure de ce t t e  glycoprotoine. 

A - PRINCIPE: 

L1ovoriucoïdo de FORSm-lE c t  FOSTER es t  fractionné par chromto- 

graphie sur DlVG,-cellulosc. Lf élution des protéides e s t  obtenue avec un 

gradient discontinu de concentration on liaCl dans un tmpon phosphate de 

sodim de pH 8. La f ract ion éluée par l e  tmpon de force ioniquc la plus 

élevée e s t  f'recycldei' sur  une DW-c~ l lu lo se  dans l e s  nêues conditions. 



10 - CHROUTOWHIE DE L t  OVOTIILCOÏDE DE FOBYTHE ET FOSTER SU2 DUE-CELLULOSE, 
<_II. - - ----I - L I - .  .- "- _L -1 ---- -.--II-~.-I-YIL...-I- .-. -SPI-- ^.-L---.->.-- . - . - I L  . - -V I  

3 g dlovomcofide de PORSYTIIE e t  FOSTER sont dissous dans 30 rril de 

tmpon phosphate de sodiun 0,005 TUT de pH 8. La solution e s t  sounise à l a  

chromtographie sur  des colonnes (2 x 45 cil) de DW-cellulose "équilibrQeU 

avec l e  t'mpon préccident. Le dépl~ceilent des constituants e s t  effectué pm 

l e  passage successif des taripons suivants : 

- Phosphate de sodiun 0,005 M de pH 8 

- Phosphate de sodiun 0,005 I'I + N a C l  O,O3 M de pH 8 

- Phosphate de sod iw  0,005 M + NaCl 0,l M de pH 8 

- PhospPx~'ce de sodiun 0,005 M + PTaC1 0,2 M de pH 8 

Le pic D élue' avec l e  deriller tnrapon constitue la  ''fraction 

ovoglycoprot6ine". 

20 - SOUS--FRACTIOlJIElWNT DE LA "EWLCTIOnl OVOGLYCOPROTE~". 
----.*.. __--. IIL.I-PI-L-II.------ .--- - - - - .  LI".III---..--IL-. .=-- 

1 ,400 g des  rotéi ides de l a  "fraction ovogly~oprotéine'~ correspon- 

dant au pic D de hu i t  chromto@aphies dfovomcoïde de FOX3THE e t  FOSTER, 

sont rechrormtogr~~phiés sur DW-cellulose selon l e  protocole expdrinental 

que nous avons déc r i t  ci-dessus, 

1 - CHROPNTOWJIE Di3 LI OVO~'UCOÏDE DE FOEISYTHE e t  FOSTER. StlET DUE-CELLULOSE. .>----. --~ a 1  . ---* -_ I ------. *-- .-. -a*. ..A. .__ - --.- --.- "..l.l."-"". IIL.--.i--.l.....l- .-- - -. -.--0- ..-- -T1"--Il- 

a - La figure 73 (p.l 15) i l l u s t r e  l e  résu l t a t  du frrtctionne~ent chromto- 

graphique sur DEAEkell-dose, de 1. ' ovoraucoïde de FORSYIIXE e t  FOSTEE. Nous 

avons "déc0up6~' l e  chromtograme en hui t  fract ions qui nous ont fourni  l e s  

quantités de protéides sui-u~~wts : 

Pic A : 355 ng 

Pic Si : 679 ng 

PicB2 : 258% " 

Pic BI; : 36 rg 

Pic Cl : 914 q 

Pic C2 30 W 

Pic C 3  : 70 W 

Pic D : 180 m g  

Les électrophorèses sur ac&tr?te de cellulose de ces diverses 

fract ions e t  l e s  imuno-électrophorèses effectuées sur l e s  fract ions B I ,  

Cl C2, e t  D sont i l l u s t r é e s  par l a  f igure  34 (p. 11 6) .  Ln conposition 

centésimale en gl-ucides e s t  rapportée dans l e  tableau XVI 17). 





Figure 34 
Electrophorbse sur acétate de cellUlose e t  Wo-6 lec t rophorbses  des 

fractions correspondant au chromatogramme de la figure 33 (p. 1 1 5). 

Les électrophorégrammes ont 6té révélés par une coloration double à 

ltAmidoshwarz e t  à l a  nigosine.  

BO : blanc d'oeuf ; ovo FF : ovomucofde de FORSrrmE e t  FûSTER ; 

OC 1 : globuline oc 1 ; ABû : sérum anti-protéi ~eie: du blanc d' oeuf. 



t-i 

a 



b - La fraction A est constituée exclusivenent de lysozyme. 
---------,de--- 

c - Les fractions BI, B2 et 3 renferment, outre des traces de lysozyme et -*---.--. * . ..-.-'".--a-**- 

la totalité de l'ovoinhibiteur présent dans la préparation dfovonuco!ide de 

PORSYTHE et FOSTER, m coc~osant majeur qui correspond aux bandes les moins 

anioniques de llovornicoTde. 

Leur conposition centésimle en glucides est voisine de celle des 

différentes préparations dfovomcoXde (voir tableau VI ; p. 36) et leur 
teneur en acide sialique en particulier est faible, rioins de 1 p.100. 

L1inaino-électrophorèse réalisée sur la fractior, BI montre la 

présence des lignes de précipitction du lysozyne, de llovoinhibitw et de 

lt ovonuco~de. L'arc de la globuline cc 1 présent sur le diagrme du blanc 

dloeuf et de l~ovomcoPde de FORSYTIE et FOSTE% est absent de cette fraction. 

d - Les fractions C l ,  C 2  et C_S possèdent des casactères plus anioniques que 
- , m e  .--. --....-- >-- -.---. ..*- * --*,-.--. 

les fractions précédentes. Toutefois, la fraction C i  correspond à la bande 

électrophorétiquo na jeure de 1 ' ovonucoZde de FORSrmjlF: et FOSTER, tandis que 

les fractions C 2  et C3 sensiblenent identiqxes sont plus rapides, 

L ' analyse imuno-électrophorétique et la conposition centésimale 
en glucides confirment la différence de coqorteaent électrophorétique entre 

la fraction Cl, d'une part, et les fractions C s  et C3, d'autre part, En effet, 

la fraction Cl corne le pic BI ne nontre pas l'arc de conportenent cc1 et sa 

teneur en acide sialique, quoique légèrement supérieure à celles des frac- 

tions du groupe 3, demeure coxpmab1e à celles de nonbreuses préparations 

dfovonuco!ide. Au contraire, les fractions C2 et C3 sont riches en acide 

sialique et 1 ' inr;iuno-dlectrophorèse appliquée à la fraction C 2  nontre 1û. 

présence de 1' avomcoTde et d'un conposant de conportenent a: 1 . 

e - La fraction D est constituge par un coqosant mjeur de vitesse de nigra- --...-~---...--- .*-- 
tion anodique élevée qui correspond à la bande électrophorétique d. de l1 ovo- 
nucoide de FORSrmE et FOSTER. Très riche en acide sidique cette fraction 

présente deux arcs en ~o-6lec~kophorèse : 1' arc de la globuline cc 1 

1' intérieur duquel se trouve un arc plus court; qui, par sa position, corres- 

pond à lfextr6riité de la ligne d.'ovonucoXde. 

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par la figure 

35 (p.119). 



Phosphate 0 0 0 5  M - ---------------- 2-------- 2 - - - - - - -  LL-Z ------ ------------- 
NaCl +NaCl 0, IM +I I 1 +NaCl 0,2M 

1+Oy03M f I I A A- I 

F i w e  35 

Re-chromatographie sur DW-cellulose des protéides du pic D du 

diagramme de la page 1 1  5 ; électrophorèse sur acdtate de cellulose et 

Mrnuno-électrophorése des fractions obtenues. BO : blanc d'oeuf ; ovo : 

ovomucoïde selon FORSYTRE et FOSTER ; lys : lysozyme ; oval : ovalbuniine ; 

ovo : ovomcolde ; pa : préalbumine ; cc 1 : globuline cc 1 ; C2 : voir la 

f i m e  74 ( n - l l l \ .  



Le sous-fractionnenent du pic D conduit à deux sous-fractions dl 

et d;l qui nous ont fourni respectiverient 0,440 g et 0,750 g de protéides 

pour 1 400 g de "fraction 0voe;l3rcoprotéine~~. 

Les deux fractions possèdent des vitesses de Iri~ation électro- 

phorétique anodiques ; la fraction dl toutefois donne une bande étalée et 

r~oins honogène que la fraction d2. 

L ' inrnuno-électrophorèse révèle 1 I hétérogénéité de la fraction dl . 
Sur la pïaque 1 de la figqre 35 (p.l19), on voit, en effet, l'arc de coqor- 

tenent oc 1 et un ûsc fr'agnentaire, intérieur, La plaque 2 confirne au contrai- 

re lthono&néité de la fraction d2 qui ne dome qu'une seule ligne de préci- 

pitation de conportement m l .  

Dans le but dlidectifier précisénent ces deux arcs, nous avons 

appliqué l'ixmuno-électrophorèse aux deux fractions sur des pïaques dont 

les canau contenant 1 inauisérun anti-protéides du blanc dt oeuf ont été 

raccourcis du c8té de 1 ' anode. Sur la pïaque 3 de la f igrc 35 (p. 1 1 9) le 

trou supérieur a reçu la fraction C2 du schéna, de la figure 34 (p.116) et 
le trou inférieur une préparation dlovonuco!ïde aelon FORSYTHE et FOSTER ; 

la fraction dl a été placée dans le trou central. L'arc diffus si-tué à 

l'intérieur de l'arc de conportenent oc 1 , se raccorde exwteraent à la ligne 

de 1 ' ovorilucoTde des diagrmes supérieur et Mérieur .A Sur la plaque 4, 

la fraction Q a été comparée au blanc d'oeuf total (réservoir supérieur) 

et é l1 ovomuco!ïde de FORS= et FOSTER (réservoir inférieur). L'arc de 

comportement cc 1 croise 1 'WC de 1' ovalbumine du diagrme supérieur ce qui 

est la cons6quence d'une r6action de non-identité totale entre les deux pro- 

téides, m i s  rejoint parfaitement les lignes de vitesse a1 présentes sur les 

diapanmes du blanc d'oeuf et de l~ovomuco~de de FORSYTHE et FOSTER. 

La fraction ds est honogène en ultracentrifugation ( ~ i ~ .  36 ; p. 121 ) . 
La composition centésimale en oses et en osamine ainsi que le 

rapport oses / osamine  ablenu nu XVII ; p.122) rapprochent la fraction dl de 

1 ' ovomuco~de de FORSYTHE et FOSTER mais apparente la fraction d;! aux prépa- 

ration d~ovog3ycoprot6ine de ZGXTWR. Toutefois les teneurs en acide siali- 

que sont très Qïevées g la, fraction d2 en particulier en contient deux fois 

plus que la fraction K;! obtenue par le procédé de ETTEEER. 

Le fmctionnenent chr~~togmphique de llovomucoSde sur D m -  

-celïulose en t'ampon phosphate de pE 8 et en gradient discontinu de coccen- 

tration en NaCl, nous a permis d' obtenir une entitd inmunologiquement 



Figure 36 

Dia@;ramme dtultracentrifue5ation de la fraction d2. (FU. 35 ; P. 1 19). 

Tampon phosphate de 0,1 et de pH 7 ; temp6rat& : 20° C ; inclinaison de 

la barre 60° ; concentration : 15 mg / ml ; cliché photographique pris après 
112 mn de centrifugation. 



Tableau XVII 

Composition centésimals en giucides do l~ovoglycoprot~ine de KE'M!ERER et des fraations dle t  d2 

obtenues par chromatogr8pbxi.c sur DElS3-cellulose ?u pic D de ia figWe 33 (P.I 15). 



définie et que nais avons identifiée au composant de vitesse cc 1 du blanc 

d'oeuf et de l~ovomuco!ïde de FOmmE et LWSTER. 

Le constitm.nt que nous avons isolé se distiiie de l9ovoglyco- 

protoine p m  sa teneur d m  fois plus élevée en acide sidique. Nous ne 

pouvons à cet égazd comparer nos rbsultats avec ceux de KETTFIEII, ce dernier 

n'ayant effectud aucun contrôle imunuio-électrophorétique de ses prépmations. 

Les résultats que nous obtenus montrent en outre que la 

chromatographie sur DM-cellulose avec des solutions tamponn6es à pH 8 a 

permis de rbsoudxe le problème de 1 ' isolemznt de 1 ' ovoglycoprotéine lorsque 
nous avons sou?nis au fractionncmont lf ovomucoîde dc FORTYTXE et 1-OSTER9 alors 

qu' elle a bchou6 quand nous avons appliqub le même procédé aux prép,unations 

obtenues par la m6thode dc ICETTERER, L ' ef f icacit6 du fractionnement chroma- 
tographique sur DEBE-cellulose dépend donc pour une bonne part de la conpo- 

sition en protéides des solutions étudiées. 

L 'application du proc6dé de X E T T W  ne nous a pas fourni des 

préparations pures d'ovoglycoprotéine. Toutes les tentatives de purification 

de ces dernières par chromato~aphie sur CM-ceiiüi.ose et 9EAE-cellulose ont 

échoud. Certes, les fractions que nous avons ainsi obtenues sont d6barrassées 

du lysozyme et de ltovohl?lbiteur mais aucune, soumise à l'analyse immuno- 

-6lectrophcrdtique, lie s est r6vélée exempte d ' ovomucoîde. 
Le fractionnement direct de lfwomucoIde de FORSYTHEC et FOSTZR 

sur DW-cellulose nous a coriduit à 1 ' isolanent d'un protbide puil dont le 

ligne de précipitation en irramxno-6lectrophorèse est celle de la globuline 

CC 1 observée par NOXTREüIL et coll. (473) dans les préparations dlovomucoïde. 
La discordancc entre nos résultats et ceux dc ImTTEFBR concer~nt 

en particulier ln teneur en zcide sialique, nous a incité à préciser les 

propriét6s pwsico-chimiques du constituant que nous avons isolé. 

2 - PROPRIETES PlYSIQJES.  - - - - . - - - - - -- -- - - -. . -- - - - -- . - - - - - - - -- - - . . . . . . . . . . . . . , . . . , , . . . . . . . . . 



La masse moléculaire a étd calculée sur la base des données de 

l'ultracentrifugation. Les détemtions ont &té effectuées à l'approche 

de l'équilibre de sédimentatioii et par la méthode de SVEDBERG. 

1 O - DETBUWTIOX A LIA?PROCNE DE L'EQUILIBRE DE S1*D13ENTI\~TI01TT ------.---- "- . . .--- -. ..A--- . -.--* A-.. ---. -----. - -"..- . 

La d6tcrmimtion de la msse moléculzirc de 110rc,giycoprot6ine i 

1' équilibre do s4dincntation a été effectude sur une solution à 7 mg p. ml 

de tampon phosphate 0,l M - RaC1 0,l 14 ilc pH 7 ,  à 20°C, à 13 41 0 t/m, 
21 743 t/m, 33 450 t/mn ct 47 660 t/m, 

-a- Détermination des constcmtes de s6dinentation et de diffusion 
.-.ml. ..--.I.I L . . .--*----- .IL.. -. -. ..- -. . - . 1. .." A.- . -. -L. ..----- 

libre. 

Les conata~tes de s6dimentation et de diffusion ont 6t6 d4termineas 

en extrapolant à une dilution infinie dans l'eau, la droite obtenue mec les 

valeurs dodes pzr des solutions à 5,7 , 10 et 15 mg dlovoglycoprotéine par 
ml de tampon phosphate 0,l M do TH 7. 

-b- Déternimtion du volianic spécifique partiel" . .--- .. .--.. . .... . .. . . . . . .--. - .. ... . ---.. .. . . .. . . .. . .. .-. - 
Le volume spécifiq~ze partiel n ét6 mesuré par pycnométrie, dtune 

part, et calculé d'après la composition de l'ovoglycoprotéine, d'autre part. 

Dms le deuxième cas, nous nous somes fond4 sur lcs valeurs des volumes 

spécifiques partiels des acides minés C?oAvlyl&sptlr C9BN et EDSALL (434) et 

sur celles des oses pr6cisées par SQlJïBE et coll. (435) et par BEZKOROVALNY 

et coll. (436), 

La constante de sbdimentatioi décroît quand la concentration en 

protéide augmente dc 5 à 15 p.100, n'indiquant ainsi aucun équilibre eritre 

dos phénomènes d ' association ou dc dissocia.tion. La cons tante de sédinen- 
0 O tation S2&,. est égale à 2,70 et la constante de diffusion D20w à 7951. Le 

volume sp4cifique ~3rtiel cdculd avec les donn6cs des mesures de densité 



c s t  égal à 0,676 g / ml e t  à 0,680 g / ml d'après l a  coqos i t ion  en acides 

aminés e t  en oses. 

En introduisant l a  valeur de ces divers paramètres dans l a  formule 

de SVEDBERG, nous wons calculé une masse noléculaire de 27 600 ou de 27 850 

selon que nous avons u t i l i s é  13 première ou l a  seconde vsleur pour l e  volume 

sp6cif ique par t ic l .  

Les dbterrainations à l'zpproche de l'équilibre de sédimentation 

nous ont fourni, selon l a  mâme alternative,  des villeurs de 27 370 e t  de 

27 625. 

De 1' ensemble do ces résul ta ts ,  nous pouvons conclure que lt ovo- 

glycoprotbine possède une mol6culcire moyenie de 27 600. 

Ltultracentrifugation nous a fourni des valeurs de 2,70 e t  7,Sl 

respcctivemont, p o u  l e s  constantes de sédimentation e t  de diffusion, pour 

une solution dans l ' ezu  de l 'ovo~lycoprotéine. La première de ces valeurs 

e s t  d i f f  érontc clc ce l l s  trouvée par IG3TTEEBR. Le seconde, a in s i  que l e s  

vLde7ms dc 0,676 ou 0,680 pour l e  volume spdcifique pa r t i e l  n'ont pas é t& 

précisdes ?NT cet  auteur. 

Le  volwnc sp6cifiq.w p r t i e l  de I.'ovoglycoprotéine e s t  fa ible  

co~~pmctivcment à celui  de l n  plup,vt 62s protéines qui es t  compris entre 

0,70 c t  0775 (EDSUL (437)) 9 il es t  toutefois s i tué  dans 13 zone de 0,630 

à 0,696 des valeurs qui ctlractérisont l e s  glycoprotéines riches en glucides 

( GI~BOPTS (438) ) . 
hTYï'EBE2 a calculé unc masse mol6culnire de 24 400 sur l a  base de 

l a  composition en t ry -p tophie .  Ln valeur de 27 600 que nous proposons, 

d'après l e s  données converge~tes des riéthodes hydrodynamiques, conduit donc 

à m e  discord,mce dans l e s  résu l ta t s  que nous esseicrons de jus t i f i e r  en 

étudiant 17 composition de ltovoglycoprot6ine en acides ,minés, 

S i  nous nous reportons :-z l a  f i p e  3 5 (p. 1 1 9) du paragraphe où 

qous décrivons l e s  rosul ta ts  de nos rechcrches sur l e s  m&hoc?es de pr6pn- 

ra t ion dc lfovoglycoprotLilie, nous remarquons que ce t tc  derflièrc es t  horaogène 



en &lectrophorèse de zone sur acétate de cellulose dans l e  tampon ve'ronal 

de forcc ionique 0,07 e t  de pI3 8,65, Elle forme cependant une tache qui 

s ' 6tale  jusq~i ' ,~u  nivcau des ovalbumines du blanc d '  oeuÎ. Cette a g e  qui 

permet ii 'augurer une hétérogénéité, nous a inc i té  à dtudier l e  comportement 

électrophorétique de 1' ovoglycoprotéine mec une soltrtion tmpon dont nous 

avons exploitQ, à plusieurs reprises, l e  but pouvoir résolutif  au cours des 

études dont xous exposons l e s  résul ta ts  dans l e s  chapitres su.ivants. Nous 

avons en outre détermins l e s  points isoe'lectriques en a2pliquant l a  méthode 

dtélectrofocalisation. 

I o  - LtELECTROP~IORESE 9E ZONE, a é t é  effectuée sw des feu i l l es  citacCtilte de . =----A-=- *------ 

cellulose  cllo log el) avec une solutioii dtacCtnte cI',monium 0,05 M de pfi 4945, 

sous une tension dc 1 1 ~ / c n ,  pencl*~_ït 3 11 30. 

20 - L ' EL;EC~OFCCALISATIO~3 a ét6 conduite selon l c  protocole eqérimental 
------.-L--=-.----"*--A*-. ---* 

géneral décr i t  à propas &c 1' o ~ î r t I & f : i * ( ~  68 ) e t ,  po l r  1' ovoglycopro- 

té ine  avec l e s  coii2itions part iculières suivantes : 

- Poidr :le protéide ,analys6 : 50 m g  

- Zolie de pH dc la. solution d'arapiiolytcs : 3 -- 5. 

- Position des Clcctrodes dciis 13 colonne : mode au 

sommet, cathodc en bas, 

L ' hétéro&néité que nous soupçoraions , à 1 ornaen des électro- 

phorégrctmnes d ' ovoglycoprotéine en tampon alcal in ,  se  mn i f  este sans 1s 

moindre anhiguité silr 1 'électrophorbse reproduite à l a  figure 37 (p. 127) 

qui  révèle l a  présence de 9 baides dont l e s  vitesses re la t ives  de migration 

modique st l e s  proportion:: re la t ives  sont précisées pnge 12s. 



Figure 37 

Electrophorèse sur acétate de cellulose en tampon acétate dtammonium 

de 1 ' ovoglycopro teine obtenue par notre procédé personnel et covrbe d enre- 
gistrement densitométrique de 1161ectrophorégramme révélé par une coloration 

double à 1'Amidoschwarz et h la nigrosine. 

E : densité optique ; pour la signification des chiffres voir le texte (p.128). 



Coqort  cment modiqu 

Proportions re la t ive  

L' 6lectrofocalisntion confirme parfaitement ces résultats .  La  

mesure d-LI pH bris l e s  effluents de colonne corressonhrlt au somet des pics  

du d i a g r m e  densiton6trique à 280 m représenté à la f i gwe  38 (p. 129) nous 

a permis dc d6terminer l e s  points isoélectriques des fractions qui sont égaux 

pour l e s  fractioiw de 1 à 9 respectivement à 4,64 ; 4,55 ; 4,50 ; 4,45 ; 4,28 ; 

3,86 ; 3,53 ; 3,44 e t  3,35. 

En électrophorèse de zone sur acatate do cellulosc el? t,mpon alcal in ,  

If ovoglycoprotéi~e aigre vers 1' anode en une tache qui resJce homogène. En 

ni l ieu  acide, e l l e  conserve son comportement ,modique mis se  dissocie en 9 

bandes dont l e s  points isoélcctriques détcrmin6s p~ar ~ lec t ro foca l i sa t ion  

w i e n t  entre 4,64 polir l a  fraction la plus lente  e t  3,35 pour la  fractior, 

l n  plus r?pi.de. 

111 -- PROPRIETES OPTIQUES, 
-------..- ---- 

1 O - ABSORPTION DE LA LLIIERS, 
-*--* .-.-ll"-LIIIII-..4t^l.-.Y-- .._ 

Des solutions à O,1 g d'ovoglycoprotéine pour 100 nl d'eau à pH 7 

montrent un maxiunm d'absorption à 278 nm, L:L densité optique mesur& avec 

une cel lu le  de 1 cm dtépaissem, à cet te  longueur d'onde, permet de f i xe r  l e  

coefficient d f  extinction 
278 ' nm O0 de l ovoglycoprotéinc à 5> 55 

. .. . . .. " -1 . -A A *.-. +-_. .. . . Y La.- A I L 4  , . .-. -.-- .-.- -.-. 1--- ----*- 

(*) Vitesse de migrntion re la t ive  calculée par  rapport à l a  fraction 1 .  

(*) En p.100 des grotéides totaux (détemim.tions e f foc tdes  par int6grntion 

des pics de l a  courbe d'emcgistrement de l ~ é l e c t r o p h o r é p m e  de l n  Fig.37 

(p.127)). 



Electrofocalisation dans une solution d'amphcaiytea 3 h 5) de 
ltovoglycoprotéine obtenue par notre procede personnel. 

V r volume des eMluents exprimés en Pitre. 
E : d m i t 6  optique B 280 m. 



2' -POUVOIR RO'J!ATOIFU3 SPECIFIQUE. --">-.. >.----.---=--- L-.--.--+d.."------- 

IVous avons aeswné l'angle de rotation de la lumière polarisée 

qui traverse des solutions à 1 g d'ovoglycoprot~ine pour 1 0 0  ml d'eau, 

ajustées à pE 7, à. 20°C. Des valeurs que nous avons obtenues à 546 nm, 
200 

nous avons déduit le pouvoir rotntoire spécifique H5546m = - 6S0,8. 

La valeur de 5,55 que nous zvons obtenue pour lc coefficieiit 

O0 st610igne notablement de celle de 3,3 d6termin6c d 1  extinction 1 
prie KETTERER dans les mines conditions. Le pouvoir rotatoire spdcifiquc 

que XETTBER il 'a p2s mesuré est égal à - 650,8. 

Ces rcsultnts sorrt conformes à ceux qui ont ét6 décrits pom de 

nombreux glycop-otQides et en pmticulier pour les glycoprotéines riches en 

glucides corne la glycoprot6in.e cc 1 acide sérique (wNLoz) (439) 

Dms lc pmagraphe cornacré 3 l'étude des néthodes de prépwation 

de 1' ovoglycoprot4ine nous mens vu que l * applic~tion C ~ J  procédB de ICETTl2REIR 

nc fow~it pas un prot6ide pm, 11 nt est donc pas Gtonnant que la d6temninm- 

tion de la co3position en glucides que nous avons utilis6comme critère 

chinique d1homog6ne'it6, nous ,Ùt donné des r6sultats différents de cem 

obtenus par KETTEREX. 

En dehors des détermi~xitions de la tyrosine, du tryptophme et 

de l'acide <?miné N-temiml, IQ3'ihTEFZR n'a pas Qtudié la composition en acides 

aminés. 

I\Tow z.volls dam rcpris l'étude cle la composition chhique de 

l'ovoglycoprot&ii~e et nous eAivisagerons successiverilent : 

- Les conpositions centésU1mle et molaire en glucides. 
- Les compositions centéskle et nolzvirc el1 acides amin&. 

- Ltidentification des acides 'axin6s N- et C- terminam-. 



T a o ~  avons appliqu6 les  procédés classiques de dosago des glucides, 

e t  de dosage chromatographique e t  électrophorétique des oses e t  des acides 

minés, B l a  fraction d2 obtenue par chromatographie de recyclage de l'ovo- 

aucorde de FûWfTB e t  FOXTER sur DM-cellulose (voir ~rocédé personnel de 

préparation de 1' ovoglycoprotéine ; p. 1 13) . 

Lm résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans l e  

Tableau IIIJII (p.122). Ils ont d8jà été  commentés à l a  page 120. Qu'il nous 

suffise donc de rappeler que s i  les  teneurs en oses e t  en osaahes concordent 

avec celles obtenues par lCE'ITm, 12 composition en aoide sialique, au 

contraire, es t  très différente ; l a  fraction d2 contient, en effet ,  deux fo is  

plus d ' acide sialique qvle les  préparations de KETTEER. 

Les analogies de composition en oses e t  en osamines e t  l a  discor- 

dmce des résultats concernant les  teneurs en acides sialiques peuvent 

s'expliquer -par l a  présence, d'ms l e s  préparations de ~ ~ C R E P L ,  de protéides 

contaminants, que nous avons signalés plus haut e t  en particulier, de certai- 

nes fractions dlovomucoSde qui possèdent corne nous l e  verrons dans la. 

devxièae pcrt ie  de ce mémoire, des teneurs en oses e t  en o s m e s  égales ou 

supérieures à celles de l'ovoglycoprotéine mis qui sont plus pauvres en 

acide sialique. 

-a- Les oses s'neutressi. 
----...*--------->-- 

La cl~omatographie sur papier après l~ydrolyso c!?lorhydxi.que de 

llovoglycoprotéine ne révèle que l a  présence de mannosc e t  de galactose 

dam l e  rc,pport molaire 1,75. Cette valeur légèreilient infQrie~mo à celle 

de iBTTmnR (mannose/galactose = 2) peut s ' expliquer comme précédernent 



par la présence d'ovomcofde dans les préparations de cet auteur, L'ovonu- 

coldo contient en effet les mêmes hexoses mais dans LEI rapport molaire 

généralement supérieur (mm.no~e/~alactosc = 5). 

Sur la base dTn rapyort molaire que nous avons déteminé et de la 

coinposition centésimale en oses "neutresif, nous avons calculé. qu'une mole 

dlovoglycoprotdine de msse mol6culairc 27 600 contient 22 résidus d'hexose 

dont 8 r6sidus de galactose et 14 de mannose. 

L i 3  appliquc",r;t le procéd6 de désamination oxyda t ive der, osaaines 

suivie de l1 ideslti~ication chroaatogaphique des pentoses a p p w  de 

GARDELL et coll. (440) la méthode cliromatog~.aphique sur échangeurs de 
cations de GARDEU (441 ) et la technique éloctrophorétique d t  identification 

des osamines ~~-r6acétylées selon le protocole expérimental de ROSENUJ et 

LUDOIfIEG (442), nous avons confiriné le résultat obtenu par IC!3- avec le 

procddé de d6szmhation oxydutive dc STOFFYf\T et J-lU.l\TLOZ (443). 
L1ovoglycoprotéine ne contient qu'une seule osaminc : la N-acétyl- 

glucosmine dont le nombre de résidus par nole de masse moléculaire 27 600 

peut être f ix6 à 19. 

-c- L'acide sialiquo. -------------- 
L'acide sialique a été identifié par cbrromatogaphie doscenàante 

sur papier dais le système solvcvnt de S V E m O L M  (444) à l'acide IT-acétyl- 

neuramixique. Pm IG même méthode, K E 3 " ï ' m  avait déjà caractérisé le même 

cornposaat dont une mole dlovoglycoprotGine contient 6 résidus d'après nos 

déterminations. 

B - COT.TPOSITIOK EN ACIDES KLDES. 
--------------------dm------ 

1 - DEERIIISIATIOP: DES COIPOISITIONS CENTE;SIT~U ET 1IOU.m EN ACIDES AMIEES. 
A-L--II.L.L-lll._.--l---. ..i.-i--.L---I=~--_1I1IÎ -.---1_II.--..--_-II-Y.ml------~~--I-L--P 

Sie dosage des acides minés à 1',2uto-aialyseur Technicon selon le 

procédé général de PIEZ et T4ORRIS (445) et la détermination particulière da 

tryptophanne par les méthodes spec trophotométrique de GOODI,IIN et MORTON (446) 

et calorimétrique de SPES et CHRI'IBERS (447) nous ont pe-s de dresser lc 

tableau de résultats XfIII (P. 133). Ltovoglycoprotéine est composée de 132 

résidus d ' acides amin6s dont 27 acides aminés dica.rboqligues, 1 9 acides 
,mi&s basiques, 1 9 acides aminés hydroxylés diplrntiques, 41 acides aminés 
neutres aliphatiques, 8 acides aminés aromatiques, 6 résidus de proline ot 

9 résidus de cystéine. 



Tableau XVIII 

Compositions centésimale et molaire-% en acides &~és de l'ovoglycoprotéine 

du blanc d' oeuf de poule, 

* Pour une masse moléculaire de 27 600. 



Les seules =leurs que nous pouvons comparer aux résultats de 

XElTERER sont celles qui concernent les teneurs en tryptophanne et en 

tyrosine respectivement égales à 0,85 p. 100 et à 2,35 p. 100 selon cet 

auteur. Elles sont discordantes, Le tryptophame en particulier, sur la 

teneur duquel IETTEWR st était fondé pour déterminer la masse noléculaire 

de 1 ' ovoglycoprotéine, n'a pas pu 8tre décelé avec les méthodes que nous 
avons employées et tout spécialement avec la m6thode spectrophotométrique, 

celle-là &me que I(ESTWK a utilisde. Deux alternatives sont donc possibles : 

ou bien les différentes fractions électrophorétiques que nous avons caracté- 

risées ne possèdent pas toutes la même composition en tryptophanne et 

JCE'ITm alrait isolé non pas 1 ' o~~oglycoprotéine totzle mais seulement 
quelques unes des frcltctions dont les fractions pondéralement mineures mais 

qui contiendraient du tryptophanne ; ou bien les préparations étudiées par 

IBTTERER étaient contminées, corne l'étaient les natres obtenues par le 

même procédé, par des protéides relativement riches en tryptophanne comme 

le lysozyme par exemple. 

2' - DETEflENATIOI'T DES ACIDES APIINES N- ET C- TEEKEUUX, .-.-------- . - ..-. ..--m.-. -- ---.... a--- 

Le seul JINP-amino-acide que nous avons pu détecter dans les 17jdr0- 

lysats de Dm-ovoglycoprotéine a été la DNP-thréonine. Nous coilîimon~ ainsi -------------- 
le résultat de KETTERER. 

L' h,ydraainolyse que K E S T m  n'a pas effectuée libère un seul 

amino-acide : le glycocolle qui se trouve donc en position C-terminale. --------- 
Ces résultats bien que qualitatifs sont en faveur de la présence d'une seuïe 

chaîne polypeptidique dans l'ovo~lycoprotéine. 

III - COITCLUSIONS - 

L ' ovoglycoprotéine qui ne seable contenir qu un seul acide aminé 
N-terminal : la +hréonine et un seul acide &C C-terminal : le glycocolle, ----.de--- ------mu---- 

~ ~ ~ a i t  être f o r m b  d'une seule chaîne polypeptidique constituée par l ' en- 
chaînement de 132 acides aminés. Le tryptophann~ dont la teneur avait consti- 

tu6 pour ICETl'mR la base pour le calcul de la masse moléculaire, n'a pas pu 

être déceld, bien que nous ayons utilisé deux méthodes différnatcs de dosage 

dont celle utilisée par IGTTERER lui même. 

Le ~oupement glycannique de l'ovoglycoprotéine est formé de 

8 galactoses, 14 mannoses, 1 9 N-ac6tylglucosamines et 6 acides N-acétylneu- .---.-.---.-. -.- ~<---.. - - -- *..------ .--. . 
ramjniqucs par mole. ------.-..-, . .---.&-""- 



Hors la composition centésimale en oses "neutres" et en osamines 

et la nature de l'acide N- teminal, nos résuitats sont soit en désaccord 

avec ceux de KEF=, soit originaux. Tous m t  été tirés ou ddduits de 

1 ' étude d 'un protéide hoillogène en buno-électrophorèse, aucun cependant 

n'a été reproduit un nombre suffisant de fois pour pouvoir Qtre considéré 

comme définitif . 

XETTERER a signalé que llwoglycoprotéine n'6tsi.t ni un inhibiteur 

try-psique, n i  un inhibiteur chymotrypsique, A 1 occasion de ces études, 

toutefois, il avait constaté lrSmpu.eté de ses préparations puisqulil imputait 

à des traces d'ovomucoîde la légère activité anti-trypsique qu'il observait 

pmf ois. 

IiTous avons repris cette étude pour vérifier les résultats de 

KETTERER certes, mais surtout, pour avoir une preuve supplémentaire de la 

pureté de nos préparations. 

Rous avons mesuré les activités estérasiques et protéolytiques des 

trois enzymes u trypsine ( ~ ~ 4 . 4 ~ 4 .  ) , chymotrypsine (3.4.4.5) et subtilisule 
(3.4.4.1 6) en appliquant les méthodes spectrophotom6triques et électrophoré- 
tiques que nous avons déj& citees à propos de l'étude de llovoinhibitair. 

Bien que la métl~ode de BHODEX, HEL et FEEKEY (448) de déterminz- 

tion de 1 'activité estérasique des protéinases soit très sensible, pas même 

un début d'inhibition de 25 ~ i g  de trypsine, de chymotrypaine ou de subtili- 

sine n'a pu être décelé,mame en presence de 5 mg de nos préparations d'ovo- 

glycoprotéine (fraction d2) . C ' est pourquoi nous n ' avons pas reproduit dans 
ce mémoire les courbes obtsnues, les enzymes comemnt leur activité w i -  

nale quelqutait été la concentrztion en ovoglycoprotéine dans le mélange en 

réaction. 



Toutefois, pour illustrer nos résultats, nous présentons à la 

figure 39 (g1.137) les électrophorèses effectuées sur des idlanges contenant 

des poids égaux d'ovoglycoprotdine d'une part et de trypsine, de chymotryp- 

sine et de subtilisine dt autre part, c'est à dire dans un rapport moïaire 

ovoglycoprotéine / enzyme approximativement éga l  à 1 dans les trois cas. 

En étudiantles intéractions entre ces mêmes enzymes et 1 ' ovoinhi- 
biCeur, nous avons vu que les enzymes et l'inhibiteur se combuient pour 

former un complexe dont le comportenent ciloctrophorétique est intermédiaire 

entre celui de l'enzyme et celui de l'inhibiteur. Dans le cas prbsent, les 

mélanges que nous avons cori?pa.&s au comportement électrophorétique de 1 ' ovo- 
glycoprotéine et des enzymes, montrent deux b,uides : l'tuie cathodique au 

niveau des enzymes, 1 ' autre anodique au niveau de l ' ovoglycoprotéine . Entre 
les deux, amme trace de complexe ovoglycoprotéine-e~e n'est décelable. 

L'ovoglycoprotéine n'inhibe n i  la trypsine, ni la chymotry-psine, 

ni la subtilisine, Ces résultats confirment bien ceux obtenus par KE!ïY&SER 

et constituent une preuve supplémentaire de la pureté de nos propres 

préparations. 

1; application du ci roc ci dé de E3TTEIIER. de préparation de 1 ' ovoglyco- .......... .-.. -- ... .-.=---"- ,-*- ------= 

protéine nous a fourni des prdparations hétérog&nes en électrophorèse et en -------- 
immun~--dlectrophorèse. Tous les essais de ptunificction sur DW-cellulose ou 

sur CN-cellulose que nous avons tzntés ont échou4. Nous 8vom doiic été conduit 

à mettre au point un procédd original de chromatographie par recyclage sur 

DEAE-cellulose de l'ovomucoïde de FORSPYN3 et FOiC;TER, avec un tcmpon phosphate 

et un gradient discontinu en PJaC1, qui nous a permis d'obtenir des ~répma- 

tions trés pures d'ovoglycoprotéine dont on peut fixer la teneur dans le 

blanc d'oeuf à 0,5 p.100 des protéides totaux. .......................................... 

L ' amlyse Unmuio-électrophorétique nous a permis dl identifier la ................................................... 
ligne de précipitation de lfovoglycoprotéine à l'arc de comportement ac 1 de .................................... 
1 ' 3Jmnu1~o-électrophor6gramme du blanc d ' oeuf et de 1 ovomucof de de FORSYTHE 
et FOSTER, 



Figure 39 
.Electrophorbse sur adtate de cellulose de 1' ovoglycoprotéins obtenue 

par notre procdde parsorml (ovogl . ) , de La trypsine (T) , de La chymotrypsine 
(c), de k subtilisine (s) et des m6langes B conceritmition égale de llovogîy- 
oopmtdbe avec k trypsine (1 ) , la chymotrypsbe (2) et la subtflis- (3) . 



Les résultats de notre étude des propriétés physiques et chimiques . -- >.<. . .-.--. >- -- -... . -" -a-- .A.- "--*..A--. --,. - -.*..-.- ..>- " .----- 
de l'ovoglycoprotéine sont génSralement en désaccord avec ceux de IWi'TERER. 

En effet, les valeurs de 2,47 et de 2,70 obtenues respectivement pas cet 
O 

auteur et par nous-même pour la constante de sédinentation SshT, ne concor- 

dent pas, celles qui concernent 13 masse mol6c-daire, pas davantage. Sur les 

données fournies p,v 1 'ultracentrifugation, tant à 1 ' approche de 1 ' équilibre 
de sédimentation qu'en appliquant 1,- formule de SVEDBEXG avec des valeurs de 

7,51 st de 'ii (volume sp6ciIique partiel) 0,676 ou 0,680 que KEWERER 

n'a pas déterminées, nous avons c~~lculé uiie masse moléculaire de 27 600. Fa - 4'--.---"---~s> -.-A. --------. .---.""---- 
se fondant sur la teneur en tryptophanne, acide amin6 que nous n'avons pas 

pu déceler daim nos préparations, IiETDBER a trouv6 une masse moléculaire de 

24 400. Bien que la valeur de 27 500 que nous proposais pour la masse 

rnol6culnire de 1 ' ovoglycopro tkhe doive encore être confirmée , si 1 ' on admet 
que les divers critères à lt4preuve desquels nos préparations se sont révélées 

pures, sont valables, alors il nous faut admettre que la v d w  proposée pczr 

KETTEFüX est inexa~ t e . 
Si KETTlZüB a observé deüx pics en électrophorèse libre dans des 

tampons acétates de force ionique 0,1 et de pH 4,3 OU 4, nous avons, en 

électrophorèse de zone sur acétate de cellulose avec une solution d'acétate 

d1  ammoniwn 0,05 l.L de pH 4,45, cLvactéris6 la presence d.e 9 bardes dont nous --.------ 
avons précisé les vitesses anodiques relatives, les proportions relatives 

ainsi que les points isoélectriques . 
Les résultats concernant les propridtés optiques lie concordent pas ---"------.--.------. -- 

- Ip.100 dnvantsge. KET!ï'lXEB a obtenu un coefficient d'extinction nm 27" 3 9 80 
alors que nous I ' avons trouvé égal à Sr 55. Mous avons, en outre, déteminé 

pour lfovoglycopro-t6i;2e un pouvoir rotatoire spéci-fique L-&7 200 - 65O8. 546nm 
Les propriétés c ~ g u e s  ~l'échappent pas à la discordance. Si les 

4 "  .. .. . -. -" . - ...--.- ..--.- .-*- 

recherclies qualitatives concerimnt l'identification des oses "neutre~'~, des 

osamines et des acides sialiques sont convergentes et permettent d'affirmer 

la pr6sence de gzlactose, de mmose, de IT--acétylglucosamiiie et d ' acide 
N-ac6 tyliicuraminique dans la fraction glycamipe de 1 ovoglycoprotéine , 
il n'en est pas de m8me du point de vue des résultzts q~~titatifs. En effet, 

si les teneurs en oses "neutres" et en osmines sont conformes, le taux 

d'acide sialique de nos préparations est deux fois plus élevé que celui des 

préparations étudiées pas KESTEZIER. 

Les discordances importmtes s ' asrète~it à ce niveau puisque 

IET'lIEER a très peu étudié ln fraction proteique en dehors des déterminations 



de la composition en 'qwosine et en tryptophanne pour lesquelles les résultats 

sont une fois de plus divergents , et de l'identification de l'acide B- ter- 
aiml à la thrécnilie qulzu contraire , nous avons confirmé. A ces résultats .a------.-- 

il faut ajouter l'apport original de nos recherches : la caractérisation du 

giycocolle à 11extrémit6 C- terninale de la protéine dont nous avons déter- 
---L* 

miné la coripo~ition centéskle et molaire en acides aminés. 

Enfin, les recherches de KESSm et les natres permettent de 

conclure que l'ovoglycoprot&ine ne possède aucune activité cmti-prot6inasique 

vis-à-vis de la try-psiiie, de la chymotrypsine et de la subtilisine. 

Ln discor~nce pratiquement constante entre les résultats de 

EETTERER et les nôtres peut s'expliquer dsune maère générale par la présence 

dliLzpuretEs Clans les prépmations étudiées par KETTERER. Dans notre cas, nous 

avons adysb des préparations homogènes en les soumett,lnt à l'épreuve de 

1 ' immuno-6lectropliorèse, &preuve que nous considérons comme l 'un des critères 
de pureté le plus sû r ,  tout au moins dans le cadre du problème dont nous 

traitons d L w  ce mémoire et qui porte sur lf6tude de prot6ides dont certains 

possèdent des masses moléculaires et des caractéristiques physico-chimiques 

très voisii-es. 



Nous décrirons successivement l e s  méthod-es de préparation de l a  

riboflavoprot6il?e e t  de son apo-dérivé : 1 ' apoflavoprotéine. 
-m.,.--.*-.-- .-.-- --------------=-->--a 

Nous avons appliqué l e  procédé original  de RHODES, BEfQ3ETT e t  

FEEI9EL' (449) que nous ~~vons,  el1 outre, tenté d'améliorer. NOUS exposerons 

donc tout  d'abord, l a  methode de REODES c t  al., puis l a  nodification que ----- 
nous avoirs apportée à ccllc-ci. 

L'applicction de ces procédés nous a fourni des fractions qui ont 

é té  systéma-tiqueiient somises EUX aï-alyses 6lectrophorétiques sur acétate de 

cellulose e t  Wuno-électrophorétiques, àans l e  but de préciser l e  degré de 

leur  hétérogénéité. 

A - A?PLICATIOI'T DE: LA T'ETHODE DE REIODES, BEmbEW ET -- -.-"..-......--<- ~.-.". .-.>-.----->---..-. .. * . .--=..=.. ~ ..-. ,-,-, .." .-.. .->- 

Le blanc d'oeuf es t  souxis à un fractionnement chroxnatographique 

sur DM-cellulose dans des conditions t c l l c s  que l a  ~m.jorit8 des protéides 

q'~1~i.3. renferme ne so i t  pas retenue par 1 1 6 c ~ ~ ~ g e u r  dlaA.lionso Un tampon de 

force ionique 6levdc 13crmet alors de déplacer l a  riboflavoprotéine fixée. 

Un litri? de blanc d' osuf rapidenent lio~~o@r~6is& à l ' a i d e  d'un 

19xixer", ~ s t  d.ialys6 à 2OC pend-nnt t r o i s  jours contre me so lu t io i~  tamponnée 

d'acétate dlLuomanim de pE cr73 (solution dlacidc î.cétique 0,I M ajustée aï 

pH avec une solution co~icel~trée d1,woni,-zque), cclle-.ci (:tant renouvelée de=: 
r; 

fois  p m  jour, L:. solukion déba;nass&e par f i l t r a t i o n  du précipit6 dfovomcine 

qui s ' e s t  fom6 au cours de 13 dialyve e t  q u i  contient dès l o r s  environ 115 g 



de protéides e s t  passée sur des colon-ies (5 x 90 cm) de DEE-cellulose 

préalablement s tabi l i sée  avec l a  solution tamponnée précédente. La ccrllulose 

es t  ensuite f'ka.vée" avec l e  mbe tampon jusqu'à ce que l a  densite optique 

(à 280 nn) de l n  solution effluente s 1 abaisse à 0,02. Un premier pic (pic A) 

(Fig. 40 ; p.142) t r è s  inport;unt es t  ainsi obtenu. Le passage d'un tmpon 

acétate dlacinonium 0,l B -+ IVnC1 0,5 M de pH 3,5 "décroche1' l a  riboflavopro- 

téine qui jusqulalors é t a i t  fixée au som.et dc l a  colonne en un bel  anneau 

jaune e t  doine un second pic (pic C) préc6d6 d'un pic B nineur, légèrenent 

coloré en jaune. 

Les tubes intemCnei~t colores en jarne e t  qui correspondent à la 

t o t a l i t 6  du pic C , sont rusaenblés c t  repr6sentent l a  fraction !'Pic Cu. 

Les résu l ta t s  que nous avons obtenus en appliquant l e  procéd6 

original  de RHODES c t  ---.-- a l .  sont i l l u s t r é s  par l e  diagrarme chromtog~aphique 

de la  fi ,we 40 (p. 142), l e s  électropliorèses e t  imrnuno~lectrophorèses de l a  

f i w e  41 (p.143). 

Les fractions A, B e t  C fournissent respectivenent 1G4?325 g 

0,450 g e t  0,925 g de protéides pour 115 g de protéides souais au fraction- 

nernuit. Le rendement de l a  c h r ~ ~ t o ~ a p h i e  n donc é té  de 92 p,100 environ. 

Le pic A présente une 6lectrophorétique bits compar~ble à 

ce l le  que donne l e  blanc d'oeuf to ta l ,  Il en es t  de n h e  du pic B qui 

contient toutefois une f a ib l e  quantité d1ui1 c o m p o ~ ~ t  dont la vitesse de 

rfLgrati.on 6lectrophort5tique e s t  ce l le  d'une pré-albmize. 

Le pic C qui  possBde une coloration jaune t r è s  intense, contient 

l a  riboflavoprotéine couiiamhée par du lysozyme, de i n  co~a lbmine ,  de 

1 ovomcoride, de 1 ' ovoglycoprotéine e t  de 1' ovalbumine. (pig. 42 ; p, 143). 

Le cocrposmt ~njeur, l a  ribof1avoprotCin.e e s t  homogène dans 10 t'aapon v6ro- 

na1 de p3' 8,6 5 que mas avons caployb , 

L ' application du procédé original  de RHODES e t  al, nous a f owcni 

comme à ces autcxrs, des préparations Snpures dc riboflavoprot6ine. La puri- 

f ication de ce t tz  derixière peul un procédé chromtographirjueue sur CTIi-cellulose 

que nous dCcrivons plus l o in  e t  qui a é t é  préconisé psr l e s  nenes autcurs, 

conduit d i r e c t z ~ e n t  h l a  prépax-atiol; de 1' apoflavoprotéine. Dans l e  but 

d ' i soler  l n  r iboflmoprotéim puro, iious avons adopte wi procédo personnel 

de chrom.tograpktie sur DW-cellulose. 





Figure 41 

Electrophorèse sur acétate de cellulose des fractions A, B et C du 

chromatogramme de la page 142 et immono-électrophorèse de la fraction C. 

Les électrophorégrammes ont &té révélés par une double coloration B lt8mido- 

schware et B la nig~osine. AB0 : sérum anti-protéides du blanc d'oeuf ; BO : 

blanc d'oeuf ; RETP : riboflavoprotéine ; conal : conalbumine : lys : lysozyme ; 

oval : ovalbumine ; ovogl : ovoglycoprotéine ; ovo : ovomucoïde. 



B - PROCEDE P'EXO-SNEL DE PITRIFICATION DE LA. RIBOFLAVO- ---.> .. - . -- *- --- - ----" --.- = .-- .---- "" -*-.---- . , 

PROTEIi'TE: OB'PENUE PAR LA TDTIIODZ DE RTIODES, BENlITTSElT 

Le pic C p  obtenu par  l e  procéd8 de RHODES e t  a l . ,  e s t  sounis à une 
-mm-- 

chromatograpkie sur Dn&-cellulose, d ' abord avec des tampors de fa ib le  force 

ionique qui élimilient l e s  iinpuretés, puis avec un tampon de force ionique 

élevée qui  déplace l a  r ibofl~voprotéine.  

20 - MODE OPF'LRIITOIR.Ee 

Les proteides totaux du pic C (voir page 141) (925 m g  en solution 

dans 10 ml de titülpon phosphate 0,005 M de pi3 8) sont souais à l a  chrowto- 

gcaphie sur des colonnes (2 x 40 cm) de DEAE-cellulose s tabi l isée  avec un 

tarpon phosphate 0,005 Pl de pH 8. Le passage successif de t r o i s  tampons de 

pH 8 (tampon no 1 : phosp i~ te  0,005 M ; tampon no 2 : phosph-te 0,005 M - 
I\J;i,Cl 0,1 M ; tampon no 3 : phosphate 0,005 14 - N a C l  0,2 PI) permet d éliminer 

l e s  impuretés. La riboflavoprot6ine e s t  ensuite éluée avec un t,unpon phos- 

phate 0,005 11 - RaC1 0,5 M de pH 13 (Fig. 42 ; p.145). 

Les solutions effluentes sont dialysées e t  lyopliilisées. Les 

protéides sont soumis à l 'analyse électrophorétique (pig, 4.3 a ; p.146) ; 

l a  f ract ion contenauit l n  riboflavoprotéine a en outre é t é  étudide en 

in;muno-dlectropliorSse (fig. 43 b ; p. 146). 

3 O - RESULTATS . 
---a-.-- A-- 

La chromatopyapnie sur Dm-cell~uiose du pic C , fournit  l e s  

fractions n (5 mg) ,  b (45 mg), c (35 mg) e t  d (750 mg). 835 m g  de protéides 

ont é t é  récupérés pour 925 ag du pic C ce qui  correspond à mi rendement de 

90 p.100. 

Le pic n contient du lysozyme. 

Les fractions b e t  c donnent des pics hétérogènes e t  renferment 

toutes deux de llovomucoïde, de lrovoglycoprotéinc e t  de lrovdbumine ; l n  

f ract ion b contient en outre du lysozyme e t  de l a  c o i ~ a l b d i e .  

Ls. fraction d es t  éluée de l a  colonne en un pic pCwfaitenent a3nné- 

trique e t  fournit 750 mg d'une poudre jaune. E h  électrophorèse sur acétate 

de cellulose e l l e  possède l e  comportement pré-albuminique de l n  riboflavo- 

protéine. 



Fisuire 42 

Purification de ïa  ribofïavopmt4ine du blanc d'oeuf par chmrnahg~aphie 

du pic C sur D E A E cellulose. 

Eh abscisses : Volume des effluents exprimBs en l i tres .  

En ordonnBes : Densité optique B 280 m. 



Figure 43 

Elec trophorése sur acétate de cellulose (a) des fractions dl élution 

correspondant au diagramme chromatographique de la figure 42 (p. 145) et 

immuno-électrophorèse (b) de la fraction d. 

Pour la signification des abbréviations , voir la légende de la figure 41 (p. 1 43) . 



LfUmnuno-Qlectrophorèse montre une homogénéité parfaite. Sur la 

plaque 1 de la figure 43 b (p. 146) on ne caractérise en effet qu'un seuL arc 

qui, sur la plaque 2, croise les lignes de pr6cipitztion de l'ovalbumine et 

de llovoglycoprot~ine, mais se raccorde à celle de la préalbumino du blanc 

d'oeuf en une réactiog d'identité totale. 

Enfin la fraction d est homogène en ultraceritrifigation (FQ.45 ; 

P- 153). 

La chr~mntogr~phie sur DEAE-cellulose du pic C, fournit des prépa- 

rations pures de riboflavoprotéine. Le procédé que nous avons décrit constitue 

donc une cmélio~ation de la méthode de RHODES et al.. ---- 
Notre étude électrophorétique révèle le comportement de pré-albumine 

de ln riboflavoprotéine. Ce résil'cat confirme ceux de BLUM et GAUDIN-IWING 

(451 ) qui ont observé quf en tampon véroml de pH 8,6, 13 riboflavoprotéine 

migre vers l',mode plus rapidement que llovillb~ie. 

L'analyse Snmuno-électi.ophor6tique (que les auteurs précédents 

nt ont pas appliquée) révèle llhomo&néité de nos préparations et nous permet 

d'identifier le comnposant pré--,llbumuiique du bl,lnc dt oeuf à la riboflavo- 

protéine. 

Lfapcflavoprot6ine est obtenue par passage de la riboflmoprotéine 

sur CT.1-cellulose selon le mode op&rdioire décrit par RIiODES, BETJî@TT et 

F F E E Y  (452). 

750 m g  de ribofla~~oprotéine pure, en solution à 10 p.100 dans un 

tr"mpon acétate amcnim 0,l I i  de pH 3,5 sont déposés au somr,~ôt de colonnes 

(2 x 30 cm) de CIT-cclluLose stabilisée dms le t~mpon précédent. L'élution 

des constitm~ts est obtenu-e par l'application d'un gradient discontinu de pE 

3,5 - 4,5 - 4,5) en tLwpon acétate dfammouY.m 0,l 14, 



L'  application du procédé dc NIODES et al. de préparation de 1 ' apo- ----- 
flavoprotéine nous n conduit à des résultats qui ne sont pas 2bsolwnent 

comparables à ceux dc ces auteurs. Certes,come ces derniers, nous avons 

observé que la riboflavine se dissocie de ll~.poflrzvoprotéine à pH inférieur 

à 4,2, qu'elle n'est pas retenue par ln cellulose et qu'elle est Gluée avec 

le tampon de pH ? , S .  

En dehors de ce point commun, nos résultats sont divergents. En 

effet, MODES et al. ont obtenu un fractionnement de lla.poflavoprotéine en -----. 
deux composants d'importance pondérale identique et 61~6s respectivement 

."A---.-"-.-,-- .------- 

avec les tapons de pH 4,3 et 4,5. Au contraire &ris. toutes nos expériences 

le fractionnement nous a. fourni deux pics dr importance très inégale. Le 

premier élu6 nvec le tampon de pH 4,3 donne 460 mg df apoprotéine 1 et le 

second 40 mg dlapoprotéine 2 (Eg. 44 ; p.149). 
En électrophorèse sur 3céttzte de cellulose, les apoflavoprotéines 

1 et 2 sont homogènes et se comportent comme des pré-albumines. Tou-tefois 

l1apoflavoprot6ine -1 possède la vitesse élcctrophorétique de la riboflavo- 

prot6ino dont elle est issue, tandis que l'apoflavoprotéine 2 est plus lente. 

En irnmuno-6lectropl.iorh (Fi-;. 44 y p.149)~ la riboflavoprotéine 

et 1 ' apof 1avoprotGine présentent entre elles des réactions d ' identité totale. 
Cependant, la ligne de précipitation de lr~poflavoproiéine 2 est plus courte 

que celle de 1 * apoflavoprot6ine 1 . 

L?, chroras,tograpkiie de la riboflavoprotéine s~un CFT-cellulose, selon 

le procédé de XEIODES et al., nous c four-ni des pr6parations d'~i~0flavoprot6ine ----- 
et 2 conduit à un frrrctionnement en deux composants. LIun mjem, représente 

95 p.100 de la riboflnvoprotéino et se comporte corn elle en électrophorèse, 

ltautre mineur, plus lent n'en représente que 5 p.100. Ce résultat est en 

désaccord ~?~vec ceux de MODES et al. qui ont obtenu de:: qmntit6s &gales des ----- 
deux apoprotéiiies. iIfnutre part, ces auteurs n'on? pas étudié le comportement 

Blectropkiorétique de 12 riboflavopratéine nmis seulement celui des deux 

a~oflavoprotéines qui uglangées en qmntit4s Qgaies sc distinguent alors p ~ m  

leur mobilité. Se fondant sur les tenelix-s en phosphate des deux fractions et 

qui seraient Bgales à 0,8 p. 200 dam 1' c+-pofla.voprot6ine éluée à pH 4,3 et à 

0,7 p. 1 O0 dans celle élude à pH 4,5 ce qui correspond respectivement à 8 et 7 



Figure 44 

Préparation de 1 'apof lavoprotéine du blanc d' oeuf de Poule. Diagramme 

chromatographique du fractionnement de la riboflavoprotéine sur CM-cellulose ; 

électrophorbses et immuno-6lectrophorbses en tampon véronal (P 0,07 : pH 8,651 

des apoprotéines obtenues. BO : blanc d'oeuf ; RFP : riboflavoprotéine ; 

BBO : sérum anti-protéides du blanc d'oeuf. 



groupes "phosphorylc~' par inolécule de masse moléculaire 32 000, les auteurs 

ont émis l'lmothèse qu%l exister&t dans le blanc dl oeuf deux apoflavopro- 

téines qui se distingueraient par un groupe "phosphoryld' corne c ' est le cas 
pour les avdb~mines Al , A2 et A3 (voir g&n&ralités, p. 5). Toutefois ils 

précisen"cttl-ian more sc?xples need to be -1ysed to prove this definitely". 

Jusqul à préselit, aucune confirmtion nt; été apportée à ces premiers résuitats, 

Iios recherches nous incitent à penser que l1~poflavoprotéine comme 

la riboflavoprotéine sont hétérogènes certes, mzis, que llhe'térogsnéité qui 

apparait à la suite du fractionnement sur CH-cellulose, qui est peut-être lc 

môme que celle qu'ont observ&~WODES et al. serait plutôt le résultat dtWe ----- 
légère dénaturation des composants de la ribof lzvoprot éine . 

III - CONCLUSIONS -. GENPLRALES RELASIES AUX tETEODES DE - ---- ---- - 
PREPARATIOIT DE LA RIBOFZA.VOPROTETCE -- . . ET DE L'APO- -- . 

1 - Le procédé de RHODES, BENETT et FEEli3EY de clirom.togmphie du 

blzlic d'oeuf de PouZe sur DEAE-cellulose avec un padient discontinu de pH 

et de concentration en XcC1 fournit- do la riboflavoprot6ine inpure à raison 

de 925 mg par 1.itre de bl~ac d'oeuf'. L'enploi subs6queii-L de la DU-cellulose 

avec un gradient discontinu de concentration en NaC1 dans un tmpon phosphate 

do pH 8 permet de purifier les pr6parntiom précédentes et donne 750 mg de 

riboflavoprot6ine homogène cil imnuno-Clectrophorèse. L m  rendements des detu; 

chromtop~.pliies succeso.i.~cs &tank de 99 p. 1 00 environ, nous pouvons fixer la 

terieur du blanc d'oeuf en flavoprotéine à 0,9&par litrc soit 0,3 p.100 environ 

des  rotéi ides totaux du blanc d'oeuf. Cotte vt?leur est conforme aux détermina- 
tions de RI-IODES et al, (4.53) . 

eu--- 

2 - Le proc6d6 de RFiODES eV Ell. dc préparc-Lion de l'apoîlavoprot6ine ----- 
nous a conduit à des résultats chroaatographiqvccs compaszbles à cela de ces 

ninteurs, en fourniss,mt toutefois deux apoprotéines en proportions relatives 

très différentes. Les aiiomlies de comportement électrophorétiquc et imm-mo- 

-électrophore'tique du cornposmt nxûieur laisse à penser que ln CUI-cellulose 

provoque une 16gère dénat.mation des protéides. 



3 - L'ensemble dc nos rQsuitats nous a permis de confirmer ceux de 
BLTDT ct HIW>IîtG (454) relctifs au coaportement électrophorétiquc de pré- 
-albumin:: de la riboflavoprotQine ct ceux de RHODES et al. (455) concernant ----- 
un compor tenent identique de 1 ' ~poflavoprotéine. 

4 - Los connaissaices trSs fragmentaires que nous avlûrsdcs propsi&- 
tés physiques de la riboflmoprot6ie dv. 3laic d'oeuf et notre i, .rmoranc e 

presque complète de sa coaposi-Lion chimique nous ont incit6 à eqlorer oes 

divers dorminesa 

Récament , IdXBER, ZAX et OXTROt~TXt (4-56) et OSTROFISICI, ZA41 et 

mSCZYK (45'7) ont étudié les principnles propriétés physico-chimiques de la 

riboflevoprotéine du jaune d'oeuf et en ont défini la nature glycoprotéinique. 

Ces mêmes auteurs ont démontré que "les flavoprote'ides isolés à 

pmtir du j~:me d'oeuf et du blanc d'oeuf étaient immm~ologiquement indiscer- 

nabless'. Dans le b~xt de v6rifier si cette arnlogie lùl'i!unolcgique s'accompagne 

d'me analogie de co~positioii et de structure, ~ious exposerons nos résultats 

personnels concernant les proprietés de la riboflavoprotéine du blanc d'oeuf 

en les comparant à colles (drqrès les a~~teurs ci-dessus) d-c la riboflavo- 

protéine du jaune d'oeuf'. 

P o w  les raisons que nous avons e,x-posf;cs plus haut, nos recherches 

sur l'apoflavoprotéine n'ont porté que sur l'apoprotéi-ae 1. 

Nous tmons qpliqué9 d'une part, les procédés physiques clsssiques 

f cdés esaentiel1ernen.t sur les damées de 1 ' ultracentrifugation e h  d ' autre 



par t  des procédés chimicpes fondés sur l a  connais~~mce de l a  composition en 

riboflmiiie (voir p, 184) e t  en acide sial ique (voir p. 167). 

a - TTltracentrifugation. .--*-.---.-.- >--. -*--.---..----= 

La figure 4.5 (p-1 53) montre que 1c riboflavoprotéinc es t  homogène 

en ultracentrifugation. 
O 

L3  constante de sbdiacn-tation S2& es t  6gclc à 2,96, l a  const,mte 

de d i f f u s i o ~  à 7,54 e t  l e  volme sp6cifique pa r t i e l  à 0,7. Lo tableau XIX 

(p. 154) montre que notre valeur de l a  constailte de sédineztr?tion di f fère  de 

ce l le  obtenue par  RIIODZS e t  al. (458) e t  dc ce l le  de 12 r ib~f l~voprc i té ine  du ----- 
jaune d' oeuf. Ce résu l ta t  que nous avons obtenu en 1368 se  rcpproclie beaucoup 

O 
du S2aOT 3p0  r é c e i ~ ~ e n t  nesur6 par F m & ,  IU13?as 3TiSX o-t- CLAGETil (459). 

En cc qui concernc l a  constants de soditnentntion, l e s  résu l ta t s  de 

REODES e t  a l .  e t  l e s  nôtres demeurent en d6scccord p notre valeur se  rappro- ---- 
chc cependaïit de ce l le  obtenue p2,r OSTROIJSKI e t  al. pour l a  riboflavoprotéine ---- 
du jaune d'oeuf. Cnfin, l'unanimitd s ' e s t  f a i t e  sur l n  valeur du volme 

spécifique p m t i e l  , 

Les quelques divergences que nous venons de s i ~ a a l e r  se  trzduisent 

par des valeurs de masse noléculaire discordantes. En appliquant l a  forp1Üi.e 

de SV'EDBERG,nous avons calculé une msse  moléculrire de 32 600 qui se d i s t h -  

de ce l l e  de 76 000 obtoïiue p,?r PGODEX e t  a l .  (460) e t  par OSTROIJSKI e t  al. ----- --a-- 

(462) rcspectivi3nent pour l e s  ribofla.voprotéi;zes du blanc e t  du jaune d'oeuf. 

Il faut  cependp.nt s i p ~ ~ l c r  que des déternimtions à l ' équi l ibre  de sédhen- 

tat ion,  effectuées rc5cement plxr 3'ARTIEI& IIALZWi, 3USS e t  CI;AGE'i"r (462) ont 

conduit ces auteurs & proposw pom l a  riboflwoprotéine du blanc d'oeuf une 

msse  moléculaire de 32 000. 

Des valeurs de 32 000 et 31 300 ont ég,alcrient étÊ trouv6es respec- 

tivement par BIODZS e t  a l .  (463) e t  par nous mêae sur S?. base do l a  coinposi- 

t ion  en riboflmine (le Ir' ribofl:tvoprot6inc du blanc d90euf qui peut f i xe r  

une aoléculc de ribof l z ~ ~ r l e  (P. X0 = 376) . P m  ce nêne proccdé , OSTROIJSKI 

e t  ai. (464) orit co1x~irraL: l a  vzleur de 36 000 pour l a  nasse moléc~daire de 

l n  ribof lavoprotéine du jaune d ' oeuf. Enfin, l a  teneur en acide sialique 

conduit à une valeur de 32 300. 



Figure 45 

Diagramme dlultracentrifugation de la ribof lavoprotéine . Tampon 
phosphate 0,1 K de f~ 0,1 et de pH 7 ; température 20° C ; inclinaison de 

la barre 600 ; concentration : 15 &ml. Cliché photographique pris après 

90 mn de centrifugation. 



Tableau X U ;  

Constantes de sédimentation et de diffusion, volune spécifique partiel et masse moléculaire des 

riboflavoprotdines du blanc et du jaune d'oeuf de Poule. 

.%.--.-. .-- 

OSTliTiiOirJXICI et --..--"- al. (466) 

-- - -y --"d- 

o 
Constante de sédimentation SZbJ 

O 
Constante de diffusion D2@$ 

Volume spécifique p"zrtie1 

Plasse noléculaire .---~--------------,--- =" 

?,réthode de SVEDBERG 

Teneur en ribof lzvi~ie 

'ileneu- en acide sialique 

----- 
(a) Pour 1 résidu et 1 ,20 p. 1 00 de ribof lavine. 

(b) Pour 1 rdsïdu et 1,47 p. 100 de riboflavine. 

(c) Pour 1 résic?u et 1 ,O4 p. 1 00 de ribof lavine 

(d) Pour 1 résidu et 0,9 p. 100 d'acide sialique, 



3 0  - COlJCLITSIONS 
--------*--- 

Sur la base des résultats reproductibles obtenus par l'zpplication 

de différents prockdés d'ordre physique et d'ordre chîmiquc par les auteurs 

et par nous asme, nous proposons la valeur moyenne de 32 000 pour la masse 

moléculaire de la rib~fla~oprotéine du bhnc d'oeuf'. 

Nous avons Studié , la rioof lavopr otéine e t  1 ' zpof lavoprotéine en 
électsophorèse de zone sur acetute de cellulose. D'après OS'I1IO1dS<I9 ZAK et 

IPdbJCZYIi (467), la vitesse électrophorétique de la flavoprotéine du jaune 

d1 oeuf n'est pas affectée p w  la fixation de la riboflavine. Afin de v6rifier 

s'il en est do même pour la flavoprotéine du blanc d'oeuf, nous avons étudié 

le coinportement élec trophorétique de la ribof lavoprotéine et de 1 ' apoflcvo- 
protéine après saturation pûs la riboflzvine. 

Nous zivons, en outre, étudié la riboflavoprotéine en électrofoca- 

lisation dans le but de détexminer sqn point isoélectrique. 

-a- LIGlcctrophorèse de zone sur acétate de cellulose a Cté faite sur --*-*---".---.-----". 
des feuilles de Cellogel dans les conditions suivantes r 

- Tanponv6ronal : P =  0,07 ; pH0,65 ; 1 0 ~ / c m :  2h3O. 

- Ac6tcte d'amoflium 0,05 M y pH 4,45 ; 1 1   cm ; 2h. 
Leu ~ac~lyses quantitatives defisitométriques par transnsiltmce, des 

électrophorégar!uaes ont L:t& effcctu6es à lizide d'uïi photoulStrc: intSgrateur, 

enregistreur. 

-b- ~ ,-. . . L'6lectrofocalisntion. .--.----.-.-. 50 nig dc proteide ont été analysés dms des 
solutions d'~1apholytes qui pernettent de réaliser des gadionts de pH entre 

3 et 6. L f  ,mode a &-té plac6e à le partie supdrieure de la colonne et la catho- 

de à la partie inférieure. La r~i~grntion s'effectue de l'anode vers la cathode. 

%es autres conditions d'expérience sont identiques à celles décrites pr6cé- 

iiement (voir p. 68 ) . 
-c- La saturation en riboflavine de la ribof lavoprotéine et de ----. .. --.A . *," ..-. - ..----.A .. -. , A .-.- . <. ---, --.-,-- ~ ". ,- .. - ,-,. ,-- 

l'apoflavoprotéine. Les protéides sont dissous dans une solution de ribofla- 
------------.----->.--a- 

vine en excès dans un taxtpon phosphate 0,1 M de pH 7 et la scturation est 
déterminée sur la base de la connzissmce de la capacité de fixation de la 



riboflavine par im protéides. (voir page 184) . Des solutions à 5 p. 1 00 ont 

été soumises à l t d y s e  é~ectro~horétique dans les conditions r6mées ci- 

-dessus ; la riboflavine libre ne aigre pas. 

-a- Electrophorèse de zone sur acétate de cellulose. ---.-.----- 

-1 - Hétéro&néité 6lectrophor6tique de la flavoprotéine. .---.-------.--. .---...-- .. . A  ,""---.--"-.L .....-a-..--- 

Au cours de l'étude des méthodes de préparation, nous avons vu que 

la ribof lavo-pxotéine et 1 ' apof lmoprotéinel sont homogènes en électrophorèse 
avec le tanpon véroml de pII 0,65 (voir Eg. 43 ; p. 146 et Yig. 44 : p. 149) . 
Il en va tout autrement avec le t,mpon acétate dlas;unonim de pE 4,45. La 

figure 46 (P. 157) nontre en effet que les deux prdparations sont hbtérogènes. 

La riboflavoprotéine montre une trainée anodique et trois b'mdes R i ,  R2 et 

R3 dont les vitesses anodiques sont croissantes et dont les proportions rela- 

tives sont égales respectivement à 50 p. 100, 40 p. 100 et 10 p. 100 des protdi- 

des totaux. L,lapofl,zvoprotéine présente une trainée anodique beaucoup plus 

courte et se dissocie eL deux fractions seulement : Al e t  A2. La fraction A1 

correspond 2 l a  bmde RI de la riboflavoprotéine, tandis que la fraction A2 

possède m e  vitesse interm6dinire entre celles des baldes RI et R2. Il semble 

donc que la Clf-cellulose ait une activité légèrenent déaturante puisqu'elle 

provoque la dimin~~tion de la charge de surgace du composant mineur R3 de la 

ribof1,vvoprotéine qui disparait du d i â ~ ~ e  Glectrophorétique de ltapoflmo- 

protéine. 

-2- Influerice de la riboflavine. 
.-*~ ,.. ~ - 

Les électrophorèses effectuées avec le tmpon véronal de pH ô,65 ne 

révèlent aucuae diff Erence de conpor temcnt entre les protéide= avant et après 

saturation en riboflavine (~ig* 46 ; p.157). Au contrsire avec le tampon 

acétate dtmoni-m 0 ,  OS M de pI< 4?45, les 6lectrophorèses reprgsentées ?a la 

figure 4G (p, 1 57) permettent les i-enrtrques suivantes : 

cc - L apof lavoprotéine snturee en ribof lavine conserve son 
hétérogérléité mais possède une vitesse anodique plus ,cgan.de que l'clpoprotéine. 

h fraction A2 correspond minten.;nt à la bande R2 de la ribofh~oprotéine~ 

- Ln riboflavoprotéine saturée en riboflavine montre une 
h g e  semblable à celle de llapoflavoprotéine saturée diffère de ia 

riboflavoprotéine rut-ive. Ln bmde Ride cettc dernière qui a vu sa vitesse 

augmentée correspond à la bande Al de 1 ' apof lavoprotéine saturée. Quant L~LY 
bandes R2 et R3, leur vitesse n'a pas vLarié. 



Figure 46 

Electrophorèses sur acétate de cellulose en tampons véronal et acétate 

dlammonium de la riboflavoprotéine native (HP) et saturée en riboflavine 

(RFPS), de ltapoflavoprotéine (Al?) et de ltapoflavoprotéine saturée en 

ribof lavine (AFP-S) . 



On peut donc admettre que la riboflavoprotéine n'est pas saturée 

en riboflavine mais qu'elle est au contraire fom4e de plusieurs espèces 

moléculaires : 1 une, correspondaat à la bande RI existe sous la f orrile 

d'apoprotéine, les autres qui correspondent aux bmdes R2 et R3 étant 

combinées à la riboflavine. Ce résultat est en accord mec les dosages 

effectuds par RHODES et al. (468). En se basant sur la teneur en ribof lavine ----- 
du blanc dl oeuf et sa capacitb de fixation de la riboflavine (dûns le blanc 

d'oeuf, seul le système ri-boflavoprotéine - apoflavoprot6ir1e est capable de 
se combiner 2. la riboflavine), ces auteurs ont estiii en effeG que le blanc 

d ' oeuf contient uii adlange de ribof lavoprotéine et ci ' apof lavoprotéine en 
quantités approximtivement égales. 

Nême en milieu acide la. charrge globale de ln ribcflavoprot6ine et 

des deux apoprotéines est négative et toutes les trois migrent vers l'anode. 

Ce comportement est conforme à leur teneur élevée en acidesglutamique et 

aspartique (voir page 175). Lorsque 1 'apoprotéine se conhine à la ribofla- 

vine, sa vitesse anodique a ~ e n t e  encore. Ce résultat confirme les conclu- 

sions tirées par ZAK, lfEBEEi et OSrTROldS,I(I (469) de l'étude des courbes de 

titration potentioaétrique de la riboflavoprotéine et de l'apoprotéine du 

jaune dt oeuf, dl après lesquelles, en plus du groupe phénolique des résidus 

de ty-rosine et des groupes ~~arboxyliques, le groupe &-,-uniné des residus de 

lysine pourrait Qtre impliqué dans la liaison riboflmine - apoprotéine. 

-b- Electrofocalisation. 
-.-->--~-- .%"..* --"-*. ----- -- 
Le dia&~ani~ie d t  6lution d'une colonne d'6lectrofocalisation est 

représenté à la fiwe 47 (P. 1 59). 11 confirme 1 hét&ro&néité électropho- 

&tique de ln ribofla-voprotoine. La mesure du pli au somet des pics nous a 

permis de fixer les poi~ts iso6lectriquea des fractions RI, R2 et R3 respec- 

tivenent à î,95 ; 3,85 et 3,70. 

-a- LL? ribof l~voprotéine et 1. ' apof 12-voprotéine  LI blanc d. ' oeuî possè- 
dent la ~~ê~ie vitesse anodique et sont hori~ogènes en électrophorèse sur acétate 

de cellulose dans le tmpoii véronal de pH 8,65. mi( et al. (470)~ en utili- ---- 
sant le gel de polyacrylrtmide mec un tampon Tris-glycocolle de pH 8,3 et 

des feuilles d'acétate de cellulose avec un tmpon !?ris-phosphate-acide 

citrique de pH 8,4, ont abouti à la même conclusion po-m la riboflavoprotéine 

et ltapoprot6ine du jaune d'oeuf. 



Figure 47 

Electrofocalisatfon dans une solution dtampholytes (gradient de pH 

entre 3 et 6) de la riboflavoprotéine du blanc d'oeuf de poule. 

V : volumes des effluents exprimds en litre . 
E : denslt6 optique B 280 m. 



-b- Sur le même support d'électrophorèse mis avec un tampon acétate 

d'moniuirz 0,05 17 de pH 4$45, 12 riboflavoprotéine et 1' apoflavoprotéirie du 

blanc d'oeuf se révèlent hétérogènes et on peut caractériser trois composants 

h m  la riboflavoprotéine et deux composants dmm l'apoflavoprotéine g celui 

dont la vitesse anodique est Ir plus faible est c o m m  à 13 riboflavoprotéine 

ct à l'apoprotéine t,andis que les autres possèdent des comportements diffé- 

rents. 

Lfélectrofocalisation confirnc cette hétérogénéité et permet de 

fixer à 3,95 ; 3*85 et 7,70 LGS points isoélectriques des trois composan-ts 

de 1s ribof lczvoprot8ine. 

La différence de coqortement électrophor6 tique entre la riboflavo- 

protéine et 1 'apoprotéine n'apparait pas en milieu alcalin et nous ne pouvons 

pas comparer nos résultats à ceux de ZAK et al. qui n'ont pas utilisé de ---- 
tcurpons acides et qui, dans ces conditions, n' ont constaté aucun changement 

significatif de la chmge électrique de surface lorsque la riboflavoprotéine 

du jaune d'oeuf est débarrassée de la riboflavine. 

-c- Saturées en riboflavine, la riboflavoprot8ine et l'apoprotéine du 

blanc d'oeuf possèdent, m k e  en milieu,acide des comportements électrophoré- 

tiques identiques. La riboflavoprotéine native, corne celle du jaune d ' oeuf 
dlailleurs, n'est pas saturée en riboflavine ; la fraction la moins anodique 

existe sous la fome dqapoprotéine et représente environ 50 p.100 des protéi- 

des. L1cl.ugaentation de la vitesse anodique des protéides saturés en ribofla- 

vine est en faveur de l'iiliplication du groupement @-min& des acides aminés 

basiques corne 12 lysine &ans la liaison riboflavine-protéine. 

C - PRCVPRI2'L'ES OPTIQUES 
-*--- >. .. ,- .,-.-.a- .-. - 

-a- Méthodes a 

Les courbes d'absorption de ln, lurnière visible ont ét6 détermin6es 

en cuves de 1 cm d'6paisseur avec des solutions à 0,5 p.100 ul de tmpon 

phosphate O, 1 T'i de pE 7, de riboflav~~rotéinc, d'apoflcvoprotéine et d'apo- 

flavoprot6ine sdxirée en riboflavine. Pour les mesuznes dans l'ultra-violet 

nous amns utilisé des solutions à G,O5 p. 1 00 ml. d eau a justées à pE 7, des 
nêmes protéides. 



La saturation en riboflavine a ét6 déterminée sur la base de la 

capacité de fixation de la ribof lavine par 1 ' apof lavoprotéine telle qu' elle 
est définie à la page 184. Après élirximtion p m  dialyse du léger excès de 

riboflavine, les protéides saturés ont été lyopliilisés puis analysés. ' O0 ont été calculés d'après Les coefficients d ' extinction [ , cm 
les valeurs obtenues aux divers ~ m k  d'absorption. 

-b- Résultats. --~-"..--....-- 

Les r4sultats quc nous avons obtenus sont rasseablds dans le 

Tableau XX (p.162). Ils peuveiit être r8smés de la mière suivante : 

-1- Sauf l'apoflavoprotéine qui n'absorbe évidement pas les radia- 

tions de la luaière visible, la ribof lavoprotéine et l ' ~pof lavoprotélne 
saturée en riboflavine grkentent deux 1;~-.." df absorption : l'un à 375 m, 

l'autre à 456 m. Cette propriété est comme aux flavoprotéides du blanc 

d'oeuf et du jaune d'oeuf', et les résultats obtenus par les auteurs s'accor- 

dent à l'exception de la longueur d'onde de l'un des a.xciaa pour laquelle 

RHODES et al. ont trouvé une valeur de 455, légèrement inférieure à celles -- --- 
de OS'I.ROlJ%I et al. et à la n6tre de 458 PB. Les coefficients d'extinction ----- 
que les auteurs précgdents nt ont pas précisés sont plus japortank à 458 m 

qu'à 375 na  et sont aux deux longueurs Cifoiide, plus faibles pour la ribofbvo- 

protéine que pour 1 ' apoflavoprotéine saturée. 
-2- Dais 1 fultra-violet, 1 ' apof lavoprotéine, la riboflavoprotéine 

et ltapoflavoprotéine saturée en riboflavine ne montrent qu'un seul pic 

respectivenent à des longueurs d'onde de 280 rn, 277 ncl et 275 nu, a.'iuquelles 

correspondent des coefficients d'extinction de 15: 18 et 20,4. 

-7- Le rapport entre le coefficient d'extinction à 280 m et celui 

à 458 nn est Ggal à 6,41 . Cette valeur peut être confondue avec celle de 6,5 
trouvée par ETROFJSKI et al. pour l e  fli3voprotGide du jaune d'oeuf. -----. 

20 - POUVOIR R O ~ T O I R E  WEC IFIQ.bT, 

Nous avons Etudié le pouvoir rotatoir spécifique à 546 nm, de 

solutions d ' apofl~voprotéine, de ribofbvoprotéine -tive et d ' apoflavo- 
protéine saturée en riboflavine. La saturation a été obtenue par addition 

de riboflavine a u  solutions d'apoflavoprotéine, juste avant les mesures, 

sans qu' il ait 6té necessaire dl élininer la riboflavine en excès ; les 

solutions aqueuses neutres de cette dernière possèdent en effet un pouvoir 

rotatoire négligeable. Les détemimtion:: ont été effectuées sur des solu- 

tions à 1 g de protéide pour 100 al d'eau, ajustées à ph' 7. 
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-b- Résultats. 

L examen du Tnbleau XX (p, 1 62) montre que 1 ' apof lzvopr otéine est 
plus lévome que la riboflavoprotéine, qui est elle n6me plus lévogyre que 

1 ' apoflavoprot6ine saturée en riboflavine. Ce résultat implique d' WC- part , 
quc la riboflavoprot6inc native n'eût pas saturée rjn riboflavine et d'autre 

pmt que la fixation du noyau de lfisonllo~;lzyne se traduit par une raodifica- 

tion de la structure co~~orrntiouünelle do la rioldcule et que la riboflavine 

interviefit la st~dcture tertiaire des flavoprotéines . 

-a- Co~me d'autres flavoprot6ines9 et corme celle du jaune d'oeuf dont 

elle possède les zlêclcs propriét6s en spectrophotométrie d'absorption, la 

riboflavoprot4ine du blaic d'oeuf provoque uî-i déplacement des bandes d'absorp- 

tion de la riboflavine de 373 m et 445 nn vers des longueurs d'onde plus 

longues. 

-b- Ln riboîlûvine pastici-pe à l'élaboration de la strucbe tertiaire 

de ln f ïavoprot8ii1e et 1 ' apoflmoprotéine peut donc être considérée comme 
une structure transconf om~tionnelle , ainsi qu ' en ténoigne 1 zugmentation de 
la lévorotation quand 12 riboflavine est détachée de la iliboflavoprotéine. 

-c- Ln valeur plus Îorte du coefficient dtextiizction et In vzleur plus 

faible du- pouvoir rotatoire spécifique de 1 ' apoflnvoprot6ine sctwl6e en ribo- 

flavine, par rapport à 1s. valeur des rllênes parcmètres de ln riboflavoprotéine 

native, conf irne que cette dcxiiière n ' est pas saturée en ribof lavine. 

-.- a..-*-4 .&-~.. , . 3 . - - -=.. ...-. . -.-- -"-.--- --. ~- 
PKYXIQVGS DE LA FLAVOPROTEEZ DG BLANC D ' OmJF. 
-.-W. - . - -"- d.. - - --- .-. - A --.- - -2-  -..-.--.. .-.-=- -- .-.--- "- -. 

De lf6tude des propric'te's physiques de la flavoprot6ine du blanc 

dl oeuf nous pouvons dégager les conclusions suivateü : 

1 0  - La msse nol6culaim de la riboflavoprotéine dii. blaiic d'oeuf est &gale 

à 32 000. Elle se distingue donc de celle de la riboflavoprotéine àid jaune 

d'oeuf qui a 6té fix6e à 36 000 PLV OSTROI\rSlCI et 21.. ----- 



20 - La ribof lavoprotéine et 1 apof lavoprotéine sont homogènes en électro- 
phorèse de zone en nilieu alcalin, et, dans ces conditions, possèdent des 

conportements identiques. En milieu acid-e au contraire, elles sont hétéro- 

gènes et se distinguent facilement l'une de l'autre ; saturées en riboflavine, 

elles montrent alors des diagames 6lectrophorétiques comparables. La frac- 

tion éI.ectrophorétique 1s noir= anodique est comme a m  deux préparations : 

elle représente 50 p. 100 environ des protéides totaux de la riboflavoprot6ine 

native et s'y trouve EUUS ln forac dtapoflavoprot6ine. 

OS'IRO\4SCI, WLX et KIiAiK!ZYK (473) et ZAK, WEBER et OS'IROITSKI (474) 
n'ont obs?rv6 aucun de ces shénonènes avec la riboflavoprotéine du jaune 

d'oeuf, mis, la ~oripar~aison de nos résultats aux leurs est m l  aisée, ces 

auteurs n'aycnt pas 6tudié le conportement électrophorétiqtic de leurs prépa- 

rations, en milieu acide. 

3 O  - La riboflavoprotéine du blanc dtoeuf possède les propriétés optiques 
&nérales des flavoprotéines, et de ce point de vue, ne se distingue donc 

pas de la riboflavoprotéine du jaune d'oeuf. 

En spectropnotoaétrie directe, olle déplace les brindes d'absorption 

de la riboflavine de 373 m et 445 m vers des longueurs d'onde plus longues. 

Les coefficients dl extinction de la ribof2nvoprotéine native, dans le lumière 

visible aussi bien que &XE l'ultra-violet, sont intermédiaires entre ceux de 

l'apoflüvoprotéine et ceux des flavoprotéides saturés en riboflavine. Ces 

résultats confiment l'insnturation de La riboflavoprotéine mtive. 

La spcctropolaruiiétrie conduit aux mêmes conclusions. L ' augmentation 
de plus de 50 p. 100 de ln lévorotation quand ln riboflavine est ddtûchée de 

la riboîlavoprot6irie Inplique que le noyau do l'isoallo~aine participe & un 

but de@& à la s-bructure ~o~om~tionnelle de la protéine. 

4 O  - De l'ensemble de ces coxlusions, il découle que les différences les 
plus mqmites entre les p~opriétés physiques des riboflavoprotéines du 

blanc d'oeuf et du jc'tune d'oeuf se rattachent à des 6lénents de la conposi- 

tion chiaique ; c'est dire que cette dissemblance va s'affirmer dtuls le 

pmagraphe suivant dans lequel nous alloiis mintenant exposer les résultats 

de nos recherches sur la composition chiuiquc des flavoprotéides du blanc 

d'oeuf. 



III - PROPRIETES CHD'IIQTXS ...... --- 

Trous envisagerons successivertent l a  conposition de 1,~ fraction 

glycaumique, 1 ' étude de la fraction srotidique, l a  composition en phosphore 

e.1; la  déternimtior  de la capacité de f i m t i o n  de la riboflavine. 

1 - COWOSITIOlY CEISIP:SIYï EN GLUCIDES. 
-.m.------ -. .- " ." - - > - L m - .  

-1- Les oses ilneutresg' ont bt6 dosés psr l a  n6thodc à ltorcii:ol ---- ........*.-....-. W. 

sulfurique de SILLf4A.NS e t  PHLLISI>I (475) modifiée par RIMIfJGTOlj (476). Les 

solutions de rrkférencc 2 200 fg dloses totaux p. 1 nl contemieiit du @lac- 

tosc e t  du n o s e  dans les proportions 1:7,5. 

-2- &CS ............................................... osa~incç  ont é t6  déterninées par la  &thode co lor id t r ique  

dlELSOT~J e t  F40RW? (477) modifiée par BELCIER e t  coll .  (478) . Elles ont é t6  

préalablement libérées par hydrolyse chlorh.ydriquc (321 4 B g 1 OO°C g 4h). 

-3- Lt:s acides sialiquev ont é t é  dosés par leu procédés colorhé- ............................................................. ". ..................... " 
t r iques B Ia CliplGnylcLuine de tEXW3R e t  ODET (479) e t  à l 'acide pdriodique- 

-mide thiobarbitvrique d f ~ ~ $ O F i l  ((280). Cette derniare &thode qui. n6ces- 

s i t e  13 liberntion proalable des acides sialiques n é t é  appliquée après 

hydrolyse enzymtique des l ia isons  sialosyls. TJous a-vons ut i l i se '  l a  neurûmi- 

nidase)' (3.2.1 ,le) extr,zitc de Clostridiun pcr f r inge~s  selon l e  protocole ---.------.-. -'-. ---.---* -----.-- 

cq8rirzic?ntctl sdi.~xit : 5 r : ~  de protéidc sont dissous dais O , ?  inl de t q o n  

acétate de sodim~ 0,2 de p1-i 5. A 0,4 al de cet te  solution on zjoutc 0,4 

rill de t m p ~ i î  ncztr:te e t  0,2 ml. d'une solution d'cnzync co:itenrtnt 4 unités 

de lTeur:minidase** Dzns ime autre =&rie  2- ' eqéricuices , l e s  protéides ont 

6th t r a i t é s  pcr  des qurziiti'c6s dlczzzyu~ 100 fo i s  plus ïa iblcs .  Lcs solutions 

sont incubées d ~ m s  u;i bain-&;'sic à. 37OC pendait des tenps variant dc O à 24h, 

puis additionnées d ' m  m l  d'acide p2ioaphotiliigstique à 5 p.100 e t  centrif&es. 

Les acides sialiques 1ii)érén sorh dos& sur 0,5 Ki. de ces solutiolis. 

......- .. .......... -.-. & _ ^  --..- -. >- ..--. -., --IL.--I-P.IL.l-"ll .---- "-.I.-.II--L.L--.u~---..""-~.-L."- 

* : Fouri~isseur : SIGIL1 CIEMICAL COJPBGKY - V1: - PT 3001 . 
3" 3 n c  unité de neuraninihsc l ibè re  une niumaole d'acide I\T-rzc6tyliieurn- 

minique par minute , i1 3 7 O C ,  de l n  nucine sub~ilrurillsire bovine. 



Nota : On vu'iifie au préalable que l e s  préparations de neurEtninidase sont ------ 
exemptes de neurclminyl-~*ldol~se (8-acétylneurmimte lyase 4.1 .3.. 3. ) en 

appliquant l e  procédé de GIBBOilTS (481) fondé sur la. recherche e t  l e  dosage 

de l a  11-acdtyIci,mnosamlne libérée. 

-b- Résultats. 

Les résul tnts  que nous avons obtenus sont rasseilblés dans l e  

Tableau XXT (p. 1 67)- Les v21eurs préserltées sont l e s  moyem-es de plusieurs 

séries de dosages cf f ectugs sur 1 0 écl?c.'wtillons ilifférents de flavoprotéide. 

A t i t r e  de conparaison nous avms indiqu6 l a  conposition du flavoprotéide du 

jaune d' ovuî, déterminée par Ob>TROWSKI e t  cl. (482). 

Les compositions en glucides des flavoprotéides du blanc d'oeuf 

e t  du jaune d'oeuf sont t r è s  d i f f é r e ~ t e s .  La vcdeur  LI rapport oses "neutres" 
---=------ 7--.-.*----m"...---.. .L--.4-..a. ----du--- 

/ ---------- osanines e s t  particulièrenent démonstrative B ce t  ébwd : e l l e  es t  chez 

l 'un, lli.nverse de ce qu 'c l l e  vaut chez l ' au t re .  

La teneur en acide sialiquc é t ab l i t  un autre caractère d i s t inc t i f  : .--.---.--*--.-.-.-=-.-*, 
nulle dans lj flavoprotéine du jaune d'oeuf', e l l e  e s t  &gale à O,9 p, 100 dans 

la riboflavoprotéine du blanc d'oeuf, aussi  bien avec l a  &thode à l a  diphé- 

n y l d n e  de 1~~ e t  ODIN qu'avec l e  procédé à l ' ac ide  th iobasb ik ique  

d t ~ ~ O ~  après liydrolyse par l a  neuraainidase. Cette dernière l ibère  l o  

t o t a l i t é  des acides sial iques après 2 heures d'incubation dans l e s  conditiom 

expérimentales employées, avec l e s  proportions enzjme - substrot : 4 U*- 4 mgn 

Quand l e  rapport enzyme / substrat e s t  fa ible ,  (0,04 U+ dtenSyrne pour 4 m g  de 

substrat),  0,37 p. 1 00 seulenent d'acide sial ique est l ibér6 après 24h. d'  incu- 

bation à 37OC du aélange en rdaction, Sans addition d'acide phosphotungstique 

qui inhiberait  l ' a c t i v i t é  de l ' e n z p e ,  après 4 jours de dialyse B SOC contre 

l e  tanpon acétate, puis dialyse co~i t re  1' eau d i s t i l lEe  e t  lyophilisation, un 

indosé de 0,50 p.400 d'acide aialiquc a pu ê t r e  déterminé par la  méthode à Ir? 

diphénylmiiie , 

Il f m t  remarquer enfin, que 1 ' apof l~voproté ine  , contielit un peu 

moins d'acide sialique que l u  riboflavoprot6ine native. Ce résu l ta t  peut ê t r e  

rapproché des observations que nous avons f a i t e s  &zns no-tre étude électro- 

phorétique. Il confirraerait l ' ac t ion démturmte de l a  CT'i-ccllulose dont 

une l6g5re act iv i té  s id idas ique  pourrait expliquer 1 ' absence dans 1 ' apo- 

flavoprot6ine, de 12 f rac t ion  6lectrophorétiqu.e R3, l a  plus anodique de la  

riboflavoprotéine (voir f i g w e  46 ; p. 1 57). 

Afin de vé r i f i e r  s i  l 'acide M-a~étylneur~wiûliquc f a i t  bien p m t i e  

intégrante des flavoprotéines du blanc d'oeuf nous avons étudié leur compor- 

tenent électrophorétique après hydrolyse par l a  neu rdn idase  . 
* o U = unités. 



Tribleciu XXI 

Conpositions centksimaie et molaire* en glucides de la -0- 

protéine du blanc dl oeuf et de la flavoprotéine du jaune d'oeuf. 

Flavopr O t é ine c l 3  ~lavoprotéinc du 

COPPOSITIO~t Crn~VESIT~!&E --".------.-_--.-.--.~--- .-.-.- 
Oses "neutres" 

146thode à l'acide 
thi~b~wbiturique* 

Oses "ne~itres"/~s~es 

COBPOSITIO?T l L I O L A ~  _-____ 

IJ-acétylglucos~ainc 

Acide 11-acBtylneuramic~que 

* Pour des niasses moléculaires de 32 000 p m  12 flavoprotéine du blanc 

d'oeuf et de 36 000 pour ln flavoproteine du jaune droee. 

" Aprbs h~vd-rolyse par la neuraxbidassc suivmlt tee conditions expérimen- 

taies décrites à la page 165 (4 mg de protéide pour 4 unités d'enzyme.) 

*+* Dans 1 ' apoîlavoprotéine . 



20 - ETUDE ELECTROPHORETT.0.~ DES HYDROLYSBTS ITEURANINIDASI0,U.S DE LA 

-a- E4éthode appliquée. ------------...-- "-- 
Quatre ?ng de protéide sont dissous dans O, 1 m l  de tampon acétate 

de sodium 0,2 M ajusté  à pH 5 e t  contenait 4 unités ou 0,04 unité de neura- 

minibse. Les solutions sont incubées dans un bain-mwie à 3 7 O C  pendant 1 Sn 

puis soumises à l 'analyse 6lectrophorétique s7m acétate de cellulose. 

-b- Résultats e t  discussion, -----.----------- 

Que ce s o i t  avec l e  tampon véroml de pH 8,65 ou avec l a  solution 

d'acétate d t  m o n i m  de pH 4,45> los  électrophorèses de l a  f igure 48 a (p. 169)) 

révèlent quu l'hydrolyse PCV l n  ncuraminidase confère à. l o  riboflavoprotéine 

eL à ltapoz"lavoprotéine des comportements identiques e t  raoins anodiques en 

annulant t otdement leur hétérogén6ité a La. flavoprotéine du blanc d oeuf 

colitient donc bien de l l ac idc  s i d ique ,  ce dernicr part icipe pour me par t  

inportai te m coqorteaent anodique e t  doi t  6 t re  i-pliqué d m  l e s  différences 

de mobilit6 des protéides qui composent l a  flavoprotéine. Le f a i t  que ce t t e  

dégradation peut s ' observer aussi bien sur  l e s  électrophorèses effectuées 

avec un tampon a lca l in  qu'avec un tampon acide, nous peïaet d'  d tabl i r  sans 

mbiguité uns dist inction nette entre l e s  flavoprotéines du blanc e t  du jaune 

d'oeuf. Cette dernière, en effe t ,  selon ZPSC e t  al. ne contient pas d'acide ----- 
sial ique e t  1'21ydrolyse par l n  i~cur~minidase lie provoque 3,~xcun changement de 

la mobilité élcctrophorétiquc. Toutefois, la  figure 48 b (p.269) nontrc que 

l'emploi de concentrations fa iblcs  en enzpe  (qui ne l ibèrent  qu'une par t i e  

des acides sialiqucs des flavoprotéides du blam d'oeuf, corne nous l'avons 

vu préc6dement) ne s e  traduit  par  aucm changenent de l n  vitesse des prot6i- 

des en électrophorèse avec l e  tmpon vérolml de pi3 8,65 e t  qu 'e l le  ne modifie 

que légbrement lc? vi tesse  des bandes l e s  plus anodiques, en blectrophorèse 

avec l e  tampoui oc6tate de pli 4,45. 11 n t  e s t  pas impossible que l e s  cuteurs 

précédents s e  soient trouvés dans un cas analogue en conduisant leur kvdro- 

lyse  à S O C ,  Mous reviendrons sur ce t te  question dans la  discussion des 

résul ta ts  concernant l n  composition nolaire en acide s i d i q u e  des flavopro- 

teides de l 'oeuf .  

3 - CONPOSITIO?I PIOLBIWE Ei\I GLUCIDES, ----- I-I-.L--- .- .--. _I--<-.-I-"DI-"YCP--..-II 

-a- Identification des oses cons-kituaiits l e  groupenelrt glycaumique. 
-31- -... - Y--. .---~_.- IP-Y."--.UII-I.-.~---"-~*~.L-LIL* .------Il.-.. -. 



Fiure 48 
Electrophorèses sur acétate de cellulose en tampon dronal et en tampon 

acétate d'ammonium de la ribof lavoprot6ine (RFP) , de 1 ' apoflavoprotéine (UT) 
et des deux proteides hydrolysés par la neundnidase (RFP-N ; AJ?P-N). 

-a- 4 unités d'enzyme pour 4 mg de protéide. 

-b- 0,04 unit6 d'enzyme pour 4 mg de protdide. 



-1 - Les oses "neutres9' -.----a- *-.- ont é té  ident i f iés  au galactose e t  au 
=*.A -.-Ld-A*- -.- 

-ose par chronatographie sur papier d,ms l e s  systènes solv=ts : 
----Cm-- 

- il-butanol / acide acétique / eau (4: 1 : 5) 

- pyridine / acétate d'éthyle / eax (1 :2:2) 

Le dosage chromtographique des oses "neutres" selon l e s  procédés 

de DAIPE (484) modifie e t  de MONTREXIL (485) modifié, nous a permis de f ixer  

l e  rapport molaire mtznnose / galactose à ?,S. 
a---* .-.. 

-2- La f i o v e  49 (p.171) montre que l'Qlectrophorèse en t w o i l  

borate de l l o s d i e  N-réac6tylée selon l e  procédé de ilOSEI4A3 e t  LUDOITEG ---.-.--.. .---.a .- ,----.--.-- 
(486), pernet de cmactériser  l a  présence do B~~cé tg lg lucosmine  

-3- Nous n'avons pas déterainé l n  nzture de l 'ac ide  sialique. ---- .......------ a----- 

Toutefois, sa l ibération t r è s  rcpide par hydrolyse newcwYIL&sique ( l a  

l ibération des acides sialiques e s t  to ta le  au bout de 2 h d'incubation quruld 

4 ng de protéide sont t r a i t é s  par 4 m t é s  dl onme) pemet de supposer avec 

une grande probalité, corne l ' a  nontr8 SPIK (487) q ~ . ~ i l  s ' ag i t  d'acide ----- 

-b- Conposition molaire en glucides de b. r ibof l~.~oproté ine .  --. >. .--.,-, .I.-.-."I.I-..-L.l"-..~-". .L-.IIYIIII-.II----L---l .. 

Sur ia base de 12. connaissance de l a  coriposition centésim2.e en 

glucides e t  du rapport r-~olaire m.irnosc / galactose cl 'me part  e t  dluilc 

vdcur  de 32 000 de la msse  noldculair:, d'autre p,wt, nous avons calculé 

l e  nombre de résidus des différents oses présents dans l n  ribollavoprotéine 

dont nous donnons l a  coraposition d,ms l e  2übleau XXI (p. 167). 

Les difÎdrences que nous avons relevées B propos de la conposition 

centésin~tlle en glucides entre l e s  flnvoprotdines du bl'mc d'oeuf e t  du jaune 

d ' oeuf, s ' nff l lncnt  i c i .  

-1- S i  l a  glucosaine e s t  comune aux deux flavoprotéides, celui  -*--..--~-. 
du blanc d ' oeuf contient 8 résidus de plus que son homologue du jaune 

d' oeuf. 

-2- Les deux protéides contiennent du galactose e t  du mannose mis 
.----.-.-Y----"---------.----IY.I."-. .-a----.- 

en proportioils e t  en nonbres t r è s  diff6rents. En outre, l a  flavoprotéine du 

jaune d'oeuf renferme du glucose et du fucose q u i  n'existent pas ~~ l a  

Îlavoprotéil?o du blanc d ' oeuf. 



Figure 49 

Comportement électrophoré tique de la N-acé tylosamine obtenue par 

N-réacétylation de 1' osamine libérée par hydrolyse chlorhydrique ( H C ~  4N ; 

100°C ; 4h) de la riboflavoprotéine du blanc d'oeuf (RFP). Electrophorèse 

effectuée en cuve "en toit" en tampon borate de pH 9,2 ( solution de tétraborate 

de sodium h 1 g p.100 m l ) ,  à 10 ~/cm, pendant 4h. Révélation par la réaction 

d'EHRLICH "indirecteM. T : solution témoin de N-acétylgluconnmins (GlcNAc), 

de N-acétylgalactoaamine (GalNAc) et de N-acétyimannosamine ( ~ a n ~ h c )  pures. 



-3- La riboflavoprotéine totale du blanc d ' oeuf contient 1 résidu -------- 
dl acide N-acétylneur~que par nole de msse moléculaire 32 000. Toutefois, 
L-I--Y~III-I-I---IPY_s---------- 

la suppression de l'hétérogén6ité électrophorétique après 12 libération totale 

de l'ncide sialique par hydrolyse nemUdasique pemet de supposer que le 

nombre de rosidus n'est pas le mêne dans les différentes "espèces" noléculaires 

que nous avons ccmactdris6es. L'isolement de ces dernières pemettrû. d.e préci- 

ser ce point, 

Que ce soit après h;ydrolyse sulfurique, trichloracétique ou neura- 

minidasique, OSTliOWSKI et al. nlont cnractérisé qu' entre 0,32 et 0,50 mole ----- 
d'acide sidiquo par mole de flavoprotéine du jaune d'oeuf. Ce réstiltat 

ambigu a conduit les auteurs à attribuer cette présence à une légère conta- 

mination de leurs prépamtions par d'autres protéides de l'oeuf, riches eii 

acide sialique. Nos recherches sur la composition en acide sialique de la 

flavoprotéine du blmc d'oeuf nous pemettent de proposer me autre inter- 

prétation plausible à ces résultats aberrants. Nous avons vu en effet, que 

la neuraninidase utilisée dans des conditions éloignées des conditions opti- 

males d'activité, ne libère que 0,4 résidu d'acide sidique par mole de 

riboflavoprotéine et que cette libération déficitaire ne se traduit par 

aucun changenent appréciable Z n  électrophorèse dans des conditions expéri- 

mentales voisines de celles employées par OSTROIEKI et al. (voix la Figure 

48 9 p.169). Ces auteursjqui ont conduit l'hydrolyse neur~cïasique à S O C  

ne précisent pas en outre s'ils ont Qtudié la riboflavoprotéine ou l'apoflavo- 

protéiinc?, obtenue p= filtration do la riboflavoprotéine sur gel de Sephadex 

G 25 avec m e  solution d'acide citrique de pH 3. Si cette dernière possède 

une actikité sialidasique sur la riboflavoprotéine du jaune d'oeuf, comme la 

Cr.1-cellulose avec le tmpoii acétate d'ammonium en possé.de une sur la ribo- 

flavoprotéine du blanc d' oeuf, les faibles teneurs en acide sialique trouv4es 

par les auteurs, nl€ine après hydrolyse acide deviennent explicables. On peut 

s 'étonner d'ailleurs, que les protéides cont-ants nis en cause, n'aient 

pas pu être décelés par l'ax~lyse imnuno-électrophorétique que les auteurs 

ont appliquée avec beaucoup dc précision et dont la sensibilité devait être 

accrue par l'emploi d'immun-s&ums obtenus par injection à des lapins, de 

leurs préparations de flavoprotéine . 

-1 - Cornle son liomologue du jaune d ' oeuf, la flavoprotéine du blanc 
d'oeuf est une glycoprotéine dont nous avons poilr ln première fois déter- 

miné la composition du groupement glycannique, au nivecu duquel se situent 

les pricipales différences entre los deux protéides. 



En effet, la flavoprotéine du blanc d' oeuf se distingue de la 

flavoprotéine du jaune d'oeuf par ll,zbsence de glucose et de fucose, pax 

la présence d'acide sialique, par un rapport oses "neutres" / glucosamine 
inverse et par un rapport molaire mnnose / galactose distinct : égal à 3,5 

dans la première, il est voisin de 1 dans la seconde. 

-2- Le taux plus faible d'acide siaiique dans l'apof~voprot~ine 

indique une activite légèrement sijLidctsique de la CPS-collulose. 

-3- Lf&drolyse par la neuraminidase modifie totalement le comportement 

électrophorétique des flavoprotéides du blanc d'oeuf. Les acides sialiques 

font donc bien partie int6pante des molécules et doivent être impliqués dam 

la vitesse anodique des protéides. 

L1 hydrol yse totale des liaisons sialosyls , supprime, en outre, 
llhétéro&néité en électrophorèse à pl3 4,45. Ces résultats sont en faveur 

de la présence dans les différents composants du flavoprotéide du blanc d'oeuf, 

d'un nombre &'autant plus grand de résidus d'acide N-acé~lneuraainique que 

leur vitesse anodique est plus grande, 

Ces conclusions &ablissent une distinction nette entre nos r6sul- 

tats concernant les flavoprotéides du blanc d'oeuf et les résultats obtenus 

par CXSTROi7SK1, ZhI( et ICRAIJCZYK avec le flavoprotéide du jaune d'oeuf. Ce der- 

nier en effet, ne contiendrait pas d'acide sialique et llhydrolyse par la 

nemaminidase serait s m s  effet sur sa mobilité électrophorétique. Nos Btudes 

chimiques et électrophorétiques des hydrolysats neurUdasiques des flavo- 

protdides du blanc dtoeuf, nous incitent cependant à penser que los flavoprc- 

téides du blanc d'oeuf et du jaune d'oeuf sont, du point de vue de la. coorposi- 

tion en acide sialique, moins différents que les résultats le Laissent paraître. 

Il est possible en effet, que lcs protéidos étudiés prjr OS'iROWSKI et al. aient ---- 
été partiellemnt dénaturés OG que leur hydrolyse e~1~yl;l;tique nt=tit pas &té 

totale. Dans de telles conditions, nous avons montré que les flavoprotéides 

du blenc d'oeuf ne s~bissaient aucune nodification appréciable de leur vitesse 

électrophoré tique, lorsque les modalités de 1 ' électrophorèse é taient sembla- 

bles & celles employées par les auteurs. 

l'Tous avons étudié les compositions centésimale et molaire en 

acides aminés et déterminé les acides aminés IJ- et C- terminizux. 



1 O - D T I O  DES COKPOSITIONU CEHTESDKLE ET TiOLAIRE &T ACIDES ANINES., I.---I1-IY II_. ..-- ----- .-.- - ---. .-S.-. .--- " .-.I".-----II-----PI--I.--O 

-a- 14éthodes. ---- 
Les acides aminés ont été déterminés dans la riboflavoprotéine, 

paér chroncltographie à lfAuto4yseur Technicon après une hydrolyse chln- 

rhydrique . 
Le ~ t o p ~ e  a été dosé selon la méthode colorimétrique de 

SPIES et VmRS ( 4 ~ )  d'me part et simultanément avec la tyrosine par 

la méthode spectrophotométrique de GOODTfIN et ITORTOX (489) di autre part. 

Nous avons appliqué cettc dernière méthode h I'apoflslvoprotéine, à la ribo- 

flavoprot6ine native et saturée en riboflahe. 

-b- Résultats et discussion. ----*---.----------.------ 

Le Tableau- XXII (p.175) permet de comparer nos résultats à ceux 

obtenus avec la flavoprotéine du jaune dl oeuf p~ar  OSTROIJXI, ZAX et KiWdCZYK, 

pour la composition centésimale, et le I'ableau 1x111 (p. 176) à ceux récemment 

publiés par FNIFELL et al. (490) pour la composition molaire de la riboflavo- 
-a-- 

protéine du blanc d'oeuf. 

Nos résultats sont en bonne conformit6 mec ceux de FARRELL et al. 
----*----------"------------,------------ ----- 

sauf pour les teneurs en acide glutamique, en méthionine et en valine, pour 

lesquelles nos valeurs sont nettement supérieures. Ceux sont ces mêmes vdeurs 

qui distinguent les f?lavoprotéines du blLmc d'oeuf et du jaune d'oeuf qui p,u. 

ailletirs présentent des compositions très voisines. 

Les tenems en tyrosine et en tryptopbme ont retenu plus parti- ----.-------..------.-"--. =*------=-------.--%-~>---**- -.--- 
culièrement notre attention, 

Au cours des dosages ~~ectrophotonétriques du tryptophanne qui 

permettent la déterinination slnultm6e de la teneur en tyrosule, nous avons 

constaté que ptr ce procédé 4?54 résidus de tyrosine seuleiient étaient titra- 

bles, alors que 172mlyse chromatogm,phique à ~'ALI~o-analyseur en détectait 

12. Or, la méthode spectropho$onétrique ne si applique que dans le cas où les 

groupes phéi~oliques de la tyrosine, présents dans une protéine non hydrolysée 

sont entièrement ionisés. Nous pouvions donc éaettre l'hy-poth'ese que dans 

la riboflavoprotéine, sur les 7 ou 8 résidus de tyrosine non titrables, 
un DU plusieurs étaient impliqués dans la liaison de la protéine 



Tableau >XII 

Conposition en acides mines  des riboflavoprotéines du blanc e t  

du jaune d'oeuf de Poule eïrprhée en g de résidus d'acides &nés p.100 g 

de protéides, 

i'ature des 
acides WIQS du b h i c  d'oeuf 

Résultats personnels 

Acide aspa.rtiquc 

Acicle glutanique 

Arginine 

Histidine 

Lysinc 

Aimxine 

Cystiiie / 2 

Glycocolle 

Isoleucine 

Leucinc? 

146 thionillc 

Phénylalanine 

Proline 

Sérine 

Tlnréonine 

-top-e 

Tyrosine 

Valine 



Tableaü XXZII 

Composition nolaire-;+ en acides minés de la riboflavoprot6ine du 

blanc d'oeuf de Poule. 

acides minés 

Acide as~artique 

Acide glutamique 

* : Pour unc i~zssc rzoldculake de 32 OOOa 



avec l e  n o ~ ~ a u  iso331o;razine corne c ' e s t  l e  cas pour d'autres flavoprotéines, 

e t  que l e s  autres é ta ient  msqu6s conme Le sont toirtes l e s  tycosines de 

lfoo;zlbmne e t  7 sur 12 dans l a  conalbumine. Pour & r i f i e r  ce t t e  dernière 

hypothèse, nous avons appliqué la rdtnode spectrophotodtrique à l'apoflavo- 

protéine, à 7;t ribofhvoprot8ine native e% saturée en ribof lavine. 

Les résul ta ts  qcc nous avons obtenm sont rasseriblés daas l e  

Tableau XXIV (p. 1 78) . On voit  que 12. teneur en tryptophar~e e s t  constante 

dans tous l e s  cas, a l o r s  que l e  nombre de résidus de tyrosine m i e  avec l e  

taux de r ibofhv ine  fixée. LI apoflavoprotéine contient 6,3S résidus t i t rables ,  

l a  riboflavoprotéine native $,Y4 e t  l a  r i b ~ f ~ v o p r o t é i n e  satur6e en ribofla- 

vine seulement 0,98. La riboflzvoprotéine native nf  e s t  donc pas saturée en 

riboflavine e t  l a  f ixat ion du noyau de l ' isoalloxazine nodifie considérable- 

rxnt  l a  structure confomationnelle de la protéine. 

TJne anomalie flagrante a p p a a i t  c e p e n h ~ t  : sur le:: 9 B 12 résidus 

de tyrosine suivant l e s  auteurs, doséa après hydrolyse chlorhydrique, 6,32 

seulement soiik detectables spectrophotondtriquer~ent dans 1 ' apoflavoprotéine. 

l!Ithc dans c e t t e  dernière donc, l e s  poupes phénoliques de toutes l e s  tyrosines 

nc sont ionisables e t  l e  ddpart de la  riboflavine ne "déplierait" qu'une 

par t ie  de l a  protéine qui aurai t  une structure glo.bulaire en pelote serrée. 

20 - DETERPIIXATIOK DES ACIDES UIITuTS ib ET C- TEEJ~ImuX. ---L..I-.l--- l--ll.----"I-- -LII..II--.-I-.UI" -̂--)I 

-a- Ln dinitrophénylation :ita ~ermi-s de caractériser  stucwi acide ami116 --------.-...--.------ 
en position fiT- ternincle dais l a  riboflavoprotéine du blanc d'oeuf. Ce r6sul- 

tat constitue une nouvelle différence avec la riboflavoprot6ine du jaune 

d'oeuf qui possède un acide o.ainé N- t eminz l  : l ' h i s t i d i r~e .  
-..-*.---------- 

-b- L 'hy-drazinolyse qilt ûST2OTJSKI e t  a l .  n t  ont pas appliquée & l n  ribo- ------- 
flavoprotéiiie du jaune dl oeuf, nous s pemis d'  ident i f ier  1 'acide nniné C- 

terailml de l n  riboflavoprot6in.e du blanc d'oeuf à l13cide  glutzuique. 
----= .- .- ...----- --- 

-1- Iles conpositions en acides anines des flavoprotéines du bla ic  d'oeuf 

e t  du jaune d'oew? sont t r h s  voisines. Il s'agit de protéides riches en acides 

minés dicarboqliques. Les teneurs en acide glintaliqus, en néthionine e t  on 

valine pourraient constituer un nouveau cmactère d i s t inc t i f  s i  e l l e s  étaient 

confirnées, c a r  c ' e s t  Èt leur propos que nos valeurs ne coiicordent pas avec 

cel les  de FUü33L e t  a l . .  
-m.=.-- 





-2- Les protéines des deux flavoprotéides de l'oeuf se différencient 

en tout cas p a  1 ' absence d'acide 'aminé N- terminal dans la ribof lavoprotéine 
du bknc c i f  oeuf et par la présence d'histidine à la même elrtrénité de la 

flavoprotéine du jaune d'oeuf. 

L'acide aminé C- terminal qui n'a été recherché par les autews 

dans la flavoprotéine du jaune d'oeuf, a &té identifié à l'acide glutamique 

dans celle du blanc d ' oeuf. 

-3- La riboflavoprotéine saturée eii riboflavine et non hydrolysée ne 

possède qu'un seul résirlu ionisé de tyrosine accessible au titrage spectro- 

photométrique SLT les 9 à 12 présents dans la. protéine. Parmi les résidus 

non titrnbles, uui 0% plusieurs sont probablement iqliqués dans la liaison 

ribof ladne - protéine, et les autres, vraisemblablenent enfouis à 1 ' inté- 
r i m  des molécules au #oisina&e de groupements hydrophobes qui les rendent 

iimcessibles au solvant. L'extraction de la riboflavine provoquerait une 

modification suffisment importmto de la conformation de la protéine pour 

démasquer ces résidus, les rendre accesaibles 2i la phase aqueuse et permettre 

le départ du proton dissociable des groupes phénoliques de la tyrosine qui 

deviennent ainsi détectablea en spectrophotométris directe. 

Ces résultats sont en accord avec ceux tirés par OX'jfRO\JSKI et al. ---- 
de 1 ' Ctude des courbes de titrage potentiométrique de Ia ribof lavoprotéine 
et de llapofla,voprotéine du jaune d'oeuf. Associés aux résultats de notre 

étude spectropolûrh6trique, ils confirment lfid6e générale selon laquelle 

les flavines modifient d'une fa~oii très marquée la coilformation spatiale des 

apoprotéines. ( G n  p2ut sc reporter à ce sutjet aux reclierches de KOWI, M I  

et YllGI (494) et de YAGI, IUOI, et KOTAKI (495) sur la D-amino-oxidase). 

La totalité des résidus de tyrosine n'est cepenbt pas "libéréef' 

quand ln riboflavine est extraite de la riboflavoprotéirie. Ce résultat nous 

permet d16aettre llhypothèse que la structure confo~tionnelle d'une partie 

seulement de 1 ' apof iavoprotbine du blanc dl oeuf est influencée par la prdsence 
de la riboflavine. 

C - COIPOSITIOFJ EN PHOSPHOKE:. ---.---------------------.-- 

Nous avons dosé le phosphore dans la riboflavoprotéine ct dam 

lrapoflavoprotéine après minéralisation par les acides sulfurique et per- 

chlorique d'une part et après hydrolyse enzymatique d'autre part. 



DLms l o s  gér ié ï~ l i t és ,  nous avons VU que EIODES e t  al. avaient i so lé  ---- 
deux apoprotébes e t  que s e l ~ ~  ces auteurs l a  présence de ~ior~bres différents 

de r6sidus lfplioaphorylefl dans l e s  d m c  protéides é t a i t  responsable de l eurs  

coqo r  tenents chromtogmphique e t  électrophorétique dist incts.  afin dc véri- 

f i e r  ces résul'tats, nom avor,s :tudi6 1-e conporteiefit électrophorétique de l a  

riboflavoprot6ine e t  de lfapoflavoprotéine déphosphorylées par l a  phosphatase 

acide. Pou1 que ce t te  étude électroplior6tique pot ê t r e  intarprétable, il 

f a l l a i t  nous assurer que 1 ' hgclrolyse des l iaisons "phosphorylc" é t a i t  to ta le ,  

C'est pourquoi nous avons suivi  l a  cinétique de l ï n é ~ ~ t i o n  du phosphore SOUS 

l ' a c t i on  de l leyluze.  

-a- Le pliosphore n é t é  dosé p r  l a  ~ é t h o d e  c o l o r ~ é t r i q u c  $'ALLEiJ (436). 

-b- L'iiyClrolysc enzymatique a é t é  coriduite selon l e s  coriditions expéri- -.--"----*--"----------.------ 
nentales générales de SPJELL e t  SNELL (497), 25 m g  de protéide en solution 

dans 7,5 ml dc tmpon acétate de sodium 0,05 M de pH 5,5 oiit é té  additiouids 

de 1300 unités de phosphatase acide de germes do blé* (orthophosphoric 

1110noester phospholiydrolase : 3.1.3.2). Les solutions ont é té  dialys6es contre 

l e  tmpon dans un bain-nlarie h 3 7 O C .  Toutes l e s  heures, pcndmit 10 heures, 

des fractions aliquotes de 10 ml ont été prélevées e t  l e  phosphore dosé. 

Pour l e s  études électrophorétiques, après 7 heures d'incubation, 

l e s  hydrolysats ont 4té dialys& contre eau d i s t i l l é e  e t  lyophilisés. Des 

solutions ii 5 p.100 des protéides déphosphorylés ont ét6 sowises  à l lanalyse  

électrophorétique sur acétate dc cellulose avec l e s  tanpons véronal de pH 

8,65 e t  acétate d'azmoriimi de pE 4,45. 

-2- Cor~po=itions c ~ l i t é s ~ l e  e t  iiiolr-ire eii phosphore, --.-- "* . .Ab-.- --*- "- <- -- - ~ .  ...-- -.."-=-a--.- ". ... 

Les rCsultats que nous damons :.ci, résultent  de 6 sé r ies  de dosage 

effectués sur 5 éci-ztntillons diff éreiits de riboflavoprotéine e t  5 échantillons 

différents d1 apof lavopr ot8ine. 

---...-..-- -...--.""-.~---~ -.- ..-A-. "----.Dl "- -- - -.-.-.- -- - *_._ -_-_-. . _-. .*" . -----.--.------ 

* : Fournisseur o I'IILES LABORATORLES, INC. Code no 33-01 4 

Une unité de phosphatase aumente de 0,5 l a  densité optique à 430 m, 

après incubation avec l e  substrat : p-nitropl-iény.1 phosphate, à 3 7 O C ,  pendait 

15 m. 



D a n s  tous les cas, indifféremment avec la riboflavoprotéine et 

l'apoflavoprotéine, les vdeurs que nous avons trouvées &taient conprises 

entre 0,7G p. 100 et 0,82 p. 100, soit 8 résidus de phosphore par molécule de 

msse noléculaire 32 000. 

La fime 50 (-p.I@) noctrc en outre que la libération des groupes 

"phosphoryle" est totale zprès 5 h d'incubation, aussi bien daas le ccs de ln 

riboflavoprotéine que dans celui de 1 ' i-poflavopro téim 

-b- Etudc élcctrophorétique de la riboflavoprotéine et de ltapoflavo- -.-------"--.-------------- -----d--<..L---------------.------.-- 

protoinc déphos~horyldes. 
-IU-_..IFI.UII=>PI-I.- ..-- & .-_)------ 
L1l~yd~olyse par la ~hosphoiiionoest6r3se dininuc considérablenent 

la vitesse anodiquo de la riboflnvoprot6ine et de l'apoflavoprotéine cornie 

en témoip-nt les électrophorèses rcpr6sentées à la figure 51 (p. 183). On 

remarquera en outre, que sur les électrophorèses effectuées avec le tmpon 

ac6tate dlmoniun 0,05 de pH 4, 45, les deux protéides ont conserd leur 
h6térogén6ité , bien que dans les conditions expériillentales que nous avons 
décrit es, la libération des résidus "phosphorylett ait été totale. 

-7 - ;?os résultats confiment ceux de RHODES et al. (498) quant à la ----- 
teneur en phosphore de la riboflnvoprot6inc du bl,mc d'oeuf qui contient 

0,8 p.100 de phosphore soit 8 rosidus par mole de noléculaire 32 000. ---.------------------- 
Cette ~&leur 6 tablit un nouvecu caractère distinctif avec la. flavoprotéine 

du jaune d'oeuf qui n'ai renferme que 0,2 p.100. 

-2- Ln d6phosphoryl~~tion des flavoprok6idcr: du blanc d'oeuf nodifie 

leur coqortexlent 6lectrophorétiquc, mis n'annule pas leur hétéro&néité. 

Ces résultats infiment les conclusions de MODES e t  al. d'après lesquelies 
...m---- 

1 ' hétérog6néité do l ' apoflavoprotéine serait due :?i la présexce de mbres 

différents de r6sidus "phosphoryle" daas les deux ilpoprotéines. Il faut 

rappeler d'ailleurs, que ces auteurs ont peut-être compm6, à. une époque 

où les t ec!miques chromt op~phiques et électrophoré tiques étaient noins 

élabo~ées qu' aujourd ' hiu, d-eux préparations dorit 1 ' une pouvait être dénaturé% 
corne nous l'avons VLI dam notre étude des methodes de prépctrc?tion de 

1' apoflavoprotéine. 



Temps d'incubation en heures 

Mgure 50 

Liberation enzymatique du phosphore de la riboflaPopmt6ine (-) 

et  de ltapofiavoprot6ine (---------.-- ) du blanc d'oeuf par la phosphatase acide de 

germes de bl6. 

Pour les oonditions expérimentales, voir l e  texte A la plege ta. 



Figure 51 

Electrophorèse sur acétate de cellulose en tampon véronal et en 

tampon ac6 tate d'ammonium de la ribof lavopro téine (IUT),  de 1 apof lavoprotéine 

(AFP) et des deux protéides déphosphorylés par la phosphatase acide (RFP-P ; 

m-P) . 



D - COMPOSITION CENTESDaf f  ETJ RIBOFLAViNE DE LA 

RIBOrFLAVOPROTE~ ET CAPACIm T O W  DE FIXATION 
---a ---. .. , -W.--  .- ..a, --a-- .. a-2 --*----*-"*-----*--.-- 

DE LA, RIBOFLAVLNE. 

La riboflavine a Qt6 dosde par deux néthodes d i f f é r a t e s .  +- La méthode nicrobiologique de SlEU e t  STRONG (499) u t r l i s aa t  ".--.*-----------------~- -"*---- 

Lactobacillus caséi  corne Jiiicrobe réact i f  n été enployée pour doser l a  
U-YUYIL.U--L.I-WIC---- 

riboflavine dam l a  riboflavoprotéine native dlunc part e t  dans l1apoflavo- 

protéine saturée en ribof lavine, après diaïyse e t  lyophilisation d' aut rs  part.  

-b- Lc  néthode spectrofluorindtrique de dosnge de l n  riboflavine l i b r e  -----.-.--.----.----- 
de B E S m  e t  al. (500) a é t é  u t i l i s ée  pour déterminer la  capacpité de f ixation 

de l a  riboflax5m par la riboflavoprotéine e t  1 apoflavoprotéi~e, 

avant e t  après hydrolyse pax 2.a phosphatase e t  par l a  neurctr;linidase. 

Pour appliquer ce t t e  méthode nous avom m i s  h prof i t  l a  propri6t6, 

bien n i s e  en évidence par RHODES e t  al. (501 ) que possède 1 tapoflavoprotéine ----- 
dl éteindre totalement l a  fluorescence de l n  ribof lc?vine combinée à e l le .  

Un rrl d1une solution coiitennnt un poids p de protéides, parfaitenent connu 

e t  vois in  de 1 ng par r i i  de tampon acétate de sodim 0,05 W de pH 5,5 e s t  

additionné d'un nl d'une solution r e n f e m n t  20 fg de riboflavine par nl 

du rrêne t'mpon, puis dilué à 10 nl. L' intensi té  de l n  fl~iorescence e s t  lue 

directenent à 530 n a  avec corne source dlexcitat ion l a  r a i e  du nercure à 

435,8 m. La riboflavoprotéiilc n t  6mettat pas de fluorescence, seule l a  ribo- 

flavine l i b r e  e s t  a ins i  dosée e t  l e s  quc"~1t i t~s  présontes ( r l )  salit détemi- 

nées p m  coz1p~SL1sort avec dc:~ té~lloins contemnt des poids parfaitement 

connus dc riboflûvine. Le poids eii pg dc riboflavine f ixée (r2) par iig de 
20 - protdide es t  donné par 13 re lc t ion : 312 = ------51-. 

P 

20 - ~SCILTATS. -------- 
La riboflavoprotjinc native contient 5,5 g de riboflavine par FZ 

ct ,  nene après hydrolyse pçm la phosphataso ou la nemaainidase, e l l e  peut 

f ixer  6,5 pg suppiEnentaires de riboflavine par ng. 

1 mg dlapoflavoprotéine f ixe  dans l e s  n h e s  conditions 12 à 12,5 

de riboflavine par ng. 



La teneur en ribof lavine de l a  riboflavoprotéine native e t  sa  

capacité to ta le  de f ixation de l a  riboflavine dé-trent que 54 p.lOO des 

protéides p r é s e ~ t s  dans l e s  préparations de ribof lavoprotéine existent sous 

l a  forne dl ~ ~ p o f l a v o p r o t é é i  Ces résu l ta t s  confiment bien ceux que nous 

avons obtenus par iïit6gration des pics il1 enregistrenent densito~é-trique des 

électrophor6grmmes de riboflavoprot&nee Des résul ta ts  smblables ont é t é  

obteilus P;?Y> ZAI; e t  OXTR~TSKI ( 502) avec la riboflavoprot6ine du jaune d' oeuf. 

Cctte dernière posshde toutefois une capacité to ta le  de f ixation de l a  ribo- 

flavine plus fa ible  (1 ,O4 p.100) que ce l le  de 1s riboflavoprotéine du blanc 

dl oeuf. Nais, en tenant conpte des nasses inol6culaires différentes des pro- 

t&ides, une nolécule de riboflavine peut s e  conbiner à riolécille dl apo- 

protéine, dam l e s  deux cas. 

La. d~phosphorylütion, pas plus que 1 ' é l k h a t i o n  des résidus dl acide 

s i d ique ,  nltzffectent l a  capacité de f ixzt ion de l a  riboflavine p,u. l e s  flm- 

'protéides du blanc d ' oeuf'. 

1 - L'application du procédé de RI-ODES, BElmTIP e t  

FF,ET\TM de préparction de l n  riboflavoprotéine du blttnc d'oeuf, ne nous a pas - -----. ..--.. ,-A-- ------------ 
fourni. des échantillons de riboflavoprotéine pure. Le proc6dé de purif ication 

pcar chromtog~nphie sur DW-cellulose que nous avons nis au point pernet 

d'obtenir une riboflavoprot&ine homogène cn irsziuno-électrophorbse e t  qui 

se  trouve dans l e  blmic d'oeuf C1~m la proportion de 0,9 p,100 des protéides 

totaux. 

La chromtograpl?ie de la  riboflavoprotéine sur CM-cellulose ne 
-II--L.l-----P-._I--.----.---"--- I1--YIIIIIYIYII ---- "--.- --*---------- 

nous a pas fourni, ~ ~ m e  a m  auteurs précédents, deux apoprotéines en qurmti- 

t é s  égales, deux fractions en p~oport ions  t r è s  différentes. Les conpor- 

t emnts  électrophorétique e t  Inc~uno-olec trophorétique anormaux de 33. f ract ion 

nineuse, nous l ' a  f a i t  cozsidérer corne résultant  de l a  d6~a tura t ion  de 

certa,ins protéides de l a  ribof1a:roprotéine n a t '  ive. 

L ' axdysc innmo-élec trophorétique de nos préparations nous a 
---------------*-------------------- 

permis dl iden t i f i e r  1 ' arc de le. préalbuaine des inauno-éle~trophoré~~~es 

du bhnc  d'oeuf à l a  l igne de précipitat ion de l a  flavoprotéine. 



II - L'ensenble de nos recherches sur les propridtés --------------- 
physiques ot ckïiiuques de la riboflavoprotéine du blanc d'oeuf, confirme 

les déteminations effectuées wr RHODES et al. en 1959, d'après lesquelles --- 
environ 50 p. 1 O0 sedenent des protéides prgsents &xns les prép,arations sont 

conbinds à riboflavine. A saturation, la riboflavoprotéine contient 1 ,20 

p.100 de riboflavine ot la conbinaison avec l'apoprotéine est équinoléculaire. 

N i  les acides sialiques , ni les groupes ffphosphoryletf nt interviennent dans 

la fixation de la ribofl2lsine. 

La flavoprotéine du blanc d'oeuf possède en cow~un avec d'autres 

flavoprotéides, les propriétés de déplacer vers des longueurs d'onde plus 

longues, les bandes d'absorption &in:: la luaière visible, de ka riboflavine, 

d'une pcvt, et d'éteindre la Îluoresceace de celle-ci, d'autre part. 

Hormis sa msse ~~016~-daire de 32 000, ses c,vactères propres 

découlent de sa conposition chimique. Parni  les plus m q w t s  et qui 

constituent, pour ï a  plupart, notre apport personnel dans la com~issaiicc 

do ce protdide nous pouvons citer : . 
-1 - Le conportonent électrophore'tique . En électrophorèse de zone 

----.---------=---------------..- -~-- .--- 
en tmpon acide et cn électrofocalisa'cion, la riboflavoprotéine est hétéro- 

gène. Trois fractions ont pu être carzctérisées p,-irni lesquelles une, existe 

da.. la riboflnrvoprotéine native sous la fome dlapoprotéine. Leur point 

isoélectrique est égal à 3,95 ; 3,85 et 3,70. Ln vitesse des apoflwopro- 

téines est nodifiée lorsqu' elles sont conbin6es 21 la riboflavine. 

-2- Le f lavoprotéide du blanc d ' oeuf, est uns sialoglycophospho- *--------.----------- -.- 
protéine ------- qui contient O, 9 p. 1 00 dl acide I f - a c l n e e  et O, 8 p. 1 00 

de phosphore. L'hydrolyse de ces conposants, respectivenent par la nemami- 

nidase et pax la phosphatase acide, modifie considérableniont le conportenent 

électrophorétique, ~lczis, tandis que le premier enzpe annule lfliétérogénéité, 

le second est sans effet sur elle. Il sable donc qu'il faille inpliquer 

dans ce phénodne non pas corne 1 ' ont f'ut MODES et al. , des noubres diff é- ----- 
rmts de résidus ftphosphorylc'f dnns ~ h a ~ ~  des conpos,mts mis plut& des 

noclbres différents de rosidus d'acide sialique. 

Les zutres glucides qui constituert le groupement glycmmique de 

la flavoprot6inC du blmc d'oeuf sont lc ,&ctose, lc miose et la 

N-acétylglucos;1~1ine dont les teneurs, les proportions relatives, les iioabrcs 

de réeiidus par iziolécule de riboflavoprotéine sont caxact6ristiques. 

-3- La protéine est riche en acides aninés dic,arboqrliques et ne 
-------mm- 

possède pas de fonction -O libre en position TT- taninale. L'acide airiin6 

C- t e r w  est l'acide glut~mique. 



-4- Les études s p e c t r o p o l ~ i n é t r i q u ~ e t  les  d g t e m t i o n s  -- .--...--------.-""-.. --- .--...------------ "-eu---". --.a-*.----- 

spectrophotonétriques de l a  teizeur en tyrosine nontrent l e  ra le  inportant -----------*.,------..------- 
que joue l a  fimtion Cie la riboflavine sur l a  structure conforrmtionnelle 

de la protéine dont on peut ixne ie r  qu'elle possède l a  forne spatiale 

d'une pelote globillnire. 

-5- La ----- cozrw?:~ison ------- des proprié tés des ribof lavoprotéines du blanc 

d '  oeuf e t  du jaune C C f  oeuf, dénontre que les  deux protéides sont physico- 

-chimiquement différents e t  que les  cmnctères dis t inct i fs  l e s  plus évidents 

concernent 13 conposition du grou-senent glycannique. Les fractions protéiques 

semblent présenter au contriire, de grandes analogies e t  on peut h g i n e r  

qu'elles pos:;èdent des structures s~lffisruzrlent voisiiies pour que les  s i t e s  

wtigéniques les  rendent h1unologiqueizent indiscernables conne l 'on t  

constaté: OSTROIJSKI c t  al.. -------------- 



1 - PRINCIPE, -- 

En nous fondant sur les conclusions tirées par IJID$TIRGlJIL et coll. 

(503) de leur étude critique des m6thodes de préparation de Zr ovwcoTde 

d'une prrrt et sur les résultats de nos recherches cancemauit les méthodes 

chsomat og~aphiques de prépaxet ion ou de pwif ication de 1 ' ovoglycoprotéine , 
de ltovoinl~i3itcur et de la riboflavoprotéine du blanc d'oeuf d'autre p h ,  

nous avons adopté, pour préparer 1 ' ovomcoïde, le prctocole expérimental en 
deux étapes, suivmt : 

Première étape : préparation de l'ovomcoïde pas la méthode de ------------- 
EtEDERICQ et DEümCH (504) qui d'après 140-IL et coll. (505) fournit 

rapidement les meilleurs échantillons d ' ovomucoTde . 
Deuxlème é tane r chromatographie sur DM-cellulose de 1 ' "~~vornc~~de~' selrin 
------------%- 

mDI"ICQ et D~TSCH, avec le système de tampons que nous avons décrit pour 

la préparation et la purification de 1 ' ovoglycoprotéine (voir p. 1 14) et pour 
la purification de la riboflavoprotéine (voir p. 144) . On sait que dans ces 

 condition^, le lysozyme et l'ovoinhibiteur sont élués avec le tmpon phospha- 

te d'équilibration de la colonne de cellulose, l'ovoglycoprotéine avec le 

même tampon conte~~nt du X a C l  0,2 et la riboflavoprotéine quand la molarit6 

du IY'aC1 est portée à 0,5 YI, 

Les protéides de 3 100 m l  de blanc d'oeuf sont dénakés par l'acide 

trichloracétique, et 1'ovomucoYde est isolé du filtrat par plusieurs précipi- 

tations éthanoliques dans des conditions de température, de pH, de concentra- 

tion alcoolique et de force ionique différentes, corne il est indiqué sur le 

sch6m de la figure 52 (P. 1 89) . 



31 00 m l  de blanc cl ' oeuf (1 00 oeufs) homogénéisés pendant 1 mn à 1 'aide d 'un 
mixer. Ajuster l e  pH à 3,5 avec SO4H2 3,. jouter un volume d ' une solution 
aqueuse de trichloracétate fie sodium à log p. 100 m l  ajustée à pH 3. Ajuster 
l e  pH à 3 , S .  Laisser reposer une nuit  à l a  température du laboratoire. 

F i l t re r  sm büchner. 
- -"-""*%----* ---- 

% 

Précipité 1 éliininé 
(protéides dénaturés) 

kliltrat 
iijuster l e  pII à 6 avec de l a  soude 0, 5 N. 
Refroidir à O C C  e t  a 'outer  2 vol. dlétha- 
no1 à 96 p. 100 (Y: v j .  Refroidir à -1 5 O C .  

Laisser reposer (1. heures h -8qC.Centrifhger. 
.*--- ----*'. - 1 --- 

di 4 
.k: 

Précipitd II Surnagerint éliminé. 
Le dissoudre dans une peiïite quantité dl eau 
d i s t i l l é e .  Dialyser pendant 3 jours contre 

eau d i s t i l l ée .  F i l t re r .  Lyophiliser. 
fiire und solution à 2 g p.100 ml de l a  poudre 
obtenue. Ajuster l e  H à 3,2 avec HC1 N e t  l a  
force ionique à 0,02 7 a jouter du ~11?a) .Refroidir 
à O°C. 1,jouter un volume d'éthanol à 95 p. 100 
(v:v) à -1F0C. Laisscr reposer une nuit  à 00 C. 
Centrifuger e t  reprendre l e  précipité pas l 'eau 
d i s t i l l é e .  J 

1 
tu-- 
Q 5f 

Précipité II JL --. *-...------*-.,.-<- 
surmgesnt 

Dialyser pendant 3 jows contre eau d i s t i l l é e .  bjoutvr de l l é t b n o l  absolu 
F i l t r e r .  Lyophiliser. Ln poudre obtenue e s t  à -1 SOC de façon à ,unonsr 1c 
reprécipitée d,ms l e s  mêmes condi-tions d ' obten- concentration a l c~o l ique  à 
t i on  du précipite II i? mis avec une concentra- 65 p. 1 00 (vu v) . Laisser dé- 
t i on  alcoolique f inale  de 42 p. 100 ( v : ~ ) .  canter une nuit  à - 8 O C .  

j--- 
\ 

$--- 
1 

PrécipitB II C ~ ~ n c , g ~ u l t  Précipité T I  B Surmgexit 
Recueilli  en plusieurs éliminé. Recueilli  en plusieurs élimU16, 
f o i s  e t  dissous dam fo i s  e t  dissous dans 
100 m l  d ' e m  dis t i l l ée .  50 nl d1 eau d i s t i l l ée .  
Dialyser 3 jours.r'iltrcr Dialyser J jours. 

Lyophiliser. F i l t r e r ,  Lyophiliser. 

Procipit6 II (ovomucoïde "brut"). . . . : 20,4 g 
Renàements :  réc ci pi té II 3 .  , . . . . . . . . . . . . . , . . ,... : 0977 g 

fiécipitc' II C (ovom~coïde~~~urifif?"'  : 14,2 g 

Sch4m de prépmation de 1' o~~ilucoride 

selon l e  procbdé de EIEDERICQ e t  DEXJTSCII (507). 



En raison du fa ib le  rendement en  préc ip i té  II B e t  de l a  flande 

hét6rogénéité d u n o - é l e c t r ~ p h o r é t i ~ u e  du préc ip i té  II C (voir Fig, 4 5 p.26), 

nous avons u t i l i s é  l e  précipi t4 II t o t a l  qui  fovznit 20,4 g d'ovomucofde de 

EBDERICQ e t  DEUTSCH. C'est d ' a i l l e u r s  c e t t e  f r zc t ion  qui  n se- de matériau 

dl étudo à ~ I - C H O S S O ~  (508)~ à lIOT\TTRFCiIL e t  co l l .  (509) e t  à lJIOi\TSIGNY e t  al. ----- 
( ~ I O ) ,  cinsi qu'à 13 p3-upmt des auteurs  q u i  ont u t i l i s é  ce procédé de prépa- 

ra t ion  de l 'ovomcolde. 

B - CI-ROMATOGRSPHIX SUR DW-CCLLULOSE DES PKEP~JU'LTIONS 

3 g d'  "ovomcoTdde" de YREDERICQ e t  DEUTSCH sont dissous d m s  30 m l  

de tmpon phosphttte de sodium 0, 005 R de pl; 8 (tmpon no 1 ) . La solu t ion  e s t  

appliquée au somet  d'une colonne de DE_~-cellu~ose*~~équilibrée" svec l e  même 

tampon, L té lu t ion  des protéides e s t  obtenue par l e  passage du tampon no 1 

auquel on a joute  ensui te  du % C l  dont l a  inolarité e s t  portée successivement 

à 0,l B, à 0,2 M e t  à 0 ,5  M. 

III - RErnTATS. -- 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont i l lus t rekpnr  l a  f igure  

53 (11.191). 

Le cl-iromtogrrunme d'un fractionnement "d'ovomucoSdet' de ~ D ~ I C Q  

e t  DEUTSCH (ovo F D ~ )  sur DU-cel lu lose  présente t r o i s  p ics  A, B et C en pro- 

portions très d i f férentes  qui foumissent  respectivement 2,700 g, des t races  

e t  0,080 g de protéides. Les protéides de lc f rac t ion  A, qui représentent 

97 p.? 00 d e s  protéides élu6s, constituent l a  f r ac t ion  ovoraucoïde e t  montrent 

en électrophorèse sur  acé ta te  de ce l lu lose  avec l e  tnmpon vé rond  (?-0,07 ; 

pH 5,65) une pratiquement identique à c e l l e  de l a  préparation d1ovomu- 

coïde selon 3KEDERICQ e t  DEUTSCH (ovo PDl). Les t races  de protéides fournis  

par l e  p i c  B n'ont pas é t é  analysées, toutefo is  l eu r  comportenent chromato- 

graphique (é lu t ion  mec l e  tmpon phosphate 0,005 11, i\TaCl 0,2 M pH 8) perr.net 

de supposer q u ' i l  s ' a g i t  dtovoglycoprotéine, Quant aux ,r>rotéides du p ic  C ,  

i l s  possèdent l e  comportement électrophorétique de préclbumine de l n  flmopro- 

té ine  que l ' o n  carac tér i se  sur l ' é l e c t r o p h o r é g r C ~ e  de l a  préparation ovo FI& 

qui  a é t é  fractio-mée. Le pic C e s t  considérablement rédui t  l o r squ~une  prépa- 

r a t ion  du type ovo PD, qu i  ne contient pas de flavoprotéine détoctable on 

électrophorèse e s t  soumise 2u fractionnement ~ h r o ~ t o ~ a p h i q u e .  - .. .-*-.----------.---------=----------------------------- 
* DW-cellulose : DE 32 ; InS:ii(iTI"uIlf - CIFiiOP4EDLa0 



Phosphate 0 , 0 0 5 M  pH8 ------------------------------------------------------------ 
1 +i 
I +NaCl 0,lM I +NaCl 0,2M ! +NaCl 0,5M I 

Figure S3 

Diagramme d'élution sur DEAE-cellulose des protbides d'une préparation d'ovo- 

mucosde obtenue par la méthode de FREDERICQ et DEUTSCH (ovo F'D2), 6lectrophorèse 

sur acétate de cellulose des fractions A et C, immuno-électrophorèse et hnmmo- 

-diffusion de la fraction C. ovo FD1 et ovo FD;! : "ov~mucoides~~ de FREDERICQ et 

DEUTSCH ; BO : blanc d'oeuf ; AB0 : immunsérum anti-protéides du blanc d'oeuf. 



L'immuno-dïffusion que nous avons appliquée à des solutions à 10 

p.100, 1 p.100 et 091 p.100 des protéides du pic A c?ûYls un tampon vérod de 
pH 8,2 ne révèle 1 de la Fig. 53 g p. 191 ) après 24 h. de réaction 
avec ltimmwisérum anti-protéides du blanc d'oeuf qu'une seule ligne de préci- 

pitation qui possède en Wuno-électrophorèse le comportement de globuiine 

431 de 1 ' ovomucoiide 2) . Tjnc préparation d1 ovomucofid-e selon le proc6dé 
de FTBDERICQ et DEXTSCE, analysée sur la plaque 3  montre au contraire 4 'arcs 

de pr6cipitotion correspondant B 1'ovonucoTde (arc no 3 ) ,  à une globuline $2 
(asc x situé à 1 ' intérieur du précédent), à 1' ovoglycoprotéine (arc no 4) et 

à la flavoprotéine (arc no 5). 

L'emploi de la DERE-cellulose associ&% un tampon phosphate de pH 8 

et à un gradient discontinu de concentration en MaCl, nous a permis d'isoler, 

en une seule étape, o,vec un rendement de 90 p. 1 00, 1 ' ovonucoTde pur des prépa- 
rations d'ovomucofde obtenues pas le procédé de 'k'REDERICQ et DWTSCH. Ce 

succ&s facile, là où tant dfautewis ont écho~é~peut s'expliquer aisément. En 

effet, nous nous sommes adressé à des préparations d ovomucoïde dont la conta- 

mination par d'autres protéides du blmc d'omf était mineure, comme le prouvent 

nos résultats chromatographiquos. La plupart des auteurs, au contraire, (voir 

les gdnéralités y p.20) ont tenté la purification de préparations obtenues pax 

le procédé de LIlTi3'c~WVlilR et IUWAY dont nous avons démoitré l'hétérogénéit8 

dans l'étude des méthodes de préparntion de llovoulhibiteur (voir p. 59) et 

dont nous préciserons la composition en protéides du blanc d'oeuf dans le 

chapitre suiviuit. D' autre pxt et surtout, nous avons utilisé une cellulose 

échangeuse d'anions dont la capacité dféchca.nge et le pouvoir de résolution 

étaient très supérieurs 3. ceux des résines dont avaient pu disposer nos 

prédécesseurs. 

Les résultats parfaitement reproductibles des fractionnements 

chr~~tographiques qui ont été effectués quantitativenent et qui sont la 

moyeme de plusieurs dizaines d'expériences justifient a --.a-.--------- posteriori le choix 

qu'ont fait dès 1962, MONTREiJIL et coll. (51 1 ) de ffltovoaucoilde" de ~ D ~ I C Q  

et DEülSCH comriie matériel dl &tude pour leurs recherches sur la structure de 

1' ovomucoSde, choix fondé, à 1' époque swc la base de la recherche du procédé 

susceptible d'introduim lo noins dc démvturation et sur l f ~ y s e  électro- 

phorétique. 



2 - PROPRIETES PHYSIQUES. 

- Ultracentrifugation : 
----a----=----------- 

- Détemination des constantes de sédimentation et de diffusion 
- Plcmre de la msse riol6culaire à 1' approcl~e de 1' équilibre de 

s6dime~tation, 

- Pycnonétrie : nes.ure du vol~me spécifique partiel. -----..--..-. *--. 
- Spectrophotom&tric dt,2bsorption : détemination du coefficient d'extinction .>-." ------.-- .-------- 

au m~xlu.m d'absorption de l'ultraviolet. 

- Spectropolxrimétrie : mesure du pouvoir rotatoire spécifique. 
-= --- -*--.-. ~ "-" -*---.L ,-. " 

II - KESULTATS . 
--*----- 
------A.*--- 

Les  resultats que nous avons obtenus sont rasserablés dans le tableau 

%XV (p. 1 94) et illustrés quant ?i 1 u l ~ a c e n t ~ t i o n  par la figure 54 (P. 1 95). 

La sédimentction de l'ovonucoïde purifié a été étudiée sur des 

solutions à 5,8 et 15 mg de protéides p= ml de tampon -phosphate 0,l M de pX 7. 
Dans tous les casIles diagrLammes dtultracentrifugation montrwt un seul pic 

pmf ait eracnt symétrique contrairement a m  pics asymétriques fournis pm les 

prépzrations étudiées pm IIOITTREUIL et coll. (voir les &néralités ; Fig. 6 g 

p.29). 

Iles valeurs des constaites de sédimentation et de diffusion et du 

volume spécifique partiel Cq sont très voisines de celles d6terminées par 

li'REDERICQ ct DEETSCEI (51 2) szir lems propres préparations at des mesures 

ef f ectue'es pax CHCITTmXC et 1;IOIFCrOMERY (51 3)  sur des prép,arations d ' ovomucoilde 
obtenues par le procédé de LIEEiJEA.VER et F ' I L m Y  et purifiées sur DW-cellulose 

(voir les généralités p p. 21 ) . 
L'application de la m4thode de SVEDBERG nous a permis de calculer 

une masse moléculaire de 26 700 que les déterminations à lfapproche de l'équi- 

libre de s6diuentation effectuées sur des solutions h, 8 mg pcx m i  de tampon 

phosphate 0,l M de pH 7, à 13 410 t/m, 21 740 t/m, 73 450 t/m et 47 660 t/mn, 

L. 



Tableau XXV 

Propriétés physiques do 1'ovomucoIde du blanc d'oeuf de Poule. 

Résultats obtenus 
par dl zutres auteurs. 

Masse moléculaire 

2,a (a) (b) 

8 (a) 

0,685 (a) 

Méthode de SVEDBERG 1 26700 I 27 O00 (a) 

Equilibre de sédimentation 1 26 670 1 
1 p.100 
278 zn 

ovomuco!ïde purifié 

llovomucalidev de l?REiJIIRIC& et 
DEXJTSCH (51 4) 

"ovomucoXde de FORSYTIB et 
FGSTER (51 5) 

(a) IrT1EDEFiICQ et DEUTSE (51 7) avec leurs proprcs préparations. 

(b) CM'TTERJJB et IIOTSPGO?ZRY (518) è. une longueur d'onde non précisée par les 

ci~~teurs, avec des prép~~ations obtenues par le procédé de Lil!JE:EATJER et 

~~Y et purifiées sur DEfd3-cellulose. 

(c) RHODES, hZNiI et FEEIEY (51 3) avec des préparations obtenues par 

chromatographie du blanc d'oeuf sur CI1-cellulose0 



Figure 54 

Diagrme d'ultracentrifugation de 1 ' ovomucoïde. Tampon phosphate 0,lM 

de pH 7 ; température 20°C ; inclinaison de la barre : 60° ; concentration : 

15 mg/&. Cliché photographique pris après 154 mn de centrifugation. 



confirment avec une valeur de 26 670. los  résultats confirment donc ceux de 

FIü.DDERICQ e t  DWTSCH (520) , mais s Qloignent de l a  valeur de 24 400 proposée 

par MO?JTREXJ-IL e t  coll .  (521 ) comme masse moléc~ïLaire moyenne des préparations 

d* otrgmcoLide. 

1 ' - LBSORPTION DE LA. LmmG ULTRA-VIOLETTE. 
Il- --- .--Y -------- 

Le S~bleau XXV (p. 1 94) nontre que l e s  coefficients d'extinction :7g*z des prépcrntions d' ovo~1ucoXde purifiées sur DW-oellulose par 

CHATCPERJEE: e t  î I O E ~ G O l ~ Y  e t  par nous-m%ue sont semblables e t  t rès  voisines 

des valeurs que nous avons obtenues avec der, préparations selon l n  méthode 
1 p.100 de ~ D ~ I C Q  c t  DEUSCH. Toutes ces valeurs s'éloignent nettement du 1 227 

6 , 1  d8teminé pas RHODES e t  al .  (522) e t  des mesures que nous avons eff echxées ----- 
sur des prépLvations dlovomucoSde selon l e s  pocdd6s de FOF,Sn'IB e t  I"OSTE3 e t  

de LIiE:TEillXR e t  'DRRAY dont noua avons vu dans l e s  deux premiers chapitres, 

combien el les  é ta ia l t  souillées par d'autres protéides du blanc d90euf e t  par 

l e  lysozyne en p,.sticulier dont l e  coefficient d'extinction eart t rès  élevé 
- 1 p.100 (h fraction lysozyms A de l a  figure 14 ; p.116 possède un 15~2 ) .  

La valmir légèrenent supérieure obtenue par CHhTTERJIIE: e t  llONSGOIEIY 

peut s expliquer aussi par l a  présence de protéides c o n t d m n t s  sans que 

1 'on puisse cependCant exclure l 'éventualité de 1' enrichissement de leur pré- 

pGmtion en un coaposant de lt~vomco!ïde posaèdant un coefficient d'extinction 

plus élevé. Ces autsurs en effet ,  n'ont retenu que l e s  fractions d'élution 

dont l a  deilsité optique à 278 m é ta i t  l a  plus forte,  une fraction riche en 

glucid-es mais de plus faible densité optique &tant élimin6e. 

2' - POUVOIR ROWi'OIRE: SPECIFIQTI~. 
----------*--*- --=. .--."---"----=----- 

Le pouvoir rotatojze spécifique de l'ovomcoïde surif ié  a é té  

t r o u 6  égal 3. - 92 O e t  à - 78 respectivenient à 546 nm e t  57C nm. Une 

vdeur  de - 78 O a ég~lerilezt été déteminée par C1~TTEIiJT3E e t  ~~IOITG-OT'ïERY 

( ~ 2 3 ) ~  mais ces auteurs n'ont pas précisé l n  longuem d'onde à 1aqu.elle ils 

avaient effectue leurs mesures. 

Ir1 - ~ONCLUSIO~JS. -- 

Les proprié tés  physiques de 1 ' ovonncof de purifié sont t rès  voisines 

de celles déterminées par FREDERICQ e t  DKUTSCH avec leurs propres préparations 



et se rapprochent beaucoup des déterminations effectuées par CHATPERJ3E et 

I~TONTGONEEtY avec des préparations obtenues par le procédé de LmjmVER et 

IilURRAY et purifiées sur DW-celluiose. Les coefficients d1 extinction des 

prépazations df ovomucorde selon les m6thodes de FOPSYTIE et 3'0STER et de 

L I N E ~ W L ~  et TlüRRAY s'apparentent aux résultats de RHODES et al. Leur valair 

élevée par rapport à celle des préparations précédentes doit être imputde à 

la présence de protéides cor-taabmts st du lysozyme en particulier. 

- Dé termination des compositions centésjmale et molCaire en glucides. 
- Détermination des compositions centésimale et molaire en acides minés. 
- D4termination des acides minés M- et C- terminaux. 

Les ~rocédés employés ont et6 précisés dans les chapitres précédents, 

L'ovomcoiide purifié possède la compositiori_ en glucides totaux 

suivante : 

Oses "neutres" : 8 p.100 

1%-acé tylglucosmine : 13,5G-p.100 

Acide I\T-acé tylneuraninique : 0,93p.100 

Oses ~tneutres~~~~-acéty~giucos~ine : 0,59 

Oses "neutresfl/hc. N-acétylnewnaninique: 8,60 

I'hnnose / galactose 5 

La composition molaire en oses, pour une masse moléculaire de 

1~ovonucoTde de 26 700 peut donc être établie corne suit : (en moles p. mole 

de M M 26 700) 

Galactose u 2,19 

ZZlnnosc : 10,95 

K-acétylglucosamine : 17?75 

Acide 33-acétylneuraminique : 0,65 



Io - La comparaison de nos valeurs avec celles de 1.IONTREüL'fi et coll. (524) 

rassemblées dans le Tableau VI (p.36) nontre que les résultats sont t r è s  

semblables à ceux décrits pnr les auteurs à propos des s~ovomcoïdes71 pr6pmés 

par les rnéthodcs les moins drastiques ; l'analogie est particulièrenent nette 

avec les préparations obtenues p,?s le procédé de FRXDERICQ et DEUTSCH. 

2 O  - Les nombres décimaux que nous avons obtenus pour 12 composition molaire 
et en particulier le noabre de résidus d ' acide N-acétyliieuraminique inférieur 
à l'unité ne constituent qu'une mbiguité apparente. flous démontrerons en 

effet àans 13 dernière p,wtie de ce rn6noire que l'ovomucoSds est hétérogène 

et que lc conposition en glucides des différentes fractions varie dam de 

larges proportions de l'me à l'autre. 

3 O  - Dans les géngralités, nous avons vu que MON'ITREUIL et coll. et FTOIJSIGNY 

et al., en se fondant sur 1 ' hétérog6néité innuno-électrophor6tique de 1 "'ove- ---- 
mucoïdev d'me part, et sur la composition en oses des glycopeptides présents 

dans les hydrolysats pronasiques d"'ovom~cofde~~ de ElEDZRICQ et DEUTSCH 

d'autre part, ont émis l'hy-pothèse que les glycopeptides riches en acide 

sialique provenaient de l~ovoglycoprotéine de KE'M'EXER et que seuls les 

glycopeptides dépourvus d'acide sialique avaient pour origine 1' ovomucoLide. 

La présence dtc?cide sialique dans l'ovomucoïde imrnwio-électrophorétiquement 

hoüzoghe nous pcmet dès à présent dTbterprèter différemment ces résultats 

et de rattacher les sinloglycopeptides à l'ovomucoïde. lTous préciserons ce 

point plus loin. 

III - C O i P O S I T I O l T S  -- CEN!iXSIFIALE ET FfOLAIFlG E N  ~LCIDES ldIIXTS. -- ------- 

d - RESULTATS. ------...-- 

Le Teebleau XXVI (p. 199) permet de comparer vos résultats, pour la 

composition centésimale, aux v~ileurs obtenues p3r OSUGA et F,ETtEY (525) en 

1963 avec ux ltovomucoïde'! prépcré selon la méthode dc L D ~ i E l ~ l E l i ~  et ~~'IüBRAY 

et purifié sur CU-cellulose et DEA%-cellulose d'une p,wt et aux détermim- 

tions effectuées par Kf!.ND40RI et f(ll1inahTil (526) en 1 96g9 sur des échantillons 

préparés selon leur procédé au sulfate d'antroniun, et purifiés sur DEAE- 

-cellulose d'autre part. Les conpositions molaires déteminées par les auteurs 

et pcm nous mêüze n'ont pas été cofiipaées ; ceux-ci en effet ont adopté pour 

llovoi;nicoPde une masse moléculaire de 28 000 tandis que nous avonü basé nos 

calculs sur une masse moléculaire de 26 700. 



Tablsau XXVI 

Compositions centéskle et molaire en acides minés do lfovomcoïde 

de l'oeuf de Poule. 
- Pl--- -- - 

Nature des 
acides &nés 

Acide glut,znique 

(a) en g de residus d'acides ,aminés p. 100 g de prot6id.e. 

(b) calculée dlapr&s les résultats des auteurs exprimés en nombre de résidus 

par  mole dlovomucoXde de masse moléculaire 28 000. 

(c) en nombre de résidus d'acides aminés p m  mole dtovomco!ide de msse 

moléculaire 26 700. 



'2 OC, 

Nos résultats sont pratiquement identiques 2i ceux de OXCTGA et FEEJBY, 

mais s'Qloignent considérablement des valeurs de wW'TORI et KAWABATA pour la 

plupart des acides amin& et en particulier pour los tenems en acide aspartique, 

en acide glutamique, en gIgrcocolle, en isoleucine, en thréonine et en valine. 

Le tryptophame absent de nos prépaations et des prdpmations de OSUGA et 

FEJ3f3Y repr6sente 1 974 p. 100 des échantillons rznaiysés par KiiljAl4ORI et 
KhJdABATA soit 3 résidus par nolécule d'ovomucoSde de moléculaire 28 000. 

Or les premiers auteurs qui ont 6tudié ln compositior, en acides omin6s de 

l'ovoraucolide et qui ont travaillé sur dos prép,arations impures on$ toujours 

déterminé la prdsence de noins d'un résidu de try-ptophme par nole d'  ovomu- 

corde (LEWIS et nl. (529) ; STIJVEFTS et FEEEY (530) ) . Nous même avons consta- ------ 
té que les préparations obtenues p z  les procédés de FORSYWE et FOSTER et de 

LDT!3kEA.VER et 1URRAY dans lesquelles nous avons observé la présence de quanti- 

t6s notables d'autres protéides du blanc dtoeu£, contenaient selon les &han- 

tillorzs entre O, 8 et 1 ,30 p. 1 00 de try-ptopknne : acide miné que les méthodes 

calorimétrique et spectrophotométrique ne permettent pas de doser dans 

ltf'ovomuco!ide" de FFBDGRICQ et DI-;JTSC!H dont nous venons d'exploiter la grande 

pureté. Il semble donc que les procédés de préparation et de purificztion 

décrits par KAPW?IORI et K11WABllTB aient fourni à ces auteurs, des prépasations 

fortenent souillées par dl autres protéides du bl'anc dl oeuf. 

La mol6cule d'ovonuco'lde de omssc moléculaire 26 700 contient environ 

185 acides minés dont 41 acides aiés dicarboxyliques et 24 acides ciLmiri6s 

mor~ocmboxyliques. Elle ne contient pas de tryl?tophrtmc Si l'absence de cet 

acide amin6, exclut 12 présence dn~s les préparations drovomcolde drnutres 

protéides du blwc d'oeaf, coume le lysozyme ou l'ovalbwaine, elle ne peut 

cepeiidaiit p2s être considér6e corne un critère s b  de puret&. L'ovoinhibiteur 

et lrovogiycopro%dine que nous !mens rencontrés dans les préparations selon 

los procéd&s de LE.JcIlEAVER et TmUY et de FO-WYTHE et F@STER sont en effet, 

également dépourvus de tryptoph2nne (voir les Tableaux XII ; p.@ et XVIII ; 

p.133). 

Les compositions centésh~les en ctcides aminés détermin6es par 

ûSUM e t  lEE2EY et par nous nêne son-t d ~ ~ s  l'ensemble identiques. Elles sont 

en désaccord profond avec les détemimtions de WJRIIOFI et TCAIJUTR qui ont 

été effectuées sur des préprsations souillées p ~ r  d'autres protéides du blnnc 

d'oeuf, corne en témoigient les teneurs élevées en t r y - p t ~ p ~ e  trouvées par 

aes auteurs. Nous Etayerons cette assertion dans le deriier clmpltre dc ce 

méuo ire. 



IV - DETE$~~?IOX DES ACIDES @DJES IJ- ET C- ' IEW4I l J i1~  -- --- - ----------------- 

La dinitrophénylation selon SUiGIR (531 ) fournit  uniqtiement l a  

DW-d&c, in6iqmnt que l ' a l ~ ~ ~ c :  es-t en position 17- t e ra imie .  Ce résul ta t  

confime s ' i l  cn e s t  besoin, l e s  conclusions de FFRAJ3FillEL-CONEAT e t  PORTER 

(532) ,  de IJOBLE e t  ----.- '21. ( 533) e t  de OSüGA c t  EE?.EY (534). 

20 - IDEl!;SPDIVP!TIO~~ DE L'ACIDE nT4INE: C- T'EXG~AL. 
-=-- ----*-- 

L 'hy-drnzinolyse selon hcKRBORI e t  coll .  (534) l ibè re  un seul  acide 

,min6 : l a  lysine qui s e  trouverait donc en position C- terminale. Aucun 

acide amin6 n'a Bt6 caractérisé dans l a  fraction aqueuse d 'élution des acides 

&és neutres e t  acides sur ilmberlite mC-50, 

Ces résu l ta t s  viennent eii contradiction avec ceux de PETUSSE e t  a l .  --.-,.---- 
(535) e t  avec ceux de WJI%R e t  SCi2ERZLER (536). Ces ~luteurs,  en e f fe t ,  ont 

trouvé que l n .  fonction carboxylique l i b r e  teminale appartenait à l a  phényl- 

alanine, l e s  premiers en u t i l i san t  la méthode de FROPiAGEOT e t  a l .  (537) de 

réduction de l 'acide amin6 C- termiml en l'Lunino-alcool correspondant, par 

l'hydrure double de llthium e t  talurilinim, e t  l e s  seconds en appliquant l e  
SSS!) 

procédé de SCHLfGI e t  KUTlPE -5G -hiocyanüte d ' m ~ o n i u r i i .  11 P ~ u t  cependLant 

prociser que NOBLE e t  al.  (539), cherchant vér i f ier ,  par  une méthode ewy- 
--m.-- 

matique, l e s  rdsultatç de FEIJASSE: e t  al. ,  ont constaté que l'hydrolyse de ----- 
llworlucolde ptm l a  "carbozypeptid.ascf' ne l ibdra i t  iiucun acide 'miné, bien 

quc 1' enzync ns fû t  pas i-~Aib:: p u  l! ovomclco'ide CLf une p,vt c t  q11' il n '  esist3-t 

pas dtincompntibïl.ité conÎormtio:melle entre les dcux rbactants. Pour expli- 

quer ce conportenent anorrl0.1, l e s  z~ihteu~s ont &mis l l m o t h S s e  que l e  groupe 

carboxylique de 13 ph&nylalr?nine pourrait ê t r e  15.4 :2 une c h b e  glucidique 

par une l in i=on flesterff  ; ce ty-pc dc l i a i son  B t r \ n t  encore plus încilement 

r6duit par l e  LiAlQ que l e s  carboxyles l i l ~ r e s .  Aujourd'hui, cepend,mt, il 

es t  parfaitezicnt bien 6tabl i ,  dep~Ls les travaux. de TIOIiTREUIL e t  coll .  

(540) e t  de lIIIOT\TSIGNY c t  rd,  (541) que l e s  gl-ycmnes de l~ovoraucoSde sont ----- 
unis à l a  protEine uniqueizent p w  des l iaisons de type IJ- (~aspar ty1)-  

-glucos~nylLuainique. Il es t  f o r t  probable que l e s  préparations enzymatiques 

u t i l i sées  par NOBLE e t  a l . ,  étaient  tfjs enrichies en carboxy-pepti&~se A ---- 
(3.4,2.l. ) P o - ~  laquelle l a  ph6nylnlanine en position C- t e r n i ~ - l e  constitue 



un substrat de choix, L' inactivité de llenzyae r e s t e  donc à expliquer e t  on 

peut envisager t r o i s  hypothèses : l 'existence d'une phénylalanine d d 8 e  y 

la  pr6sence d'un p6nultiène résidu de proline ou d'acide &é dicarboxylique 

qu i  W n u e r a i t  1' mt iVi t6  de l a  cmboxypeptidase A ; un carboxyle l i b r e  

t e a n 2 1  appartemt à l u  lysine qui  n ' e s t  l iber6 que t r è s  lentement p,m 

1 enzyme. S i  nos r i s u l t a t s  fournis pcv 1 ' hydrazinolyse sozt cmcts, 1 hydroly- 

s e  de 1' ovonucoîde p2r l a  carbo-qypeptidase B (3,4.2.2. ) dont 22 spécif ic i t6  

d'action vis-à-vis des l iaisons peptidyl-L-lysine e s t  grande, pourrait confir- 

mer notre point de vue. Cette v6xifictltion e s t  nctuel lcmt  en cours d t  étude. 

S i  l 'acide a d n é  N- tcriïiinil a 6t6 souvent rcchcrch6 e t  toujours 

ident i f i8  à l 'a lanine,  peu d'auteurs ont é-tudio la  nature de l 'acide m i n é  

C- ters;ljnjL. Depuis que l a  prdsence de l a  phénylalanine à ce t t e  extréait6 

de la prot6ine n été  proposée, en 1952 - 19gSj9 aucune recherche n 'est  venue 

confimer cet te   conclusion^ Nous fondant SUT nos resu l ta t s  de 1 ' hydrazinolyse 

dlune par t  e t  sur l t i n a c t i v i t ( ~  de l a  'scarboxypeptidase't observ6e par NOBLE: 

e t  al. d'autre part,  nous pensons que l e  poupe cwboxylique l i b r e  termirml ---- 
pourrait qgclrtenir à la  lysine. Cc résul ta t  qua l i t a t i f  obtenu avec m e  saule ...------ 
m&hode, chhique, devra ê t r e  coiflirn6 pLv l 'application de méthodes enama- 

tiques en pxrt icuïier  e t  p w  des dé temimt iom quaiititatives . 

Dans l e s  g6néralités (voir p . ~ )  nous avons ml que ltovonucoïde 

n'inhibe u - e  l ' ac t iv i t i .  de l a  t m s i n o  e t  que FEEiLrEY, STEVf;:IaS e t  OSUGA (542) 

avaient montré que 1 ' inhibit ion dc la chpotry-psi~ie p2r l e s  pr6paration.s 

d r o w i i o î d e  ét,ait due & l eur  contanination pcr  1' ovoinlnibitcur dont nous 

avons étudi6 l ' a c t i v i t é  inhibitrice; vis-à-vis drv l a  trypsine, de l a  chymo- 

trypsine e t  de la  subt i l i s inc  (voir 

fifin de confirrncr, de ce point dc vue, l a  purete dc no2 prép~xations,  

nous avons i;lesuré leur ac t i v i t é  anti-trypsique d '~me par t  e t  6tudi6 l e  coqor-  

tement 6lectrophorCtique des nélanges de chcun des t r o i s  enzymes avec l'ovo- 

nucoïde pmt.  



a - nEsuim DE L ? A C T ~ ~  ~$TI-TRYPSIQ-m. 
W. .-.>."-"+ .--- --. ..--a, .--. ---- 

L1 a m e n  de l a  figure 55 (p. 204) montre que 7,5 fg d1 ovomucoIde 

réduisent de 50 p.100 l l a c t i v i t é  estérn-sique de 20 pg de trypsine. En consi- 

dérant, coime nous llavons f a i t  pour l n  détemination de 11act ivi t6  anti-  

-trypsirpe de l l m i n h i b i t e u r  (voir p.88) que nos prépmations emyaatiques 

contemient 71 p.100 de t m s i n e  active, nous pouvons calculer que l e  rapport 

pondéral ovomcoiLde / trypsine correspc;idant à une inhibit ion théorique to ta le ,  

e s t  égal à 1 ,O6 c t  l e  rapport nolaire de corzlbiraison à 1 ,  pour des misses 

moléculaires de 26 700 pour llovon;lco!ïde e t  de 23 800 pour l a  try-psine. 

B - ETUDE ELECTROPHORETIQUE DEL; II\ïTE:MCTIOIB ENTRE LES 
a--" .--*---="-----.--.-----"--.----wa----* ..-- -----" --.L--- 

Les rGsuitats précédents sont confirm6s par l e s  électrophorèses dc 

l a  figure 56 (-p.205). 

3a l e s  6lectrophorégrmes 1 e t  2 qui correspondent à des mélanges ...------------ 
d'ovomcoSde et do trypsine dans des rapports pondéraux égaux à 0,20 c t  0,25 
----------------,----------- 

respectivenent, on vo i t  des baiidcs inte:ises c?.u iliveau des corrposaiits de l a  

trypsine. Lss bandes anodiques tdnoignent cn outre d'une hydrolyse pLvt ie l l e  

de I~ovomco!ïdo. Urie tache de vitesse intcmédiaire entrc cel les  de l'enzyme 

e t  de llovonucoïdc apparait en 3 ,  s ' in tens i f i e  en 4, pour devenir m x i m  er, 

5, lorsque l e  rapport pond6rnl ovomucoïde / cnzpe  es t  porté 0,33, à 0,5 e t  

à 1 respectiverient. Sur l e  d i a g r m e  5, l e  coaplexe sc  dissocie de nouveau en 

un corrposmt majeur et un coriposr,nt nineur, moins cathodique ; l e s  traces 

d1 enzqme e t  d1  ovonucoTde l ibres ,  confiraent l a  pr6se;lce de protéides inac t i f s  

dms l a  préparation en~qmnztique, 

Les 6lectroph.orégron1es 6 e - b  7 ont ét6 obtenus avec des mélanges à 

poids égaux dlovoudcoYde e t  de chy~otrypsine e t  dlovoriucoSde e t  de subt i l i s inc  -- .---.--=----- -----------*---. --*---- -------...----- 
respectivenent. L1ovoriucoTdo purtiellenent 21ydrolysé n'inhibe aucun des deux 

sçi 
anqmes o l e s  conplexes inhibitvu- - enzyraes néisont en e f fe t  pas fornés. 

III - --- -- C0i':cL'LISIORS. - -- .- - - -- 

Bos prC:pmations dlovoiluco!ide inhibent i ' a c t i v i t 6  de l a  trypsine en 

fo r&- t  avec e l l e  iles conplexes éq.W;1016culûires, hétérogènes en électrophorèse. 



Activit6 esterasique de 20 pg de txypskis en prdsenae de quantites 

croissantes dtovormtoof de. 

Substrat synthdtique u t i l i d  r T A I E : Tosyl argînine metbyl ester. 



Figure 56 

Electrophorèses sur acétate de cellulose de ltovomucoIde purifié (ovo), 

de la trypsine (T), de la chymotrypsine (c), de la aubtilisine (s), des m b -  

ges dvovomcoïde et de trypsine dans les rapports pondéraux O,20 (1 ) ; 0,25 (2) ; 

0,33 (3) ; 0,50 (4) ; 1 (5) et des mélanges à concentrations égales de l'ovo- 

mucoide avec la chymotrypsine (6) et la subtilisine (7). 



lEISSbED (543) a observé un coqortenent semblable en 6tudimt en gel dlnnidon 

l e s  complexes fomLs par l r 2  trypsine e t  des préparations dl  ovoi;nzcoffde obtenues 

par l e  procédé dc LIl~~dE.AlER e t  IuL'RRhY. Il est  possible que l a  bande l a  plus 

cathodique corresponde au complexe (trypsine)2-ovomuco~ de S R I  - RAZ1 -----. e t  al. 

(544). Dans lfE?tat actuel de nos travaux, il est d i f f ic i le  de préciser davan- 

tage la  nature de cette hétérog6néité. 

En associant les  propriét6s d'une DW-cellulose à haut pouvoir 

résolutif, à l'expérience du coiaiportenent ckirorm,topaphique des protéides du 

bl,anc df  oeuf que nous avons acquise en prdparant ltovoinhibiteur, l'ovoglyco- 

protéine e t  l a  riboflavoprot6ine, nous avons pu, en une seule étape, avec un  

rendement de 90 p. 100 environ, obtenir à part i r  de prépaxations dtf'ovonucoTde" 

de FIBDE22ICQ e t  DEUTSCH des échantillons d ' ovoraucoïae homogknes eii ultracen- 

trifugation, en icumno-électrophorèse e t  qui nf  inhibent ni l a  chymotrypsine, 

n i  l a  subtilisinc. L'utilisation conbinée de l a  néthode de FREDERICQ e t  DBIT?lSCII 

(qui fournit l e  plus rapidemnt avec l e s  neuleurs rcndenents, l e s  préparations 

dtovonucoïde l e s  plus pures) e t  de notre procédé chromatograpllique de purificn- 

tion, constitue donc un Doyen de préparation de 1 ' ovonucoffde t rès  écono~que. 

Les proprié tés physico-cl~iques de 1 ' ovoc~ucoTdc pur sont t rès  pro- 

ches de celles q u i  ont été dgterïiinées sur l e s  prép,arations obtenues par l a  

méthode de FREDERICQ e t  DEXJTSCII. 1.Jotre a ~ p o r t  original dans l a  connaissance 

de ces propriétés porte essent5ellei;lent sur deux points qui concernent l f m  

ln  fraction glyca~mique, 1 ' autre l a  fraction protéique. 

fiaction glycannique : l'ovonucoïde pur c o n t i e ~ t  de l 'acide sialique .......................... 
e t  nous pouvoiis, avec certitude, apparenter l e s  sinloglycopeptides prQsents 

dm8 l e s  hydrolyscts promsiques des préparations d"'ovor;iucoïdc" de J?EiE?,DERICC? 

e t  DLXTSCH, à 1' ovomcoïde e t  non à 1' ovoglycoprotéine de IUTTXZR c o r n  1' ont 

f a i t  MOlTmVD, e t  coll .  e t  II01qSIG:NY e t  a l .  ----- 
Fraction protoique u l n  chc~îiie polypeptidique de llovomcoïde ne ---------------.---- 

contient pas de tq-p-kophanne. D'autre part, nous contestons que l'extrémité 

C- terainale soi t  occupée par l a  ph6nylalanine ; sans apporter de preuves 

absol-nt d6cislvcs, nous pensons ceprsndcant que l e  carboxyle l ibre  terminal 

pourrait apparteirir à l a  lysine. 

L1ovolizucolde a f a i t  l 'objet  de trop nor~breuses reclierches physico- 

-chiniques pourq ' i l  entrClt Cians nos intentions de leu reprendre t o u t ~ s ~  dlv.ne 



nanière approfondie, dans le cadre de ce travail. Nous votilions skpleuent 

vérifier ou préciser les plus importantes d'entre bllos, cclles-là surtout 

qui dcvaient contitucr nos élérîents dc référence pour l'étudc dc lfhétéro- 

généité dos prép,vations dl ovomco%iic qui constituait lc preixicr objectif 

de nos recherches et dont nous pouvons mintcmxt décrire les résultats, 



l L ' H!3TEROGEHEITE DES PRI*PNUITIOîB 

Dans  1-e chapitre consacré à 1 ' étude biblioflaphique (voir p. 26), 

nous wons vu que JüTISZ e t  a l .  (545)  e t  l l O i " . J 1 ' F ~ ~  e t  col l .  (546) avaient ----- 
montrd que l e s  préprtrations dtovonucoSde coïitemient plusieurs ent i tds  

physico-chiniques dist inctes.  ?Yotrc étude dos méthodes de préparation de 

l'ovoinhibiteur, de l'ovoglycoprotéine e t  de llovonucoXde conf ine  ces 

co;iclusioi?s. 

Dnns  l c  présent c h p i t r c ,  nous nous proposons de conclure l'exposé 

de l a  première par t ie  de i l O S  recherches, en procismt  l a  x ~ t u r c  de cos en t i t és  

e t  leur  r é p s t i t i o n  dans l e s  préparations dlovonucoIide obtenues par l e s  procé- 

des de L I ~ ~ ~ ~ ~ I S G ~ V E R  e t  I ~ ~ Y ,  de FORSYTi-E e t  F(XSTZR c t  de FREDCRICQ c t  DDJTSCH. 

Cos procedés que nous avons appliqués, sont avssi  ceux qui o9t é té  l e  plus 

f réquerment employés par l e s  auteurs. 

I - IJUTERIEL. --- 

Les prép,arations d'ovoi;nico!ïde ont 6té obtsnues par l e s  procédés de 

Lm1mrn e t  ? ~ ~ L ' I :  (ovo L14j e t  ovo ~ 1 1 1 ~ )  (voir p.56), de PORSYTHL e t  BOSTER 

(OVO W) (voir p. 100)  e t  de FREDERICQ e t  DEüTSCE (ovo PD1 e t  ovo q) (voir 

p.189). 

L ' ovolnhi'uiteur , 1 ' ovog1ycoprot6ine, l a  ribof lavoprotéine e t  1 ' ovo- 

mucoide ont é té  préparés e t  purif iés selon l e s  procédés précédernent décri ts ,  

Lc lysozyme que nous n o m  utilisd- provernit de l a  fraction d'élu- 

t ion  d du frnctiormment chromtographiquc de l"'otrorzuco!idcu de I'ORXy'2H.E e t  

F O S m  démi t  iL l a  page 11 4. 

A - MJALYSES BIOLOGIQUES. --------.-------- ---- 
I o  - Le lysozyme a été caac t é r i sg  p a  son ac t iv i t é  lyscmte vis-&-vis d'une 

suspension de I~licrococcus lysodeilrticus. Lcs cellules ont étb préparbes au 
--.-Y---- ---------YI 2- -y...-- 



laboratoire à partir de la souche NCTC 3665. Les cultures et les mesures de 

1' activité iysmte ont étê effectuées selon les procédés de JOLIES et 0011. 

(547). 

2 O  - L'inhibition de l'activité de la try-psine (3.4.4.4.), de la chymotry-p- 

sine (3.4.4.5.) et de la subtilisine (3.4.4.16.) a été déterminée pclr la 

mesure de ltactivit6 estérasique résiduelle dans des mélanges de préparations 

d ' ovomucoïde et d ' enzyme , selon la néthode spec trophot ométrique de RHODES, 
HILL et FEEMEY (548) que nous avons employée précédemment. 

- La capacité de fixation de la riboflavine a été déteminde p m  la 
néthode fluorimétrique de BESSEY et al. (549) selon le protocole expdrimental 

m.-.--- 

décrit antérieurenent à la page 1 %. 

3 - ANALYSES ELECTROPHORETIQUES. 
----------*--.2"----------->------ 

Les électrophorèses ont été effectuées sur acétate de cellulose 

  ell log el) avec le tampon vércnal de pl3 8,651 et de force ionique 0,07, sous 
une tension de 10 V / cm pendant 2 h 30. Après révélation par ltAnidoschwarz 

et transparisation par un séjour de 5 mn dans une étuve à &€)OC, les électro- 

phorégramnes ont été analysés quantitativement à l'aide d'un photomètre 

intégrateur - enregistreur. 

C - ANALYSES Il'PIUNO-EUCTROPHORF,TIQUES. --- ---..S. -->>------=--*-------. 

Les immuno-électrophorèses ont 6té effectuées en appliquant la 

niéthode classique de SCHEIDEGGER(S~O) et de GRABAR et al. (551) (552). 

Les échantillons ovo LN1 et ovo LI@ d. 'une part et ovo Fil2 d'autre 

part, fixent respectivement 0,1 pg et 0,35 pg de riboflavine par mg de protéi- 

des. Ces résultats, toutefois, sont approxbtifs. Au cours des étapes de la 

prépclratior, de S ovomco!ïde qui comportent des précipitations à pH acide 

suivies de dialyses, la riboflavine peut, en effet? se détacher des flavo- 

protéides et augmenter ainsi leur capacité de fixation. C'est pourquoi nous 



n'avons pas exploité quantitativement ces résultats pour déterminex l a  teneur 

en f2avrrpr&ine des préparatiom dlovomucoXde. Les éckiantillons ovo 3'5' e t  

ovo FD, ne contiennerrb pas de Îlavoprotéine détectable. 

B - ~ B I ' T I O N  DE LA TRYPSINE, DE LA CHYNOTRYPSINE ET ---- - --.-- ----*...*-"-- m...-----*= .----=--...----- 

L ' examen de lcl figure 57 (p. 21 1 ) appelle l e s  rsmarques suivant es : 

1 - Les pr6pmations obtenues par  les  procédés de FOHSYTXE e t  FOSTER, de 

LIWE6WVZR e t  MURRAY e t  de Ffü3DERICQ e t  DEJJTSm inhibent la, trypsine d'une 

manière peu différenci6e : l ' inactivation théorique totale  de 20 @ d'enzyme 

serait  en off e t  obtenue avec 21 ,5 fig ; 17,2 e t  1 5 (~g de protéides respective- 

ment. On voit cependmt que 1 ! f'ovomucoïde" de FTiEDERICQ e t  DWTSCH possède 

l ' ac t iv i té  inhibitrice l a  plus forte e t  que cette d d è r e  est  identique à 

celle de 1' ovomucoPde purifié (voir Fig. 55 ; p.204), 

S0 -Au contraire, l e s  t ro is  préparations inhibent faiblenent les  act ivi tés  

de l a  chymotry-psine e t  de l a  subtilisine e t ,  pour obtenir des courbes repré- 

sentatives il a fa l lu  que nous employions des qilantités dt"ovomucoîde~ 100 

fo is  plus grandes. L t  "ovomucoilde'f de L I I ~ V E R  e t  se  révèle toutefois 

beaucoup plus actif  que les  deux autres prépazations, 1 't'ovomco~den de 

FREDERICQ e t  DEUTSCH étant cette fois l e  moins inhibiteur. L1 ~ovomcoîde" de 

LINE%EA.VEZR e t  NRRAY e s t  donc, des t ro is  préprulations, l e  plus riche en 

ovoinhibiteur qui est  d m  l e  blanc d'oeuf de Pouls, l ' inhibiteur de l a  

chymotry-pshe e t  de l a  subtilisine, conme nous l'avons vu & -  l e  premier 

chapitre de ce némoire. On rq&.rquera en outre que la chyaotrypsine est  inhibée 

p a  environ deux fois  plus d''~ovomcoTde'~ de LIEIRXEAVER e t  PURRAY qu ' i l  nten 

faut pour inhiber l e  :i%ilic poids de subtilisine. Cetto observation confirme l e s  

résultats que nous avons obtenus avec l t  ovoinhibiteur (voir à ce sujet  notre 

Qtude de 1 ' inhibition des enzynes par 1 ovoinhibiteur ; p. 87). 

PIICROCOCCUS LYSODEIKTICUS . - ..... ' -. *-------"-------------.- 
Les courbes de 1.n figure 56 (p.21 2) i l lustrent  les  résultats que 

nous avons obtenus avec un é c h i t i l l o n  moyen d'ovomcofde selon FORSYTHE e t  

POSER, deux échantillons dfovomcoTde selon LDEWEAVER e t  IEJPJtAY (ovo LI41 e t  

ovo LM2) e t  LUI échantillon dlovomcoSde selon FREDERICQ e t  DEUTSCH. On voit 

que les  deux premiers lysent une suspension de Micrococcw iysodeikticus de 
-----------------------9 



20 pg Trypsine 

mg dbvomucoïde 
t 

30 pg Subtilisine 

\ 
\ 
\ 

Figure 57 
Activit6 est6rasique de 20 ~ig de tzypsine, X) w de ~ o t r g p a i a i e  e t  

de subtFlisine en pr6sence de quantités croissantes d'ovcmmcolde obtenu par les 

procéd6a de FO- e t  FOS= (-) , de LDEMEAVER et  (. ........) e t  

FREaIERICQ et DEUTSCB (---$. 
Substrat synthétique utilis6 : T-A H E. 



% Transmission 

Secondes 

m e  d'une suapension de Micrococnu< lyaodeilrtinur par le lysosyn. (- 1 
et par des pr$acitions d'ovomcoXde obtemms par les procddds de et 

(..*.O ), de EtEDERïCQ et DEüTSCH (- - -) et de LïNEWEAVlFR et MlHUY 

( m q - 1  m~sc,+m). 



maière sensiblement identique tandis que le troisième (ovo LM2) est moins 

actif et que li"ovoi~ucoPde" selon FREDERICQ et DEUTSCII ne possède aucune 

activité. Ce dernier, contrairement 8ux précédents, ne contient donc pas de 

lysozyme qui se trouve dans les préparations obtenues pnr le procédé de 

L ~ ~ V E R  et MURRAY, en proportiors varhbla selon les échantillons. 

11 - ANALYSES E*LECTROPHORETIQUES UFX --- 

Les résultats que nous avons obtenus sont illustrés par la figure 

59 (p.21 4) et résrnés dans le Tableau XXVII (p.21 5). 

L1ovomucoPde préparé selon le procéd6 de LITmTEhTJI" et YiüRRAY est 

souill6 pair 5 p. 100 de lysozyme, 15 p. 1 O0 dl ovoinhibiteur et 2 p. 100 de 

flavoprotéine . Certaines préparations peuvent cependaat contenir 20 p. 1 00 
à 30 p. IO0 de lysozyme corne c'est le cas de lféchaYltillan ovo LM1 , Les 

prép,zrations obtenues par le procédé de FûRXYTHE et FOSTER renferment outre 

llovomuco!tde, 20 p. 100 de lysozyme, 5 p. 100 dlovoinhibiteur et 15 p. 1 O0 

d ' ovoglycoprotéine g la flavoprotéine est ici absente. Quant à 1 t'lovomucoPde'' 

selon FREDFBICQ et D m m C H  (ovo PD1 ) , il ne montre aucun protéide contminmt. 
Toutefois daas certaines préparations (ovo F%), 5 p.100 de flavoprotéine 

peuvent 8tre d6colés. JüTISZ et al. (553) avaient également observé que ter- -- 
t h e s  prépilrations obtenues par ce &me procédé donnaient en Qlectrophorèse 

en gélose me "tache faible migrant vers l'anode et de nobilité supérieure 

à celle de lfovdbuninev, imis ils n'avaient pas pu l'identifier. 

III - mYhlE1S rMMm0-E~CTROPIi0FIF:TIQUES. --- 

D,ans les chapitres précéder,ts de nos travaux personnels nous avons 

démontré que les lignes de précipitation de coqortenent cathodique 1, de 
globuline @, de globuline (31, dc globuline cc1 et de préalbumine du blnnc 

d'oeuf étaient celles du lysozyme (voir p-64 et 65), de lfovoinhibiteur 

(voir -p. 64 et 65) , de 1 l ovomucoEde (voir p. 1 JI ) et de 1 ' ovoglycoprotéine 
(voir p. 1 1 9 et 120) et de la flzvoprotéine (voli. p. 146 et 147) respectivement, 

Nous nous proposons de comparer les diagr=reo iinmuno-électrophorétiques des 

préparations obtenues pas les procédés de LIriiiTCRVER et EüRRAY, de F O R S Y ~  

et FaTEn et de FREDERICQ et DEIJTSCEi, afin de préciser les résultats des 

canalyses biologiques et électrophor6tiques , 



Figure 59 

Electrophorèse sur acétate de cellulose des préparations dlovom- 

coXde obtenues par l e s  procédés de L-VER e t  MURRAY (LM1 e t  LN2), de 

F'ûRSYTHE e t  FûS>TEB (FF), de FREDERICQ e t  DHiTSCH (ml e t  FD2 ; voir  p.190), 

du lysozyme ( lys) ,  de ltovoinhibiteur (ovoin) , de 1' ovmucoïde (ovo) , de 

1 ovoglycopro té ine  (ovogl) e t  de la ribof lavopro téine (RFP) . 
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La figure 60 (p.21 7) représente les plaques révglées p a  llAmido- 

schwarz après 24 heures de réaction avec le s é m  anti-protéides du blanc 

dloeuf. A ti*e de comparaison, lc blanc d'oeuf a été placé dans les réser- 

voirs no 2; 5, 8 et 11. 

Les préparations déposées dûns les résemoùls no 1, 4, 6, 9 et 14 

montrent une seule ligne de précipitation, respectivement celle du lysozyme, 

de 1 ' ovoinhibitem, de 1 ' ovoglycoprotéine, de la flavoprotéine et de 1' ovo- 
nucoIîde . 

Les -préparations dtovormco!ïde obtenues par les procédés de 

L ~ ~ ~ V E R  et PmZIIiY, de BOk!YTIIE et FOSTER et de XnRFDZRICQ et DEUTSCFi 

donnent les diagrmes irmaino-électrophorétiques no 3, 7 et 73 respectivement. 

Toutes nontrent plusieurs ,arcs de précipitation. 

L'P'ovomucoPdet~ de LIiEliEAVER et PURMY renferme le plus de protéides 

différents ; on crulactérise en effet les arcs du lysozyme, de ltovoShibiteur9 

de 1 ' ovonucof de, de 1 ' ovoglycoprotéine et de la flavoprotéine. 
L1"ovonucoldo" selon FOR_>= et FOSTER présente les lignes du 

lysozyme, de 1 ovoinhibiteur, de 1 ovomolide et de 1 ' ovoglycoprot~ine, 
tandis que l'on reconnait les lignes dc 110vomcolde9 de l'ovoglycoprotéine 

et de la flavoprotéine sur le diagrme d'une préparation dlovomucoXde (ovo 

FD1) obtenue p3r lc procodé de FREDERICQ et DEUTSCH. Ce dernier inontre en 

outre une ligne de globuline (32 (mc  situé à 1' intérieur de celui de 1' ovo- 

nucorde) qui n'est pas constante et que nous n'avons pas pu identifier. 

On remarquera d'autre part, que les lignes de la flavoprotéine prd- 

sentes sur les diagrmies des l~ovorizucoPdesl' de LINERJEILVER et lTJRRAY et de 

FFEDERICQ et DEUTSCH se raccordent à leurs honologues des imuno-électropho- 

&gxumes du blanc d'oeuf (rbservoir no 2) et de la riboflavopratéine 

(r6servoir no 12). 

L'kmuno-&lectrophor'ese confimûc donc les r6sdtats de ltélectro- 

phorèse et révèle une h&téro&n6ité encore plus grande des prdparations 

dl tlovomcoldelt de rFF8DERICQ et DRTTSCH. Ces résultats associEs à ceux que 

nous a fourni le fractioanenent chromtographique des préparations obtenues 

pax ce dernier procédé et que nous avons décrits dans le chapitre précbdent, 

nous pemettent de considérer ltl'ovomucoYdett de IFFEDC?ICQ et DEüTSCH comme 

très pur et nous pouvons imputer son hétérogénéité immuno-éleotrophorétique 

à la gr?a..de sensibilité de la ndtliodc.. 



Figure 60 

Immuno-électrophorégrammes en g6lose (tampon véronal de C 0,07 et de 
pH 8,65 ; 5  cm ; 2 h) du blanc d'oeuf de Poule (BO), des préparations dtovo- 

mucoide selon les procédés de LINEWEAVER et WRRBY (ovo LM), de FORSY'I'HE et 

FOSTER (ovo FF) , de FREDERICQ et DEUTSCH (ovo FDl ) , du lysozyme (lys), de 
1 ovoinhibiteur (ovoin) , de 1 ' ovoglycoprotéine (ovogl) , de la ribof lavoprotéine 
( R E ' ) ,  de llapoflavoprotéine 2 (apo2) et de ltovomucoIde (ovo). 



LI étude de 1 hé térogénéité Qlectrophore'tique et itimnuLo4lectropho- 

rgtique des prépamtions d t  ovomucoPde nous a conduit à prépwer à 1' état p.n 

les différents proCQides qu ' e l les  renferment. 

En associant l e s  résul ta ts  des anaLyses bilElog5ques e t  électropho- 

rdtiques à ceux dos analyses immuno-électropho&tiques, nous avons pu identi- 

fier sur les immuno-électrophoré@ammes du blanc dt oeuf de Poule, les lignes 

de précipitation de la  fl*tvoprot&ne, de 1 ' ovoglycoprotéine, de 1 womucofIde, 

do l 'ovoinhibitcm e t  du lysozyne. 

Les préparations dlovoniucoPde obtemes par les proc6d6s de LWE- 

WEBVER e t  NlRRAY e t  de FORSYTRE: e t  FCF;TER contiennent 20 à 40 p.100 de pro- 

teides cont-ts selon l e s  Qchantillons : lysoqme, owinhibiteur , wo- 

glycoprotéine e t  r ibof lmpro t6 ine  dans loE première ; lysozyme, ovoinbibiteur 

e t  ovoglycoprotéine dans la seconde. L'ovoinhibiteur représente 15 p. 100 des 

protéides totaux dos pr6parations selon -VER e t  MüRRAY ; c e t t e  teneur 

explique l r i nh ib i t i on  de 11act ivi t6  de la  chymotrypsine e t  de la subt i l i s ine  

par ces prépamtions e t  jus t i f i e  leur emploi comme matériel de ddpart pour 

l a  prbparaticn de l'ovoinhibitcur. Les préparations obtenues par l e  procédé 

de FORSYTHE e t  FOrj'PER contiennent 1 5 p. 1 00 d ' woglycoprotéine ; c l e s t  pour- 

quoi nous l e s  amna ut i l i s6es ,  à la su i te  de XETTmR pour préparer c e t t e  

glycoprot6ins. Au contraire, l c  procbdé de FREDERICQ e t  BEUTSCII c o ~ d u i t  l e  

p l u  souvent à des prépaxations d'ovomcolde t r è s  pures dans lesquelles seule 

l l d y s e  imauno-électrophor4tique décgle quelques impuretés présentes à 

1 '6 ta t  de traco. 



- Mise en évidence de l'hétérogénéité. 
- fiactionnement de l~ovomuco!ïde, 
- Etudes comparées des propriétés wti-msiques , 
physiques et chimiques des ovomucoPdes. 



D m  in ohr.~?i.l-re r5ir-rvé aux g&-16ra7?--1;Qs9 r;vs avom vu  çu au 

no~en t  où n3us ~ib3rd:~ow nqa rechcrchcs, ?,~hét4ro&néité de llovomwolde 

res ta i t  t rès  cont~*e.rre;-x3,; o,~ zû:-=_ucn .-~;-ic.xV de ?a n&o-~w,issanco de 1' idex- 

t i t é  dr3ç d i - ~ w > S  pro'~&i.J/-~ ~i-15 cxn-=-ie~?-l; ic;g ~r6pnmtS.~nr,.  ilprès a7mT.r 

élucldé Lc pic5?.ènfi c' c 7 ? h6 I-é:lct;C~CLtQ ~m~o-RJ.cc,Jc~3pi?~-~ Sei que d3s prépiir-a-- 

t i om 2' ovom~olde  e-t , di.spcs,2r.l- d ' o~ronu~oZdo pm, h~i113gè~0 en icmum-6- wL;rr- 

phorése, mus a v o m  ~CTI:.S 7 G-ilLt?? 2.2 cekt2 q~rest:ir n. 

1 - L?s éJ.c~I-ro;ai:~r-è=cc rilr nscl'zak do cet:kd?-cse r ~ ~ r é s s n t 5 4 s  h ?a - .Y. .-l.-I.."*-I.L .. ...-.- * * .--a->-=---.->. "- -=.---- 

figure QI ( p .~21  ) ré7:,iI e3t r m a  ~ ~ 7 7 :  p;~!i_t;Q, i !hdtérc~4&itQ cl13 ce cc~%.cFd. 

ConJ; IPS vitesscs dc? ~ . g f a - k l o n  madi-que e t  lcs propw-Lions rcln.tLves I- - 9  

-.IU.UI-.I----"'-. J-..l.lr*.--L ---Y----.--- --^----. ----. -- "- . 
* Vitesse de n i g x t i o z  reia-tlve cjr.cu~Qe pax rappcr'z à Iû. fractie;l 1. 

** En p. 100 des protéides -I;otctux (déteminations eff en,tuées pcir intégrst7 

des p ics  de la. courbe do llélectrcpliorégmme de l a  figare 61 (p.221). 



Figure 61 

Electrophorèses sur acétate de cellulose de llovomucoIde et courbes 

dl enregistrement densi tométrique des électrophorégrammes . 
E r densite optique. 



Figure 62 

Frac tiomement de 1 ovomucoïde par élec trof ocalisa tion dans une 

solution dtampholytes (gradient de pH 3 B 5) et Qlectrophorèse sur acétate 
de cellulose des fractions obtenues. 

E : densité optique ; V : volume des effluents exprimés en litre. 



L ' électrophorèse dans la solution d1ac8tate dl anuonim de pH 4,55, 
appliquée aux fractions A, B, C et D nontre qu'elles sont elles ï18r1es h6'i;é- 

rogènes et qu'elles correspondent aux bandes 1 + 2, 3, 4 et 5 + 6 -1- 7 respeo-. 
tive~ent de 1 électrophorégrame direct de la f i,we 61 (p. 221 ) . On remqticïc: 

accessoirei7ent la, présence de taches anodiques correspondant probablenent aux 

mpholytes non élininés par la dialyse qui a prkcédé la lyophilisation. En 

outre, le pH des solutj-ons correspondant au somet des pics A, R, C, D et E 

est égal respectivenent à 4,45 ; 4,25 ; 4,05 p 3,85 et 3,70. Les cinq frac- 

tions différent donc p m  leur point isoélectrique respectif. 

Das lr: but de préciser les raisons physico-chimiques de ces diff6.- 

rences qui se traduisent pcar des comportements élec trophorét iques particuliers , 
nous nous somes propos6 d'isoler chacun des protéides correspondant aux 

diverses bandes électrophorétiques que nous avons cc11*actérisées. Pour atteii1.- 

dre cet objectif, nous n'irvons pas retenu le procédé de fractionnenent par 

6lectrofocalisation qui senble pourt,mt séduisant à la, -vue des résultats QL-C? 

nous venons de 66cr.irc. En effet, nous ne somues j m ~ i s  parvenu à élinincr 

totalenent les û~rpholytes des solutions contenant les protéides, aussi bien 

pax dialyse que pctr filtration sur gels de Sephadex diversenent rétj-rulés. 

En outre, notre tramil a ~ i t  pour mission de fournir à un awtre groupe d-e 

recherches du laboratoire, des substrats de choix pour l'étude de La strv?- 

'cure des glycoprotéines. Il fallait donc pouvoir fractionner des quanti-kés 

inportmtes dl ovomcoïde et 1 ' bïectrof ocalisation 110 répondait pas à cet 

iapdratif, D'autre part, au moment où nous avons pu appliquer cette m6%;1od i3, 

la mise au point du ~rocédé de fractionnement c2iromtographique de 1 ' ovonn?.- 

coïdo que nous 66crivonx ~ i - ~ & s  ct qui nous a conduit à llisolerient de sl;;: 

fract-ions, était dé jà très avanche. 

Nous e:cpooerons donc successivenent, notre méthode de fractionne- 

ment de llovomucoïde et les résultats de l'étude conpaxée des propriétés 

anti-t~ypsiques, physiques et chimiques des fractions isolées. 



L f  ovomoïde pur est fractionné sur CE-cellXLose selon un protocole 

expérirtienta1 analogue à celui décrit par RHODES, AURI et FEENEX (557), pour 

le fractionnen!ent des protéides du blanc d'oeuf. Les fiactions obtenues sont 

alors sous-fractionnées sur DW-cellulose équilibrde avec des tampons acides. 

3 g df ovoi;iucoïde sont dissous dans 30 ml. df une solution tmponnée 

d'acétate d'amoniun 0,l 181 de pH 3,7 et la solution est soumise à la chrom- 

tographie sur une colonne de CU-cellulose* (2x40) équilibrée avec le nêne 

tcmpon. Le chromâtogramie est développé par le passage de la solution dféqui- 

libration à 3 pH différents : pH 3,7 9 4? 1 et 4,3. On obtient de cette manière 
4 fractions. Les fractions 1, II et III sont déplacées à pH 4,1 et la fraction 
IV, à pH 4?3. Les contenus des tubes correspondant à chaque fraction sont 

rassemblés, dialysés contre eau distillée et lyophilisés. 

II - SOUS-~Y101~~~~1E1JT SUR DW-CELLULOXE DES -- - -- 
FXA-IONS-L- -- -- ---- -- -- 2zL-IIT-stIV. - - --- 

k - SOUS-l?RACTIOhE?EP'IENT DE LA FRACTION 1. 
1 100 mg de "fraction If' en solution dms 10 Iill df acétate d'mo- 

nim 0,005 FI de pIi 3,7 sont introduits dws une colonne (2x40) de Dl2A.E-cellu- 

los@* équilibrée avec 1s même solution. Après le passage de 200 m l  de la 

solution d'équilibrution, les protéides sont élués avec une solution d'acétate 

d'anmoniun 0,605 Id + NaCl 0,02 11 de pH 3,7. 



B - SOUS-FFiACTIONTEbfEKP DES FRACTIOITS II, III e t  IV.  ---------- 
Nous cvons appliqué aux t ro i s  fractions II, III e t  IV l e  mhe 

protocole expériinenta1 de fractionnement sur DW-cellulose. 

La cellulose échangeuse d1 axions e s t  équilibrée avec l e  tampon 

phosphate 0,005 l f  de pE 4,7. Des solutions de protéides à 10 p. 1 O0 sont 

déposées au sommet des colonnes (2x40) dans lesquelles ont f a i t  circuler  

200 m l  de tclnpon d'équilibrntion avant de procéder à l ' é lu t ion des protéides 

par l e  passage successif des t apons  dc pK 4,7 suivants : pliosphte de sodium 

0,005 l? + +dl 0,03 M, phosphate de sodium 0,005 P'I + ?taCl 0,07 W, phosphate 

de sodim 0,005 ET + N a C l  O,  1 M. Les fractionnements dont nous rapportons l e s  

r 6 sÜ~ta t s  ci-après, ont porté sur 0,850 g de Iffraction II", sur 2 g de 

'sfraction III" e t  sur 1 ,640 g de "fraction IV". 

Les fractions 1, II, III e t  I V  a i n s i  que l e s  diverses sous-fractions 

ont é té  soumises systémtiqueinent à l 'analyse électrophor6tique sur acétate de 

cellulose. 

I - ~ C T I O I ~ ~ : N T  ---- DE L 1 OVO~'I[TCOLDE ---------- sTn CI.!-CEUULOSE. -- - 
Le dia@c?mlc d161ution corrcspondz~t à tin fractionnement de 3 g 

d ' ovomucoScte strr CPI-cellulose e t  l e s  Qlec trophorégrames des fractions obtenues 

sont  rése entés 5 la  figure 63 (p.226). 

Lcs fractions 1, II, III e t  I V  fournissent respectiveiïient, 0,150 g g 

0,520 g ; 0,345 g e t  1,550 g dc protéides c t  se  distinguent nettement l c s  unes 

des autrcs en 6lcctrophorèsc sur acétntc dc ccllulosc. 

Lorsque l a  migration c s t  effoctuéc dnns l e  tampon véro~ml, l a  frac- 

t ion 1 pwa£t homogène, t m d i s  quc l e s  3 autres fractions montrent plusieurs 

b;~lldes. On remvquera cn part iculier  quc l a  bando l a  r~oins anodique des 

é1cctrophoré~"Uur~:cs des fractions III e t  IV, correspond à la f ract ion 0, de 

1'ovomucoTde total .  Lc? fraction 02 rassemble a= contraire, toutes l e s  autres 

bandes. L1enploi du tampon véronal s e  révèle donc t rb s  u t i l e  pour l a  carac- 

tér isa t ion de L'ovomucoSde 1. 

La solution d ' acétate d ' mmonim, qui réa l i se  une meillcmle d i f f  6- 

renciation des bandes électrophorétiques pemiiet toutefois de voir plus 
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Figure 63 

Diagramme d1 élution des protéides de 1 ' ovomucof de sur CM-cellulose 

et dlectrophorbses sur acétate de cellulose des fractiom obtenues. 

E : densité optique à 280 nm ; V : volume des efXïuents exprimé en litres. 



aisément la répastition dca autres ovor;nicofdes dnns les quatre fractions. LI, 

fraction 1 renfem les constitisznts les plus anodiques (ba*1dos 5, 6 et 7) ; 
la fraction II montre la présencc dos bandes 3, 4 et 5 g la bande 3 représente 
le coqosant mijeUr sur l1 électrophorégrm~e de la fraction III qui r6vèle en 

outre la présence des baides 1 et 4. Q w t  à la fraction IV, elle contient la 

totalité dc llovomoïdc 2 élué, accor;ipng& dcs ovor~ucoPdcs 1 et 3. 2-- s ce 

dcrnicr cas toutefois, lc discrimination entre les b,mdes 1 et 2 est un peu 

plus délicatc. 

II - SOUX-F&ICTIO~\JTL~~~~NT DES FRhCTIOJ!JS 1 L.S II III et IV, 
.. --- 

SUR Dm-CELLULOSE. - --- -- 

A - SOUS-LT~LCTIO~'J~~~~E:~E~TT DE LEi FRI1CTTON 1. - -.-- --------------.----.-. ..------- 

Ln figure 64 (-. 228) montre que deux fractions la et Ib sont élu-6r:: 
avec le tCaapon ac6tate d'monim 0,005 M + N a C l  0,02 111 dc pH 3,7 et fournis- 

sent respectivenent 0,677 g du a6la.nge des ovorJucofides 5 et 6 légèrement 

souillés par 1 ' ovomcoïde 4 et 0,318 g du nélange des ovoclucoïdes 6 et 7. 
Ce procédé dc fractionnement très bparfait n'a toutefois été 

retenu qu'après une étude s~istécmtiquc portant sur llciploi de la CPI-c~ll11!n~: 2 

et de la DW-cellulose avec divers s~tèmes t,wpons cou-plos à des gradi~rz-Jr 

discontinus ou continus de pE et de force ionique. L ' électrophorèse pré-a-r" :; ':. 
sur dcs colonnes de gel de polyacrylaxi.de actucl1er;zent à l'étude, noLw pcl-Y??: 

tra peut-8tre de résoudrc d'une m:;ièrc plus sütiolaisantc lc problème de 

1' isole~wnt des ovoraucoYdes 5, 6 et 7. 

B - SOUS-lW&TIOl$rETE~W DES IIIIICTIaIS II, III ET I'V. ...---.*- .-.>. .-. --a ---. ., +. ----..- ,-. .m...-- ---.--....-- 

1 O - SOUS-~CTIO~pEYjT DE LR FPSLC'ï'ION II. (pig. 55 ; p.229 et Fig. 66 ; p.230) 
-----a- "--..""-----------...--= --> .---------.-- .-- 

850 ug dc protéides ont été f'rnctionnés et cinq fractions ont été 

obtenues. Les fractions IIa à IId sont éluées mec le tampon phosphate 0,005 -1 

+ NaCl 0,07 II: et 1s fraction IIe avec le t q o n  phosphate 0,005 M -i- NaCl 0,l PI. 

Les fractions IIa et IId fournissent respectivement 0,272 g d1ovomuco!ïdc 3 eJc 

0,182 g dt ovomco!ïde 4. Les fractions IIb (0, 068 g) et IIc (0,169 g) contior,. 

nent la première l'ovomuco!ïde 3 souillé pttr 1' ovoriucoYdc 4 et la secondc 
1' ovomucorde 4 souillé p,m l1 ovomcoïde 3. Le pic IIe t renîermc que quelques 

mg d~ovomcofde 5 ; ce rendment très faible n'a pas permis de retenir cet.te 

fraction pour les études physico-chimiques ultérieures. 



Figure 64 

Diagramme d'élution sur Dm-cellulose de la fraction 1 du chromato- 

gramne de la figure 63 (p.226) et klectrophorèses sur acétate de cellulose des 

fractions obtenues. 

E : densité optique B 280 nm ; V : volume des effluents exprimé en litres. 



Chromatogrammas d'Qlution sur DEIlE-cellulose dea fratiom II, III et IV 

obtenues par chromatographie de l*ovomucolde pttr sur CM-oelluîose (mir figure 63 ; 
p. 226). 



Figure 66 

Electrophorèses sur acétate de cellulose des fractions obtenues 

par chromatographie sur DEAE-cellulose des fractions II, III et N 

(voir les chromatogrammes de la figure précédente). 



2O - SOUS-FRhCTLONfaMENT DE LA FBACTIOB III ( F ~ ~ , G S  g p.229 e t  Fig.66 g p.230) ---- ---- d--"-'-----.db 

La chromatographie sur DW-cellulose do l a  f'raction III conduit à 

6 sous-fractions. Les deux predères  sont élu6es avec l e  tampon phosphate 

0,005 W + NaC1 0,03 M e t  l e s  quatre suivantes avec l e  tarpon phosphate 0,OOSPI 

+ NaC1 0,W 11. Le pic  I I I a  contient l~ovonucofde 1 .  Los fractions I I I d ,  I I I e  

e t  I I I f  qui sont éluées dûns l e s  nênes conditions que l e s  fractions I Ia ,  IIb 

e t  I Id  de lil chromtographie précédente renferment respectivement l l o v ~ c o f d e  

3, l'ovomucoTde 3 soui l lé  par llovomcoYde 4, e t  llovomoflde 4. L1électro- 

p i ? a r é ~ ~  de la fraction III3 révèle In présence dos ovomcoYdes 1 e t  3 en 

quantités sensiblement égnles, tcmdis que l e s  protdides de la fraction IIIc 

sont constitués d ' ovomco!tde 3 contamin6 par une t race  d ovonrcoflde 1 . 
Les rendonents de ce t t e  chromtographie sont l e s  suivants 2 g 

de f rac t ion  III) : 

fraction III2 : 0,660 g 

fraction IIïb : 0,100 g 

fraction I I I c  : 0,130 g 

fraction I I Id  : 0,770 g 

fraction I I I e  ; 0,120 g 

fraction I I I f  : 0,075 g 

3 O  - SOUS-Ii'l?ACTIO~~NT DE LA FRACTION IV. ( ~ i ~ .  65 ; p.229 e t  Fig.66 ; p.230) 
----W-I--YII----I------~-EI-..I--L-UC-- 

La chro~kctogrcphie m DENE-cellulose dc 1,640 g de fraction I V  

fourni+ quatre Îractions : 

fraction I V a  : 0,272 g 

fraction IV% : 0,803 g 

fraction IVc : 0,233 g 

fraction IVd : O,i48 g 

Lr~~ l i l l y sc  Glectrophcrétique raontre que l e s  fractions IVa, ïVb  o t  

IVd contiennent l e s  ovoniucoYdes 1 ,  2 e t  3 respeciivoment. Corne l e  pic I I Id ,  

lc pic IVd es t  précdde' d'un ttép3=LLerrientt1 (fraction IVC) qui contient en mélan- 

ge l e s  ovomcoPdes 2 e t  3. 

Des fractions idcntiqucs qui provemicnt de plusieurs cxp6ricncos 

e t  qui contcnzicnt deux ovomcofdos cn nél,mgc, ont étd r a s sab l ée s  e t  sou- 

nises à un nouveau cycle chromtogr,?phique. Les protéides ,ainsi prép,vCs 

n t  ont pas é t é  p r i s  Sn consid6ration pour 1' ktablissenent du b i h  pondOml 

quo nous m n s  drossé plus loin. 



Lc îractiom~enent chro~matogra;phiquc dc lr ovomucoSdc pur sur CI<- 

-ccllulosc suivi dc l a  ch rom. toq~~h ie  sur DW-cellulose des fractions 

obtenues nous a permis d' isoler en LUI cycle c h r ~ m t o ~ ~ p h i q u c  les  ovonucoPdcs 

1 ,  2, 3 et 4, c t  en nélclnpie les ovomcoîdcs 5 i- 6 e t  6 + 7 que nom ne somes 

pz-s parvenu, jusqu' à prdsent , à fracti.onncr d'une mnièrc s a t i ~ f ~ l i s m t c .  La 

figure 67 (p.233) c t  l c  Tables-LI XXVïII (p.234) résuncnt l e s  r4sulta-t~ que 

nous avons ob t cnus . 
Bien quc l e s  cbxomatogmos ne aontrcnt pas de pics bien isolés, 

leur reproductibilité 6tai-t t rès  grande, nêolc. lorsque des c o l o m ~ s  de CI'"i- 

-cellulose plus hpor tmtes  (3x60) ont et6 uti l isées pour fractionner r~vec 

l e  m8ne rendement, 7 à 8 g d-' ovomco'ide, 

Il faut ~Ouligner enfin, que notre tecMque dlalmljse blectropho- 

retique sur acétate de cclluiose avec l a  solution d'acétate d'mnoniun 0,CS 2 I  

de pH 4,45, qui nous a pemis, à chaque étape, de déterainer l c  composition 

en protéides des diverses Tractions, a. Qté dé tedu te  dans l a  mise LU poin L 

de ce procédé chromtographique. 



Figure 67 

Electrophoréses sur acétate de cellulose des six fractions 

dtovomucofde obtenues par chromatographie de ltovomcorde total sur 

CluI-cellulose et DEAELcellulose . 



Tableau XXVIII 

Rcnder-icrit dcs fractionnements de l~ovorriuco!ïde sur CJl-cellulose 

c t  DEAE-ccllulosc (*) . 

(*) en g pow. 15 g d~ovomucofide pur f ract iom6,  Il n'a pas Qté  tenu compte 

des ovomcoïdcs obtenus par purif ication de certaines fractions hétérogènes : 

fractions IIb, IIc ,  I I I c  c t  IIZe des c h r o m t o p m c s  de l n  f igure 65 (p.229). 



I - IBTf1ODES APPLIQUEES. -- - - ---- - -- 

- Mesure do Itactiv7,tG estérasique résiduelle de la tyypsine (3.4. 

4.4.) en prdsencc de q - ~ m t i t é s  croissmtes do c1?,wune des 6 fractions d'ovo- 

micorde. 

- Etudo d1.1 c onportenent élec -tro>horétique des ~ é l ~ m g e s  de ch -~me  

des fractions avec la trypsine. 

Le Tableau XXIX (p.236) prjmct de comparer 1 activité r6si&~e'-? c, 4 , s  

20 py de trypsine en présence de 2,5 ; 5 e t  7,5 (.g de ebvcun des ovo~u~?Ed,~i.  

On voit que 7,5 pg des ovomuco~des 1 ,  2 ,  3 ,  4, 5 + 6 e t  6 + 7 rgduisent l t a c ,  

tfvité de lterzyno de 46 p.100, 54 p.100, 50 p.100, 48 ~ . l O i ) ~  49 p.lC3 CU 

45 p. 1 00 respectivenerit. 

Les  blcctrophorégm~es dc Ln figure 66 (p.237) o~ i t  &te' obtenus 

avec dos nélcnges à poids &aux de chcihne dss fractions 1 , 2, 3, 4, 5+6 e t  

64-7 avec la tlypsine. Dans to1.s les  cas l e s  ovonucoldes se sont coabinés à 

1' enzyme pour donner des coqlexos duit l a  vitesse élcctrophorétique est  

intcmnédiaire e ~ t r c  cel le  de i l e n z p o  c t  celle des iniiibi-teurs. 

Tom les  conpli>xes forniés sont he'térogènes e t  sort constitués dli%v 

fraction raineme e t  d'une fraction mjeure, qu i  est e l l e  même hétérogène: dam 

l e  cas des ovomo!Zdes 2 e t  3. En outre l e s  ovonucoii.des 5+6 e t  6 +7 so dL3.- 

tinguent dos autres fractions, par vitesse moins cathodique des conplexes 

qu ' i ls  f ornent avec l a  trypsine. La frzction mineure en ycu'ticulier, cathodi-. 

que dans l e s  ovol;lucoïdes 1 à 4, reste au niveau du dépa-t dans la fraction ; i ' 

e t  devient légèrement 'anodique &ans la fraction 6+7. 



Tableau JXIX 

I f i ib i t ion  de l a  t m s i n e  par l e s  ovor;iucoïdes du blanc d'oeuf 

de Poule *. 

* Détamiwtions efîectuées sur 20 pg de trypsine, p,w l n  ri6thode spectro- 

pllotonétrique de RHODES, HILL et f:'EENlXf (558). 

*-X Act. em,  res,  : activité enzymatique rbsiduellc. 



Figure 61: 

Electrophorèse sur acétate de cellulose de la  trypsine (T)  , des 

ovomucof des 1 , 2,  3, 4,  5 + 6 e t  6 + 7 e t  des mélanges (rapport en poids 1 : 1 ) 

de chacun des ovomcoïdes avec la try-psine. 



III - Ca~CLusIoTJS. --- 
Les s ix fractions dlovonucoliIde possèdent l a  même activité inhibitrice 

de l a  trypsine. LI étude de leur intéraction avec 1 ' enzyne confLrme les  résultats 

des mesures d ' act ivi té  résiduelle. Elle révèle en outre 1 ' hétérogénéitê des 

complexes fomés qui possèdent dans l e  cas des fractions .5+6 e t  6+7 des vitesses 

nains cathodiques que dans l e  cas des ovomucoYdes 1 à 4. 

1 - BETHODES APPLIQUEES. ----- --- ----- ---- 

- Imuno-électrophorèse e t  irûr~uno-diffusion, 

- Ultracentrifugation g déterdnation des constantes de sédimentations. 

- PycnonQtrie : ncsure dcs volumes spécifiques pnrtiels. 

- Spectrophotométrie d'absorption : d&tcrilun?,tion des coefficients 

d'extinction au naximwi d'absorption dans l 'ultra-violet, 

- Xpectropolarhétrie : déteririmtion des pouvoirs rotctoires 

spécifiques . 
- Electrofocdisation o déternin~t ion des points isoéleatriques. 

II - LWXULTilTS. --- 
Les rési!.ltats que nous avons obtenus sont rasser;iblés dans l e  Tableau 

XXX(p23'3) e t  i l lus t rés  par la f i w e  63 (k24.0). Ils peuvent ê tre  résuués de 

l a  manière suim?te : 

Des solutions, dans l e  t,mpon t ~ Q r o ~ l  de pI-1 8,65, à 10 p. 100, 1 p. 100 

e t  O,?  p.100 de clmcun des ovomucoldcs ont 6t6 analysées en immno-&lectropho- 

rèse. Les plaques repr6sentécs à l a  fib.;ure 69 (p,240) rzontrent 13 présence 

d'un seul arc de prEcipitation correspondant à 1' ovornnco"re. Les ,arcs obtenus 

avec des solutions à 10 p.100 sont tous pratiquenent identiques. Au contraire 

les  solutions à O,l p.100 fournissent des lignes beaucoup plus courtes e t  dorit 

les vitesses anodiques croissent progressivemnt de l a  fraction 1 à l a  frac- 

tion 6 +7. 



Tableau XXX 

~ropri6tés physiques des ovomucoTdeo du blanc d'oeuf de Poule. 

* Déte-tions effectuées sur des solutions à 0,1 g p.100 ai d'eau à pH 7. 

** DQteri;Linations effectuées sur des solutions à 1 g p. 100 ml d1 eau à pH 7. 



Figure 69 
Diagrammes Mmuno-électrophoré tiques du blanc d1 oeuf (BO) , d'une 

préparation dl ovomucoïde selon FORSYTHE et FOSTER (ovo Fl?) et des ovomucoides 

1, 2, 3, 4, 5 .t 6 et 6 + 7 .  
Imrmuio-diffusion selon 0UCHTERU)NY. Le raccordement parfait des arcs 

de précipitation sur la bissectrice d'un angle 180° est la conséquence d'une 

rbaction dl identité totale entre les six fractions d1 ovomucoïde . 



Les six fractions en solution à 1 0  p. 1 0 0 ,  domient en outre d.es 

réactions d ' identi té to ta le  p a  l a  &thode d'inrmxno-diffusion en gélose 

d ' OUCH'I'ERLûNY . 

B - ~ ~ C E f 3 T K I m S G d T I O N  ET VOLUTE SPECIFIQ~ PARTIEL. 
--.m--..-m--"--*-G.--.*. .---.--,A-. *~- - - -  -..*.. -" --.-. "-.- 

Les ultracentrifugations ont é t6  effectuées sur des solutiors à 

5 , 1 0  e t  1 S ng de protéide par ml do tsunpon phosphate 0 , l  18 de pII: 7. 

Les s i x  frnctions solit pcrfaitenent houoghnes e t  possèdent des 

~5~~ e t  des volmes spécifiques par t i e l s  ( V ) pratiquenent identiques. En 

outre ces valeurs sont t r è s  voisines de cel les  de l'ovomucojtde p w  non frac- 

tionné (voir  p.194 ) ; il nc peut donc pas s ' agir de sous-u6t6s. Los résul- 

t a t s  de DEüTSCH e t  EORTOIJ (559) d'après lesquels l a  rupture dc tous l e s  ponts 

disulfures ne nodifie pas l u .  =sse ~o l6cu l l ' i r e  salit d 'a i l leurs  en faveur de 

ltexisteilco d'une seule chaîne peptidique dans l'ovomucoïde. 

Les s i x  fractions présentent un m~imun d'clbsorption d,ms l ' u l t r z -  

-violet à 276 m. Les  coefficients d f  extinction [ 278 ' p.1 O0 aes ovomicotides 

3 à 6-1-7 sont trEs voisiiis e t  sensible~qent identiques au ' p o l O O  que nous 278 nm 
avons mentionné précédernient pour l'ovon~ucoïde to ta l .  De ce point Be -me 

l'ovonucolde 1 avcc l a  vLalcur 13 plus fniblc e t  l'ovonucoïde 2 avec 12 valeur 

l a  plus fo r t e  se distinguent des prdcédents sans que noils puissions proposer 

une explication à ce phénomène. Ces résu l ta t s  nous permettent cependant de 

penser que l e s  préparations d ' ov~mcoide étudiées par (ItuiTTEXJEE e t  PIONTGONEXY 

(560) dont l e s  coefficients d '  extinction :78*Jz 4,l etaient  légèrement 

supérieurs à ceux de nos prépa.mtiarm d'ovonucofide t o t a l ,  ne contenaient pas 

l a  t o t a l i t é  des ovomcoïdes e t  qu 'e l les  étaient  enrichies en ovomcoïde 2. 

Lcs pouvoirs rot2,toires des s i x  fractions sont identiques. 

D - POIlrJT ISOEGECTRIQLE. .--"-----...-."--- ----.---- 

75 rag de chacune des fractions oit é té  amlyséts pcr électrofocali- 

sation dam des so1ution.s d'mpholytes permettant de réc l i se r  un gradient de 

PB entre 3 e t  5. Les résultcrts que nous avons obtenus sont, a,ux erreurs 

d'expérience près, pratiquenent identiques à ceux que nous avons Pbtemis avcc 

1 ' ovo~~~cojtdc pur t o  ta1 (voir p. 222 ) . 
Con'crairc~lcnt a m  autïcs propriétés physiques que nous avons étudiées, 

l e s  pok-ts i so6lect r~qucs  varient dtunc préparation B l ' au t re  c t  dininuent 

progrcssivcïxnt de lc fraction 1 à l a  fraction 6-t-7. Ces rosul ta ts  confirment 



les déterainations effectuées par B E R  et al. (561) en 1953 (voir les &n&- ----- 
rdités ; ,30) . 

111 - COI1TC'Lu'SI~~. 
Les six fractions d'ovomcoïdc quc nous avons obtenues sont hmo- 

gènes en ultracentrifugation ct en Zurrmno-électrophorEse et montrent en 

incluno-diffusion des r6actions d'identité totale. Ellcs possèdent des cowtan- 

tes de sbdir;lcritntion, des volmes sp6cif iques partiels et des propriét6s 

optiques prûtiquemnt identiques. Au contraire, les points isoélcctriques 

des six fractions sont distincts et varient en sons inverse de la nobilité 

anodique en dlectrophorèse.. 

3 - COMPOSITION CHIITIQUEu 
--Pd------- ..................... . ..... " .................... "...".. ........................ ...... 

A - ETUDE DE LR EUCTIOE PROTEIQE3. 
---*----- --., ----.-.- -.--- ,. .- 

- D4tcminatioii de la composition en acides mirl6s, 
- Idcniification dcs acides c?dn&s N- et C- terninam. 

- DbtcmL~2tion des corîpositions ccnt~simlo et nolniro en 

glucides. 

- E t ~ ~ c i c  du conportenent électrophorbtique des hydrolysats 

ncur,zuWILdilsiques des six fractions d ' ovoiiucoSdc . 

12 - ERJDE DE LA FRACTION TJIIOTUICiUE. 

1 0  - L f c m e n  du tableau XXXI (p.243) montre que les six fractions possèdent 

des compositions en acides minés trks voisines sinon identiques. 



Tableau XXXC 

Composition molaire en acides minés des ovor~ucoïdes++ 1 , 2, 3, 4, 

%6 e t  6+7. 

TJature des 

acides minés 

Acide aspartique 

Acide glutamique 

Arginine 

iiis t idine 

Lysim 

Alanine 

Cystiiie / 2 

Glycocolle 

Isoleucine 

Leuc iize 

PhénJTLnlanine 

Proliiie 

Sérine 

Thréonine 

Try-p t ophnne 

Tyrosine 

Valine 

des ovoaucoïdes 1 

- - --- - -- 

* Pour une msse nolXculaire de 26 700. 



2 O  - L'acide a d n é  M- t-1 a été  identifié, dam tous l e s  composés, à 

If pm l a  néthode des DNP-ttnùlo-acides. 
----mm---- 

30 - Lrhydrazinolyse ne libère, dans tous l e s  cas qu'un sevll acide aminé : 

l a  lysine, La constmoe dc cc résultat  sonble ê t re  on faveur de l a  présence 

dc l a  lysine à l lcxtréaitd C- terninale dc l a  protéine des ovomcoEdes. Nous 

aMns discuté cette conclusioa dans l'étude de l a  conposition chbique de 

1 ' ovoriucoZde pur totcl  (voir p. 201 ) . 

B - EWDE DE LA FFU.CTIOiii GLYCMTJ3IQUE. 
--------------=*-------L--."----- 

LOS rdsultats quo nous avons obtenus sont rnssenblés d m  l e  

Taablem XIiWI (p. 245) e t  i l ~ ~ s t r é s  par l e  figure 70 (P .297) . 

1 - COIZOXITIO~J CEMmSnZtW EN GLUCIDES. ................................ 
Contrairemnt ii l a  conposition en acides d n é s ,  l a  coilrposition en 

glucides v ~ x i e  dans de larges propertioaq d'une fraction à l 'autre, l e  rapport 

oses "neutres" / l~T-acétylglucosmine en particuiier de û,55 à 0,95. En outres 

l a  teneur en acide 8-acétylneurauinique, nulle Clcïns l e s  ovonicoTdes 1 e t  2, 

s 'accroît progressivenent dans l e s  fractions 3 à 64-7. Les teneurs en acide 

N-acétylneur~aîinique , diffèrent toutefois, selon l a  n6thodo de dosage employée. 

En effet ,  l es  valeurs obtenues par l a  méthode df@ZTIOFF, après hydrolyse par 

l a  neurcuninihso selon l e  protocole expérimental décrit  par  T~IEmED (562) sont 

Wérieurgsdûm l e  cas des ovoaicoldcs 3,  4, %6 e t  'uf7 do 46 p. 100, 50 p. 100, 

58 p. 1 00 e t  69 p, 100 respectivenent par rapport axr valeurs fournies pnr l a  

méthode à l a  diphénylmine cie ITE3JTER e t  ODIN bien que l e s  dosages aient é té  

off ectués après 15 heures df  hydrolyse e t  que l a  libération des acides sialiques 

a i t  &té rmxin4.e dSs 1:~ 6èmc heure. Une partie inportante des liaisons sialosyls 

s c ~ b l c  donc résistcsite à llzctioi?. de l a  newcil.;Linidzse dans l e s  conditions 

exp6riucntales enployées du .iiouis. 

2' - COIP(>XITION l40LAIRE ET1 GLUCIDES. 
------.--------.a---------------- 

Le rspport ilannosc / pvlactose varie de 2 à 9 selon les  fractions. 

A ltcxception de 1'ovoriucoXde 2, toutes les  fractions contiement 

sensiblement l e  i?&rlc noabre de résidus de mannose, Au contraire,le nonbre de 

rdsidus de galactose c ro i t  graduollenent dans l e s  fractions 2 à 6+7, e t  c ' es t  

dans ce cas l'ovomucotitde 1 qui gclmppe à l a  règle, 



Composition centés3md.e et  moiaire * en giucides des ovomucoTdes 

1, 2, 3, 4, % e t  6+7. 

Oses ffneutree" 

~-âcé-bylg1ucosamine 

Acide N-acétylnew?&que 

Méthode drBMINOIir% * 
Oses "neutres" / osamine 

COMeoSITION I'IOI'AIRE 
mm------------ 

~-aodtylglucosamiYle 

* Pom une masse mléculaire de l~ovomcofde de 26 700. 

&près hydroïy-se pm ïa  nemaminidase. 



En nous fondant sur l c t  composition centésimile en acide sial ique 

ddternj~lée par l a  adthode % la diphénylamine d'une part  e t  sur l e s  proportions 

re la t ives  des  ovomcoEdes 5, 6 e t  7 d1 autre pmt ,  nous avons calcul6 que l e s  

ovoaucof des 3,  4, Ci, 6 e t  7 pourraient renfermer respectivenent 1 , 2, 3 ,  4 e t  

5 résidus d'acide ~J-acétylneur,~?iquc ppx nole. 

Quant 3l-n noilibres de résidus de ~ - a c é t y l g l u c o s ~ c ,  ils ne semblent 

pas obéir une l o i  sinple. 

3 O  - ETPiiDS ELECTROPHOFBTIQUE DES EYDROLYSA'ilS ~ ~ 1 1 r J Z D A S I Q U E S .  -----~----$". .--- --."-.&--a" --.--- >.A---- -A--.-----------.----.-b---. .-- 

D m  l e  bat; de préciser l e  raie des réaidus dl,icidc sicl ique dans 

l a  irobilit6 ~lectrophorétique dcs shlo-ovoiliucofldes, nous mom 6tudi.é leur 

corrporteirent en électrophorèse sur acétate de celiulose :iprès digestion par 

l a  neuraminidasc (3.2.1 .18. ) . La f igure  70 (p.247) i l l u s t r e  l e s  réonultats 

que nous ~1.~~017*> obte-nus . 
Les fractions hydrolys6cs sont hétérogènes e t  toutes montrent en 

proportions vxeiables selon l e s  fractions,  deux bandes : l 'une au niveau de 

l'ovonucoîde 2 e t  l ' au t r e  au niveau de l'ovonuco!ïde 3. On cmactér ise  en 

outre, daas l e s  fractions 4, 9 6  e t  6+7 hydrolysées une balde nineure dont 

l n  vi tasse e s t  identique â cel le  de 1' ovouucofde 4. Enfin, l ' é l e c t r o p h o r 6 ~ ~ e  

de l'hydroiysnt iieur<-dasique de l a  fraction 6+7* révèle 12 présence d'une 

fraction aineure au niveau dc l a  b,mde de l ' ovo~~~co ' ide  5. Les bwdes 5 e t  6 

d'une par t  e t  1;7, bande 7 d'autre par t  ont conplètenent disparni respectivenent 

des é l e c t r o p h o r é ~ ~ e s  des fractions 5+6 e t  6 7  hydrolysées. 

III - CO!~CLUSIONS. 

1 - Les s i x  fractions que nou.: avons isoides de l'ovorsucoPde pur 

possèdent la même coapositioil cn acides minds, des acides 1J- terminaux 

(alanine) o t  C- ternixmxx (lysine) i de~ t iques .  Elles se distinguent au contrai- 

r e  l e s  unes des autres par 1~ conposition centéshale  en glucides, p,m l e  

rapport marnose / galactose e t  PLV l e s  noirbres de residus de galactose e t  

d ' acide I ~ ~ ~ é ~ ~ e u - r ~ m i n i q u e .  

2 - L absence d ' acide N-acétylnew&iq~~e dans l e s  ovomcof des 

1 c t  2 e t  l e  nor~bre de résidus d'autctnt plus mmd que l e s  fractions ant 

des vitesses anodiques plus grandes, sont en favc'a de l'hypothèse selon 

laquelle 11hétérogén6ité électrophor6tique e t  ~ h r o ~ t o g r a p h i q u e  de llovom- 

cofde e s t  essentic.llencnt l i é e  m nombre de rdsidus d'acide s i j l ique  de ses 

consti-tuants. L'app,ulition dc bandes moins anodiques dans l e s  hydrolyscts 

neurauinidasiques des sictlo-ovomcoIides e t  13. disparition des bandes 5, 6 et 7 
dans cert'ains d'entre eux confiment ce t t e  hy-pothèse. 



Figure 70 

Electrophorèse sur acétate de cellulose de la neuramulldase (N) 
des fractions 1, 2, 3, 4 ,  5 + 6 et 6 + 7 et des fractions 3, 4 ,  5 + 6 et 

6 + 7 hydrolysées par l'enzyme. 



DISWXSIOj'T ET CONCLUSIONS CONCEmJANT 

L r ~ m o ~ m ~ a  DE L OVOP'RJCOÏDE 
l 

2 -  électrophorèse sur acé t r te  de cellulose a m  une solution dtac6tate 

d ' m o n i u n  de pIi 4,45 e t  1 électrof ocalisation révèlent &rns 1' ovonucoIde 

pur l a  présence de 7 constituants. 

2 - La chromtographie sui- CB-cellulose suivie du fractionnenent sur D m -  

-cellulose des fractions obtenues perriettent d ' i soler  h s  wi 6ta t  dc puret6 

satisfaisant  l e s  ownucoYdes correspondant a m  bandes électrophorétiques 1 ,  

2,  3, 4 e t  en ~iélange l e s  ovonucoPdes 54-6 e t  6+7. 

3 - Les r6sultat:: fournis par l 'étude dos propriétés a n t i - t r y p ~ i q ~ e s ,  imuwio- 

logiques, physiques e t  chiniquos dos fractions isolc'es nous autorisent à 

conclure que l o s  7 constituants caractérisés sont des vûriants de lfovomucoldc 

qxi diffèrent  seulenent par l a  composition du .groupoolei?t glyc,annique. Ils 

posskflent en e f fe t  des propriétes conuu.res : semblables , propriétés opti- 

ques mmloguos, activitésanti-trypsiquos identiques, réacticxi d1 ident i té  

to ta le  en h m - é l e c t r o p h o r è s e  e t  en kmmo-diffusion, n&e conposition en 

acides ,minés. Ils s e  distinguent l e s  uns des autres par l e m  point isoéiec- 

tr ique e t  par l eur  nobi l i té  électrophor6 tique. La conposi tioli ceiit8s&.le en 

glucides, l e  rapport imïc~ose / galactose, l o  nonbre de résidus do galactose 

sont cru'actéristiques de chque  variant. Er, outre, d'après la conposition en 

acide s i d i q u e  on distingue l e s  asialo-ovomucofdes 1 e t  2 des sialo-ovonucoT- 

des 3 à 7. Des r é su l t z t s  semblables ont é t6  dkcri ts  à propos de plusieurs 

glycopro tdines d o ~ t  1 CE 1 -glycoprotéine acide du s é m  (YN''IR.uc>;~ e t  ~1~fim~~) 

(563), la fétuine (OXHIRO e t  EYYLR) (564) e t  llovoinhibiteur (DAVIS ----- e t  al. ) 
(565). nais proposons d'appeler alloglyco-honoprotéinc ces v a r i a n t ~  qu i  

possèdent une protéine connune e t  diffèrent  uniqueneat par l e m s  groupenents 

glycawiiques . 

4 - Nos rBsdtats s o ~ t  en désaccord t o t a l  avec ceux de S W . T O R I  e t  KAWABATA 

(566). Da.m Les &nérnlités, e t  d.ms l e  chapitre comacr4 à l 'étude de lfovo- 

nucoPde pur to ta l ,  nous amris vu que ces auteurs avaient C-tudié des pxépûss- 

tions dlovoaucoTdc dont l a  cor~position en acides iamb6s é t a i t  t r ès  diffgrente 

de ce l l e s  proposées par l e s  autres auteurs e t  qut e l l e s  contenaient 1,74 p. 1 O0 

de tr3rptophanne : acide min6 dont l a  prc'scncc e s t  réfutoe par toutes l e s  

déteminations récentes e t  par Les n8tres. 



Lc fractionnenent de ces prép,arations sur QI-celluZose a fourni à 

K&W-!ORI e t  KBIJdBhW, 4 fractions dont nous avons précise l e s  propriétés phy- 

siques e t  la  corzposition ai glucides dans l e  Tableau DZII  (p.250) e t  l a  

coqosit ioi i  en acides oatn6's d,w l e  T~blezu  iWW (p. 251 ) . Les fractions 1 

e t  II inhibent 12. trypsine tmd i s  que l e s  fractions III e t  I V  seraient  des 

"apo-protéines de f 1avonucoScie~ . Toutes cepen&%it possèdent l n  n h e  constante 

de s6dinentation ( s : ~  a950) e t  une masse miécula i re  de 28 000 a lo rs  que 

nous avons aontrd que 13 constante de ddimentation do la riboflavoprot6ine 

é t a i t  voisine de 3 e t  sa  msse  r~oléculnire égale à 32 000 (voir p.151). Les 

compositions en glucides e t  en acides min& dos fractions III e t  I V  sont 

t rès  différentes de cel les  que ~ious avons décrites pour l a  riboflttvoprotéine 

(voir l e s  Tableaux X X I  ; p. 11 67 e t  XXI IZ  ; p. 1 76) . En outre, 1 ' acide miné 

IT- terminal a é té  iden t i f i é  à l a  tbéonine,  acide miné  que KETTJXFJ? e t  nous 

Iyêne avons cmactér isé  & If extrémité TT- terminale de lt ovoglycopxotéin~. Les 

fractions III e t  I V  que l e s  auteurs dénonment cependant ovornncolide, semblent 

donc contenir au moins t r o i s  protéides du blanc d'oeui', ïa  ribofhvoprotéine, 

1' ovoglycoprotéine e t  1 ' ovonucofde. Quant aux ovonucoEdes 1 e t  II dont l e s  

conpositions sont t r è s  diffdrentos e t  qui  contiennent respectivenent 1 e t  3 
résidus dc try-ptophme p,lr nole, i l s  doivent probnblewnt aussS ê t r e  souill6o 

p,m d'autres protéides du blanc d'oeuf. D'autre part  Leur conposition en gluci- 

des suggèrent qu ' i l s  résultent  de n6langes indQf in i ss~dies  de plusieurs espèces 

d1 ovomcoEde. En e f f e t  l e s  corûposition cent6simdes en hexoses e t  cri osmines 

l e s  r.pparcntont à notre variant 1 ,  tandis que l e s  teneurs en acide sialique 

e t  l e  rapport mmnoço / @lactose l e s  rapprochent des vmiczilts 3 ou 4. 

La  discordance entre 110s résu l ta t s  e t  ceux de ii1STW'IORI e t  KAlTABA'Ph 

n 'est  donc qu'apparente : ces auteurs ayant compCmé l e s  propriétés physico- 

-chimiques de fractions contenant on nélange 1 ovomcoXde e t  divers protdides 

du bhnc  d'oeuf, a lo rs  que notre étude a porte sur des variants de l'ovomcolide 

'pur. 

5 - Les résu l ta t s  de l 'é tude de l a  conposition en clcides sial iques des diff8- 

rentes fractions que nous mens isolées, associés B ccux de l ' andyso  éloctro- 

phorétique des sido-ovocîucoIdcs t r a i t é s  par  l a  neur-we, aous permettent 

de conclurc quc llhétérogénéité électrophorétique de ltovonucoilde e s t  l i de  

au nombre de résidus d'acide s i d i q u e  de ses constituants. La différence de 

mobilité des v=unimts 1 c t  2, quf ne contiennent pas d'acide sidique, moin- 

dre que c e l l e  qui différencie l e  groupe qu ' i l s  fornent e t  l e s  autres variants, 

doit  ê t r e  imputée aux groupe dissociables de l a  protéine. Nos recherches ne 

nous pemettcnt pas de préciser si c e t t e  différence do charge e s t  due à une 



Tableau XXilIII 

Propriétés physiques e t  composition eri glucides des trovomcoYdes 

1, II, III e t  IV' de KAlJM40BI e t  ICATiJhEAW (567 ) . 

IXIIIBITEJFS APO-PROTEINJ3 

PROPRIETES PEYSIQI,?;:S 
-I--lly.-III-I-I.-- -..--- 

Constante de 
sédinentation +++ 

k s a e  noléculaire 

COMPOSITIOli CEIFl%SIiIALE 
--*-.---. 

EM GLUCIDES. 

Glucosc?riiine 

Acide 8Jecétylneura- 

PWTL~OSE / @;LiiCTO3E -------.. Pm- 

* Désigmtion des mtours .  

** Déterrrimtionu effectudes swr des solu.tions à 1 p, 100 ; valeurs non 

corrig6es iL une dilution infinie ; tmpoa phosphte O,OI Pf i NaCl 0,2 14 

de pE 7.  



Tableau X X I V  

Composition molaire en acides aminés e t  acide ,miné B- t e r n i m l  des 

"ovonucotLdes * 1, II, III et  IV' de Khi\fRi,IORI et IQlkQBATii ( 568 ). 



répar t i t ion différente dans l e s  deux vamîults des soupes  ca;rboxyLiques l ib res  

des acides ariinés dicarboxyliques. L1 hypothèse de l léxistence d'un nonbre dif-  

férent de chaînes glycanniques ( l iées  au goupe carboxylique de 1 acide aspar- 

tique) ne peut cependant pas e t re  exclue : selon les auteurs en e f fe t ,  il y 

awl t  dans 1' m u c o P d e ,  2 chrûnes glycznniques (MOXJSIGNY e t  d. (569)) ou ----- 
3 chdnes glycanniques (PEUBERGER e t  PUKOFF (570) ; MOlITGOI\ERY e t  l?ü (571 ) ) . 

Cette part icipation des groupes carboxyliques des chaînes l a té ra les  

de l a  protéine à llh&térogénéité de lfovomco'ide n 'es t  pas par t icul ière  aux 

ovonucoîdes 1 e t  2. Récem~ent, nous avons observe' que 1' électrophorèse sur 

acétate de cellulose avec une solution d'acétate d 3 m o n i u u  de pH 4,55 pemet ----- 
de dissocier l e s  fractions 3 e t  4 chacune en deux bandes qui se  distinguent 

l 'une de l l a u t r c  de la  1~8~1e d è r e  que l e s  variants 1 e t  2. LI électrophorèse 

des fractions foumies pax l lélectrofocalisntion (Fig.62 ; p.222) qui  a &té  

"involontaireraent" effectuées à pH 4,55 montre parfaitenent ce t t e  hé'tc?ro&n6it& 

des ovomco!Ides 3 e t  4. 

Il es t  possible qu'une hétérogénéité seizblable existe dans l e s  

ovonuco2dos 5, 6 e t  7 ,  mis qu'elle s o i t  inappclrente dans l e s  conditions 

elrpérlnentales u t i l i sées  pour l e s  analyses électrophorétiquos. 

Ces résul ta ts ,  associés à ceux de lfma.lyse électrophorétique des 

sialo-womco'ides, après hydrolyse i ncoq l è to  des l iaisons sialosyls par 1â 

neur=minidase pcmettent  de penser que len ovomco!ïdes 3 à 7 sont des nélanges 

do plusieurs expèccs d1ownuco!tdc. On peut a h e t t r e  qu'au se in  de chacun des 

sido-ovo-nrcoTdos, tous l e s  variants possèdent l e  u6ne nonbro de résidus 

d'acide s i d iquo ,  mis qu ' i l s  se  distinguent les uns des autres par  l eur  coripo- 

s i t i on  en N-ac6~lglucosxline e t  en galactose e t  pax de fa ibles  différences de 

charge kputables  aux groupes dissociables de 1.3. protéine. L ovonlucofide c o n t i e p  

dra3.Ç donc au noins 9 variants e t  non pas 7. ...................... 
Cette grande hd térog6néit6, pourrait expliquer 1 ' a s p é t r i e  des pics 

dfé lut ion des c h r o m t o g r ~ e s  dlovomofide sur CfvI-cellulose e t  sur D M -  

-collULose e t  révèle lfirapcrfection de notre procédg de fractionnenent qu ' i l  

nous faudra mél io re r  dans l 'avenir. 

Nos conclusions concernant l e  r6le  essentiel  que joueraient :es 

acides sicliques dans 1 ' hétérogén6ité électrophor6 tique ~~m,croscopiquo~' à 

pH 4,45, de l ~ o v o m c o ~ d o  sont en désaccord avec cel les  t i r é e s  par i ' W d ' J E D  

(572) do l l éh ide  do deux fractions obtenues par un Tractionnenent électro- 

phorétique en gel d lmidon de l"'ovoirucoïdet' de LïNEXfEAVEli e t  T4üRRAY. 

Le conportemnt 6loctrophortrtique à pH .1,6 de ces de- fractions 

e s t  corrpmable à ce lu i  de nos fractions 1 + 2 réunies (fraction lente)  



e t  3 (fraction rapide). La fraction rapide ne contient que 0,35 residu d'acide 

s id ique  par molo * (notre fiaction 3 en contient 1,20 résidus par molo) que 

1 thydrolyse p,v la neur=minidase l ibère totdenent. En électrophorèse, cettc 

fraction hydrolysée se  dissocie en deux fractions, L'une (fraction W) conser- 

ve la  vitesse de l a  fraction rapide, l 'autre  (fradtion Fs) migre au niveau de 

l x  fraction lento. En se fonckint sux l a  quantitctivité de l'hydrolyse enzym- 

tiquo, l r a u t ~ u r  a énis l'hy-pothéso quo l a  fraction Ff es t  dépovrvue d'acide 

s id ique  e t  que la fraction Fs en contient 1 résidu. POLE expliquer que mil-& 

cette g m d o  différence do charge l e s  fractions Ff e t  Fs ne se  dissocient pas 

dans fr,zction rapide i n i t M o ,  1 ' auteur a proposé t ro i s  axplications possi- 

bles : 1 - présence d'un cmboxyl la té ra l  de pK anomlcrlont faible ; 2- pré- 

sence diun acide &é brsique ; 3- présence de 2 c m l ~ m ~ b  lat6raux de pK 4,6. 

6 - La presencc d r  acide sialique hm certcina vrzlriants de l~ovomcoTde, nous 

p e m t  de préciser l e s  conclusions que nous avons tirdos de l'étude de lfovo- 

mco!îde pur t o t d  e t  d'interpréter d'une maière différente l e s  rdsultots de 

PDNTRnTiL, Sj23XTE e t  CXûSSOTU (573) r e l a t i f s  à 1' &&ne des gïycopeptides 

prêsents b s  les  hydrolysats promsiques des pr6pmations d'ovomucofide. La 

ce~rposition des t ro i s  gïycopeptides oc4, e t  1 i so l i s  par ces auteurs est  

précis6e dans l e  Tableau Ili (&néralités ; p.45). Selon wio p r d è r e  interpré- 

tation de 140lJElEEL e t  coll. (574) l e  glycopeptide cc4 qui contient de l 'acide 

siczlique p r o v e d t  de sialomcorides corne 1' ovoglycoprotéine de ICETï'=, l e  

glycopepti.de f3 de l'ovomco'ide "proprment d i t "  e t  l e  g1ycopepti.de d'un 

alïo-womcofide . Plus récement, MOMSIGXï, ADAl!4-CHOSXOTT c t  P , ! O I m I L  (575) 

mintemient  cette minière de voir &ais considéraient l e  g1ycopepti.de 1 
1 

comeK5efact.  Ces ruteurs ont en outre isole 10 giycopcptides qui se  répar- 

t issent en 3 goupcs : cc3 (2 glYcopeptides), oc4 (4 &copeptides) e t  (3 

(4 glYcopeptides) . D a n s  c'mque gou-pe, l c s  glycopeptidos se  distinguent les  

m des autres par l a  séquence en acides m i n é s  au ~ois inage  5~m6diat du point 

d'attzche glycane-protide. Lr? coraposi-Lion ~ioLSre on glucides e t  en acides 

auinés des glycopeptides ac3, oc4 e t  es t  rappo~tée &-w l e  Tableau XXXV 

(p.2.%). D'après nos r6sultats nous pouvons conclure que l e s  glycopeptides 

cc3 e t  C C ~  provielznent des sialo-ovonucoïdes 3 à 7 e t  l e s  glycopeptides $ des 

,zsialo-ovomcoTdes 1 e t  2. LCL notion dl allo-ovonucotide r6appimait donc, fondde 

sur de nouvelles bases expérimentciles. Il es t  cependant irzpossible d'établir 

des c o d l a t i o n s  plus précises entre ces deux séries de résultats an raison 

de grande diversité des vmiants. 

* Masse mol6cul,?~ire 28 000. 



Composition nolaire en glucides e t  en acides minés  des glycopeptides 

ocg, oc4 e t  obtenus par hydrolyse pronasique de lfovoxrucoïde de FREDEnIC& e t  

DmJTSCH (~IONXIGISY, ADUT-CHOSSOrJ e t  ~'I~oNTREUIL) ( 576 ) . 



Il appmaît donc que l 'étude de l a  s h c h n r e  de l'ovomcoPde, pour 

aboutir à des résultrtts plus fizbles e t  plus facilenent interprétables, ne 

peut plus désomis 8 t re  entreprise sur les  glycoprotéides totaux mis sur 

les  variants PPJZXI, lesquels les  frzctions 1, 2 e t  3,  par lm moindre hété- 

rogènéité, semblent Qt re  des rililtériaux de choix. C est me opinion senblable 

qut exprb1ieat CUTTERZE e t  MOPTTGOMF1RY (577) dès 1962, d ~ a s  lc conclusion d ' ~  

de leur publication sur 12 structure "da polysaccharide de llovomcoïde". 

7 - L2 corrposition molaire en glucides des fractions isolées e t  plus particu- 

lièrement leur composition en galactose, en mnnose e t  en acide sialique d'une 

pLurt, 1 ' hétérogéne'it8 des si:ilo-ovonuco'ides d autre part, nous incitent à penser 

que les  différents variants que nous mens isolés ou caractérisés constituent 

des é t q e s  iliternédiaires de l a  synthèse finale du glycarîne de l'ovomucolde. 

Il est en ef fe t  séduisant dtb,giner que l e  vcxisnt 2, dépourvu 

dlzcidc sinlique, avec son unique e t  ses 9 Glttnnoses serai t  dms 

1' oeuf pondu l e  moins achevé des ovomcoïdes. Avec quelques m-moses supplé- 

rientaires l e  glycanne prendrait uae structure plus d6f init ive,  sur laquelle 

vieiidraient ensuite se  greffer succossive~lent 5 résidus de gdactose e t  5 

résidussd ' acide P~-ac6S.lneurclmunique. L ' ovoriucoTde terainé sera i t  donc l e  

variant 7. S ' il cn b ta i t  ainsi, en raison de 1' existence de noclbreux variants 

de cor~positions diverses du point de vue du nombre de galactose çk<s contemat 

tous des acides sialiques, Il faudrait nduettre que cet te  synthèse s'effectue 

au hasard. Les sialykItransférases, dont lc2 spécificitb es t  gralde non seule- 

nent vis&-vis de 1' ose qu l  sers transfér8 mVis aussi Vis-à-vis de 1' ose 

accepteur e t  de 1' ose péiiultiène, p e f f  eraient un résidu d ' acide N-acétylneurn- 

rrinique toutes les fo i s  que l e  glycanne en voie de croissance présenterait la  

l a  séquence di-sacchaidique terminale coi~venrible . Toutefois, l e  v,zria,nt 1 que 

l a  corrposition en oses e t  en osmines (4 galactoses, 22 osnnines) apparente à 

un variant de -type 5 dépourvu d'acides sialiques, trouve difficilenent sa 

place da-m ces hypoth&ses. En effet ,  llhy.étrolyse dos sialo-ovorrucofides par ln  

~eurcminidase ne donne jclsris 1 ' ovonuco9de 1 . 



L 'hé térogénélté électrophorétique de 1 ovonicoSde , signalée depuis 

1940 par l e s  t r a m x  classiques de LONGSWORTH e t  a l .  n fait  l ' ob j e t  de non- 

breuses recherches qui ont abouti souvent à dos conclusions contradictoires. 

Confirmée par l e s  wis, infirmée par l e s  autres, e l l e  a reçu sa  première 

explication rationnelle ci 1964 avec l e s  études de l ~ I O ~ \ T T ~ I L  e t  co l l .  . En 

nppliqu,mt 1 imzuno-électrophorèse à 1 ' "ovonucoïde~ pr&p& par l e s  digfgrentes 

méthodes a lors  connues, ces auteurs ont dénontré que, pm l e  terme d t  ovomucofde, 

on désigr,zit on ré 'di té un nélange de plusieurs en t i t és  physico-chiniques 

dist inctes.  

Dès lors,  la  solution m problème ne p o u v ~ i t  plus échapper awr 

chercheurs, e t  seul des d i f f i cu l tés  techxxques pouvaieritencore r e t a d e r  l a  

réponse. Cet aspect prctique de la question toutefois, n appLmaissait pas 

siriple à 1 ' époque où nous avons entrepris  nos travaux, puisqul eri 1 9679 1QLAI.IED 

pouvait encore exprimer l lopinion &n&rale, en écrivant que Irt chromatographie 

sur des celluloses échangeuses d'ions e t  la f i l t r a t i o n  r~oléculuire sur Sephades 

é ta ient  inaptes au fractioimenent de ll"ovomco~de", 

1 - Devant 1 inpossibil i té  muté r ie l l e  où nous nous trouvions d appliquer 

d'autres procédés que l e s  procédés ~ h r o ~ t o g r a p h i q u e s  e t  face à l a  nécessité 

de fournir  à dtaxl.tres chercheurs du laboratoire, des q ' c a ~ t i t é s  iaport:~.xtes 

de protéides purs pour les études de structure , nous avons entrepris une 

&tude s p t é m t i q u e  des conditioiw d 'u t i l i sa t ion  de Ir, CM-cellulosc e t  de l a  

DW-cellulose. Ce t r ava i l  plus opiniBtre qut or igi l~d. ,  associ& à la  quali t& 

des cellULoses à grmde czpacit4 dtéchmge dont n lamien t  pas pu prof i ter  nos 

prédécesseurs, e t  à une technique df~lect rophorèse  sur acétate de cellulose 

sinple rin5.s résolutive, nous a pcmis  d ' i so le r  l e s  diverses enti t6s antigé- 

niques dont 1 d y s e  -0-4lec trophoré tiquc avait révélé l a  présence à 

IOffJTREUIL e t  coll.. 11 s'agit du lysozyme, de 1' ovokîhibiteur, de l1ovoglyco- 

protéine, de l a  flavoprotéine e t  de 1 ' ovomcoïde . 
Nous avom mis au peint dos rakthodes chromltogrti.phiques de purifi- 

cation de l ' o v o i n h i b i t m  obtenu pcx l e  procédg de TOI~iTiI!lATSU e t  a l . ,  de 13 ---...--------- ----- 
flavoprotéine préparée P L ? ~  12 méthode de RIIODES e t  a l ,  e t  de l fovomco~de  -----------.- ---mm 

à pa r t i r  des préparations selon FREDERICQ e t  DEXJTSCH. En outre, toutes nos 

tentat ives de purificntion de l'ovoglycoprotéine obtenue p m  l e  procédé 

origin21 de IETTEREIR ayant échouées, nous avons décr i t  une méthode de prdpa- 

ra t ion de ce t te  glycoprotéine. 



Les procédés que nous proposons faunissent  des protéides homogènes 

en &muno-électrophorèse . 

2 - IJous avons abordé l 'étude des propriétés des glycoprotéines que nous avons 

isolées. Leurs principales cCmct6ris  tiques physico-ehiuiques sont r é s d e s  

dans l e  tableau XD3ï (p.258). Nous rappellerons l e s  résultnts les  plus origi- 

naux que nous avons obtenus 2. propos de chacune d'entre elles. 

a - L'OVOIJJHIf3ITFDR est  une glycoprotéine dont l e s  const,mtes de 
-A*----"----.--*--- 

sédiuentation e t  de cliffusion sont égales respectivenent à 3,85 e t  à 6,58 e t  

l a  msse  nol6culdre à 48 700. 

L ' Qiectrof ocalisation révèle ln  présence de t rois  fractions dont l e s  

points isoélectriques sont 5,9 p 6,2 ; 6,45 e t  qui  correspondent probablement 

aux fractions A -t- B, C e t  D + E de DAVTS e t  a l .  . --- 
Le groupement glycannique dont nous avons pour l a  predère fo is  iden- 

t i f i é  l e s  oses "neutres" constitutifs au mannose e t  au galactose (mannose / 
gal.actose : 1 1 ) refif erae une seule osnmine : l a  N ~ c é t y l g l u c o s ~ n e .  La présence 

de rioins dlm résidu d'acide N-acétylneurnolinique p.w mole sugs re  l 'existence 

dans 1 ' ovoinhibiteur d'au moins un col~lpos~znt majeur contemat 1 résidu d'acide 

La fraction protéique nonocnténaire ne contient pas de tryptophanne 

e t  possède Lz ml ine  en position Ti- teminale tandis que l a  lysine occupe 

1 ' extrénité C- terni;~ii.e, 

L1ovoinhabiteur inhibe l ' ac t iv i té  de la trypsine, de la chynotyypsine 

e t  dc la subtilisine. 11 forue moc chacun des t ro i s  enzpes deux conplexes 

dont l a  vitesse électrophorétique est  i n t e d d i a i r c  entre celles dcs deux 

réactants e t  qui appmnissent successivenent quand l e  rcpport p o ~ d é r d  ovoinhi- 

biteur / enzyrie varie de 0,25 à 1. 

L1a!mlyoe électrophorétique de Lfiiiteraction entre I'ovoinPxibiteur 

c t  l e s  protéilmses nous F~ p e r d s  de nontrer, en pmticulicr,  que lc, t o t a l i t é  

de 12 préPr'~.tior~ de subtil isine é t a i t  capable de se  conbiner à l'ovoinhibiteur. 

Le rapport n o l ~ i r e  de co~bint~ison subtilisine / ovoktihibiteur peut être f ixé 

à 3, d o r s  qu ' i l  es t  égal h 2 d m  l e  cns de l a  trypsine e t  de 2.. chynotrypsine. 

b - LtOVOGLYCOl?ROTEDE possède une cons ta t e  de sédlmer-tc.tion s : ~  
O 2,70 , une constante de diffusion D20w 7 51 e t  une masse noléculaire de 27 600. 

ijoaogène en électrophorèse sur nc6tate de cellulose à pH 8,65 e l l e  

ae coqor te  corne une a=, globuline. Hétérogène à pH 4,45, e l l e  se  dissocie 

en 9 coi;iposû,î~ts dont l e s  points isoélectriques sont conpris entre 4,46 e t  3,35. 



Tableau X X X V I  

propriétés physiques e t  cMmriques de 1 l owiinhibiteur , de 1 ' ovoglyco- 

protéine, de l a  r5.boflavoprotéine e t  de 1 "ovormu?o%det1 du blauir? d1 oeuf de Poule. 

r 

Ovoinhibiteur Ovoglycoprotdine Ribof lam- ûwmcoide 
protéine - 

$ 0 ~  3,85 2,70 2,96 2972 

- 
V 

Nasse moléculaire 

Composition centésimjle 
en glucides 

Oses tlneutrestl 

N-acé~lglucosamine 

Acide N-acékylneura- 

1Mmse / Gaiactose 

Composition centésinale 
en tryptophanne 

Acide aminé N- terminal 

&ide aminé 0- terminal 



Ilomis 1 ' ovomine ,  c ' e s t  de toutes l e s  glycoprotéine actuelleaent 

isolées du blnvlc d'oeuf, la  plus r iche en acide s i d ique .  

Ln protéine dont nous avons pour 12 preniSre f o i s  déteminé l n  conpo- 

s i t i o n  en acides cminés ne co~it ient  pas de t~yptophnne  e t  possède en position 

8- c t  C- terninale respectiver~ent l n  t$r6onine e t  l e  glycocolle. 

L'ovoglycoprotéine nfinJlibe iii la trypsine, n i  chpotrypsine, n i  

la subt i l i s ine  e t  ne f orne avec ces emynes, aucun corrplexe détoctable en 

Qlectrophorèsc. 

c - LA RIBO~L~JOPRO~INE possède une Lasse r a o l 6 c ~ e  de 32 000. --------"-.--.-----.---~ -- 
Elle  f ixe  une aolécule de riboflavine par nole e t  déplace d o r s  l e s  b'mdes 

d'absorption de l a  r i b o f l ~ ~ v i n e  de 373 1% e t  445 nn vsrs des longueurs d'onde 

plus longues. Dans l e  b lmc  6' oeuf, toutefois, 50 pE,. 100 seulement des Îlavo- 

protéines sont combinés à riboflavine. Ces résul ta ts  corSixment ceux de 

RHODES e t  ------ al..  Nos autres résul ta ts ,  à l 'exception de ln. détemimrtion de la 

cornposition en acides ~ ~ i n é s ,  sont or igin~ux.  

En électrophorèse sur ac6tcte de cellulose à pH 8,65 l a  xibofîavo- 

protéine e t  llapoflc.voprotéine sont honogènes e t  montrent des conportements 

identiques de prbzlbwnine g à pH 4,45, e l l e s  sont hétérog&nes e t  s e  dissocient 

en 3 e t  2 bandes respectivement. Lu. rioindre hétérogéiléité de 1 ' aponzvoprotijine 

e s t  probablenent la conséquence d'une ac t i v i t é  dél.mturcrLte de l a  CP'i-cellulose 

employée pour sa prép,mation. 

Le point iso6iectrique des 3 fhvoprotéides e s t  égal  à 3,95 ; 3,85 

e t  3?70. 

Lo fixation dc 12 riboflavine sur l e s  apoprotéines augnente leur 

mobilité anodiquc en 6lectrophorGsc à pH 4,45. 

Lt ' n ~ ~ ~ ~ e n t a t i o n  de plus do 50 p. 1 00 de 12 lévorotation quand L2 

r i b o f l n v i ~ ~ e  est- dstnch6c de Ir, rY~oflavoprot6ine~ inplique que l e  noyau de 

I f i so~dloxaz i~ îe  p ~ r t i c i p e  à un lrl'ut degré à ln structura confommtionnellc 

de 1r" ribof lavopro téine. 

La ribof l m l ? r o  t & i n  es t une sialoglyco-phospliopot6ùlp dont nous 

amns pour l n  prcrnière fo i s  déterniné 12 coaposition en glucides. El le  contient 

2 &ac toses , 7 mmoscs, 1 4 3 - a c ~ t y l g l u c o s ~ e s ,  1 acide N-acétylneurdnique 

e t  8 résidus 'fphosphory'le" par nole de nol6culaire 32 000. 

L'hydrolyse des flavoprotéides par l a  nemasunidase e t  par l a  phos- 

phtase acide W n u e  condid6r:zblenen-t lm vitesse anodique g l e s  r6sidus 

t ' s i ~ l v '  e t  tfphosphoryle" sont donc responsables du conportenent de pré-albuuiae. 

Ln l ib6rntion q~xî t - i t a t ive  des acides sialiques, a~mule to ta lment  l'hét6rog-6- 

néite' élec trophorbtique, tandis que 1 ' InJrdrolyse to ta le  des résidus "phosphorylo If 



ne ltafYecte pratiquenent pas. L1hétéro&itd de la fkm-protéine doit  donc 

ê t r e  essentiellenent inputée aux nombres de résidus d'acide sial ique de ces 

composants e t  non à des différences de corvposition en phosphore corne l ' o n t  

s i y ~ d r d  RHODES - e t  al. . ----- 
La h c t i o n  protéique e s t  r iche cn acide glut,unique e t  renferme 9 

ou 10 résidus de -tophanne e t  12 résidus de tyrosine par nole, 

La d iabu t ion  progressive du mnbre de tyrosines déteetables par la 

néthode spectrophotonétrique, en fonction de l a  =turation des protéides en 

ribomvine confirme l ' i d é e  aelon laquelle le  m m u  de l ' i s m i n e  nadifie 

csonsidémblcaent la cfinfiguratim s p a t b ï e  de 11apopraté3Yle. 

La flavopmtéine du bhm dl oeuf n'a pas d1 acide ex&& N= t e m i m l  ; 

l n  fonctinn carboxylique l i b r e  t emina le  q p & b t  à l 'acide glutanique. 

La conplialidson de nos résultr?ts à ceux nbtenus par OSTROIEXI e t  al. 
7 

avec la flclvopratéins du jaune d'oeuf', révèle que l e s  deux p m t é i b s  sont 

physico-chiniquenent d i s t inc t s  e t  que l e s  différences concernent essentielle- 

nent la conposition des ~oupements  giycanniques . 
d - L 'OVOMCOÏDE, dont nous avons pour la p~cn iè rc  f o i s  obtenu dcs ---------- 

-préparations homog5nes en immwio-élect-rophorèse, possède des propriétés 

physico-chimiques très voisines de cel les  qui ont été décrites à propos de 

l"'ovomucoSderl de EC3DEBICQ e t  DEUTSCH. 

Nvm L : ~ 3 n ~  sepend~yi-t; dénontrd que lf ovonucoE21~ pur v ~ n t i e n t  ae 

l l m i d e  s i d ique ,  qul il ne renferne pcs de t r y p t ~ p ~ n n e  e t  que l 'ac ide  amin6 

C- ternia21 pourrait 6 t re  l a  lysine e t  non 12 phényl,al,mine conne on l'admet 

depuis l e s  seules d ë t d m t i o m  qui ont &té f a i t e s  en 1952 - 1953. 

LI ovomcoïde rie ~iiontre aucune clcti1rit8 c,nti-chyriotrypsique c t  

mti-subtilo-peptidasique . 

3 - L'étude b~mo-éloctrophorëtique des divers protéides que nous cOcOwns 

Bsolés nous a pemis d ' ident i f ier  sans a.abigui.Cé 5 l ignes de précipitation 

sur l e s  innuno-ElectrophorQgrmes du blanc d r  oeuf : l e s  lignes de ]-globuline 

cathodique, de globuline (33, de globuline pl, de globuliiie m l  e t  de la  

prédburiuie  respectivenent au ïysozyrae, à 1 ovoinhibiteun, à 1' ovonucofIde, 

à lfovoglycoprotéine e t  à flavoprotéine. 

4 - Nous avons appliqué lfenserrble de nos r6sul ta ts  à l ' é tude de la  conposi- 

t ion  en protéides de quelques prépwations dlovonucoSde. Le proc8dé de 

FORSYTHE e t  FOIÇ'm fournit  des éch=mtillons soui l lés  de l;~soeyne, dtovoinhibi- 

t eur  e t  dfmglycoproté ine  g 1 '~~ovomu~o ïde~~  de LmSEhm e t  lfüERAY contient 



en proportions différentes les mênes protéides contdnants et senferne en 

outre de la flavoprotéine. Au contraire] lr néthocle de FREDERICQ et DEUTSCH 

conduit à des pré~arations très pures dais lesquelles, seule l'amiyse 

inrzuno-électrophorétique révèle Ir, présence de traces dl ovoglycoprotéine et 

de flawprotéulc. 

L horzogén6it 6 Mzuno-électro2horétique doit donc 8tre considérée 

corne le critère le plus sOr pour l'esthtior, de la pureté des préparations 

d' ovoïmcof de. La synétrie des pics d ' ultracentrifugation, l'absence de tyyp- 
tophanne et d d' activité mti-chyriotrypsique ou anti-subtilo-peptidasique , 
ténoipcnt certes de préparations débmass&es de souillures mssives PCV 

?-lz-utres protéides du blanc d'oeuf ; en zucun cas toutefois, elles n ' e x c l ~  

présence d~ovoglycoprotéine. 

5 - L ' ovonucoïde pur se dissocie en électrophorèse sur acétate de cellulose 
b .pH 4,.15, en sept bandes dont ln nobilité ,anodique croît do la bande 1 à ia 

b d s  7.  

a - Le procédé de fractionnement associant ln chromtogmphie sur 
CH-cellulose et sur DEhFII-cellulose , nppliczble à des qw,ntités inportantes 

d~ovomcoïde (5 à 10 g), nous a permis pour la première fois d'isoler les 

ovorrucoTdes 1, 2, 3 et 4 et en nélange, les ovonucoïdes 54-6 et &7. 

b - ~létude coc1puéc dos proprigtés anti-trypsique, irmuno-Qimtro- 
phorétique, physiques et c2.iirîiques des 6 fractions, nous n conduit à la conclu- 

sion que lcs conposnnts que nous 2,vom caractérisés sont des wiants de 

1 ' ovonucoTde. 
Ils possèdent, en offct, des propriétes c o ~ e s  : sSOw sonblables ; 

activit6s ziti-tl?~ssiqincs idcntiqucs : réaction d'identité totale en innuno- 
-élw tropliorësc ct cn ir.muno-dif f usion ; corzposi tions en acides aminés amlo- 

gucs ; ri&ne acidc mine' T\T- et C- tcrillinal. 

Ils sc distiiicnt les uns dcs autres par lcur point isoélectriquo 

et pcx leur nobilité 6lectrophorétiquc. 

Lc conposition du groupement glycanniquc est caxact&istique de 

chaque variant. 

Vne hétérog6néité ~iol6culairc scnblable a été décrite à propos de 

l'ovobhibiteur, de la glycoprotéine cc, sérique et de ln fétuine. Nos résul- 

tats sont en faveur d'un ph6norzène idcntiquo dans 13 flavoprotéine du blanc 

dg oeuf et il est probable qur il en est de nôrm dans 1' ovoglycoprotéine. Nous 

proposons dtsc?ppcler alloglyco-hoiiioprotéines ces variants qui possèdent une ----.----.--------------- 
protéine identique et des goupencnts glycanniques différents. 



c - Les m i a n t s  de 1 ' ovomoide se  rdpmtissent en deux groupes 

différents selon leur co~.poeition en acide sicdique : l e  groupe des asialo- 

-ow)mucoZdes 1 e t  2 d'une pLvt e t  l e  groupe des s i d L o - o v ~ o T d e s  3 ,  4, 5, 
6 e t  7 qui renfernent respectiveaent 1 ,  2, 3 ,  4 e t  5 résidus d'acide ~-acé ty l -  

neuraahique d autre p'vt. 

Sur ces bases, nous proposons une in teqré ta t ion  différente des 

résultats antérieurs de IQNTRE'LJIL e t  coll .  e t  de P10FJSIGNY, LMM-CHOSSON e t  

P'IOlTTFüRJïL concerrlitnt l1wi,rrYle des glycopeptides présents dans l e s  hydroly- 

saCs pronasiques d1t'ovonuco51de" de FRE'DE2ICQ e t  DEUTSCII. Solon ces auteurs 

les  glycopeptides oc contemnt de l 'acide siaïique provenaient de sialomoZdes 

corne l 'ovogl.~~oprotéine de XEIMlEliER e t  l e s  glycopeptides (3 dépourvus d'acide 

sialiquc de 1' avonuco!tde I1proprei;lent dit1'. Dl après nos conclusions précédentes, 

nous pouvons app,arenter l e s  glycopeptides cc auYsialo-ovmcoTdes 3 à 7 e t  

les  glycopeptides (3 ,?ux as~o-ovomcoEdes 1 e t  2. 

d - L + absence d ' acide sicllique dans les  fractions électrophorétiques 

l e s  plus lentes e t  l e  nonbre de résidus dtautant plus grand que l e s  vitesses 

modiques sont plus grandes d'une part, l a  disparition de cert'aines bandes e t  

lfapp,?rition corrélative de conposmts de vitesse plus faible dans les  hydro- 

lysnts neurminibsiques d'autre p'xrt, ir;rpliquea.tr~-que llhétérogériéité Qleetro- 

phorétique de lr ovonuco5lde es t  essentiellement l i ée  au nombre de résidus 

l'sialyl" de ses c o ~ p o s ~ t s .  

Les différaices de chxge entre l e s  wia~ i t s  1 e t  2 qu8 ne contien- 

nent pas d'acide s id ique ,  doivent ê tre  imputées aux groupes dissociables de 

l a  prot6ine. Elles peuvent s'expliquer so i t  par une répartition différente des 

groupes f3-e-xrboxyliques l ibres  des chabes lntérales, so i t  par l n  présence 

d ' nonbre différent de cbfnes glycanniques l iées  au groupe (bccutboxy1ique 

des acides aspmtiques, Des diff6rences de charge seablables existeraien-k 

entre l e s  corrrposants r6vélés par l'électrophorèse à pH 4,55 dans l e s  fractions 

3 e t  4. Cette h6térogdnéité des variants nous cor~duit à fixer leur nombre dans 

1 ' ovonucoXdc à 9 au noins. 

e - La c=iract6risatioii de ces no~brecms espèces molédaixes,  

ctssociéo à lc conplexit6 croissante de l a  co111position des fract iom 2 à 7 
(en galactose e t  el1 acide s id ique  en p=rrticulier), lious inci te  à énettre 

l'hypothèse que l e s  différents v;?zimts que nous avons isolés ou czractérisés 

représenteraient des ovonucofides aoiit l e s  glyca111es seraient d i f f é r m e n t  

inachevés dans l'oeuf pondu. Ils constitueraient donc des étapes intermédiaires 

de l a  biosynthèse flnrxle du g;lscmxie de llovonucoSde dont la  fome la plus 

k t u r e  serai t  l e  variant 2 e t  l a  forme mture l e  variant 7. 



S i  ce t te  hypothèse, qui e s t  conforne aux connaisscuices que nous 

m n s  actuellenent des nodalitos de la biosynthèse des glycoprotéines e s t  

exrzcf e, 1 étude des sécrétions de 1 ' oviducte de la. Poule pendant 1' ovogénèse 

e t  ItQtude des ovonucofides de l 'oeuf en cours de fo-tion avant l a  ponte, 

devraient p e m t t r e  d ' i soler  des variants encore plus rudiaentaires que notre 

fractioil 2,  peut-titre nene L-, yrot6i.m pr6f ornée sur h q u e l l e  nous pourrions 

mir s e  greffer 12 prcnière N ~ é t y l g l u c o s ~ e .  

Il e s t  hors de doute que de t e l l e s  recherches pourraient apporter 

des informations précieuses, non seulenent pour la d6te--t;ion de lfl struc- 

ture de llovonuco!ïde nais aussi pour une ne2lleure c o ~ s s a n c e  des voies de 

l x  biosynthèse des glycoprotéines. Plus que j~urzis donc llovornico~de appwait  

c o r n  le  natériau de choix pour 1 étude de ces coqos6s. 
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