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Voyez-vous cet ocuf ?.

C'est avec cecla qu'on renverse

toutes les écoles de Théologie

et tous les temples de la terre.
DIDEROT

Entretien avee d'Alcmbert.

Dans lc cadre des activités du Laboratoire de Chimic Biologique de 1'Uni-
versité des Scicnces ct Techniques de Lille, ct & la suite du travail réalisé par
JAKUBCZAK (1971) (1), sur les glycoprotéines du blanc d'ocuf de poule il paraissait

logique de s'intércsser au jaunc ot en particulier aux glycoprotéines qu'il contient.

Dans cc présent mémoire, nous allons faire le point des connaissances ac-
quises, & ce jour, sur les constituants du jaune d'ocuf : Lipides et Lipoprotéines
tout d'abord. Composés Hydrosolubles cnsuite. Puis nous décrirons les résultats que
nous avons obtenus au cours de nos recherches orientées vers 1'étude de la fraction
hydrosoluble. Dans une premiérc partie, nous cnvisagerons les méthodes de préparation
ainsi que 1'étude élcctrophorétique et immunoélectrophorétique des protéines solubles
du jaune d'ocuf. Cette promidre étape nous conduira & la mise en évidence de consti-
tuants nouveaux que nous chercherons & identificr dans la deuxiéme partie. Enfin, la
troisidme partie sera consacrée 2 1l'isolement et & 1'étude d'une glycoprotéine du

jaune d'oeuf : le vitellomucoide.




Le jaune et le blanc de 1l'oeuf sont trés différents l'un de 1l'autre.

Le blanc d'oeuf est trés hydraté et ne renferme gudre que des protides et
des macro-minéraux.

Le jaune, par contre, est peu hydraté et concentre tous les constituants
biologiquement indispensables : protides, lipides, macro-éléments et oligo~éléments.

Le jaune occupe le centre de l'ceuf, Il eat entouré par la membrane vitel-
line, qui, en séparant le jaune du blanc, assure l'intégrité de 1l'oeuf.

La structure de la membrane vitelline a été étudiée par FEYOLD (1951) (2).

BELLAIRS et Coll (1963) (3) ont montré que la membrane vitelline, dont le
poida total est d'environ 7 mg/oeuf. comprend 2 parties :

- Une partie jnterne formée de fibres analogues & celles du tissu connectif

et secrétée par 1'épithélium folliculaire au niveau de 1l'ovocyte.
- Une partie externe deux fois plus épaisse, constitude par des protéines
de m8me constitution que celle de l'albumen, secrétée vraisemblablement par 1'unfundi-

bulum de 1'oviducte (BAIN et Coll - 1969) (4).

Le jaune d'oeuf est constitud de couches concentriques les unes plus foncées

que les autres (ROMANOFF et ROMANOFF - 1949) (5). Cette organisation régulidre est
vieible sur la ooupe d'un jaune d'oeuf cuit dur. Cette différence de couleur corres-

pond A des différences de composition ohimique. Les couches plles représentent 5 %
du jaune, Leur rapport lipidea/protidos est plus faible que celul dea ocouches plus

sombres (RIDDLE - 1911) (6) , (SPOHN et Coll ~ 1916) (7).

Les Constituants du Jaune d'Oeuf

1 - Apalyse Globale (QLIVE - 1968) (8)

Eau : 49 %
Protides : 16,5 %
Lipides : 33 0%

Glucides 1 1 %
Minéraux : 0,6 %,

2 - Composition
I1 est possible, selon JACQUOT et ADRIAN (1954) (9) de distinguer un
$lément constant : protides, lipides, glucides, macro-minéraux, et un §lément

Yariable, représenté par les oligo-constituants : Vitamines, Acides Aminés libres
et minéraux.




1 « LA FRACTION LIPIDIQUE

C'est la fraction la plus importante du jaune d'oeuf : elle fait
1'objet de nombreux travaux.




I - LES LIPIDES

Ils représentent en moyenne, 33 & 35 % du poids du jaune d'ceuf frais,

A -~ REPARTITION

' Les différents lipides du jaune d'oeuf ont été &tudiés en particulier par
RAUCHER (1944) (10) et LEA (1962) (11).

Selon SEZILLE (1964) (12), les lipides du jaune d'oeuf se répartissent enm
2 groupes

- Les lipides noutres : d'une part, pour 73 % des lipides totaux, eux~
mémes répartis en :
o Glycérides £+ 95 %
« Cholestérol et Stérols t 6 %
« Stérides : 1 %

- Les phosphatides : d'autre part, pour 27 ¥ des lipides totsux, répartis

en 3
« Céphalines et Lysocéphalines 1 17 %
« Lécithines 173 %
« Lysoléoithines : 6 %
« Sphingomyélines 1 2,5%
« Inositides : 0,5%
« Plasmalogénes s 0,2%

En outre, cet auteur a précisé la présence d'acide gras libres dans le
Jaune d’'oceuf,

La composition moyenne en lipides du jaune selon SEZILLE {1964) (13) est
résumée dans le tableau I (P. 5).

Il convient de rattacher sux lipides, les pigments liposolubles, caro-
ténoides, représentant 0,2 % du jaune (JACQUOT et ADRIAN - 1 (14) ainsi que
les vitamines A, D, B et K présentes dans le jaune d'oeuf.




Tableau I

Composition Lipidique du Jaune d'Qeuf
Selon SEZILIE (1964) (13)

Nature des Lipides % des % du jaune 5 us
Lipides Totaux Jaune Frais
L g To 100 35 5.600
- Glycérides 62 22 3500
~ Stérides 0,34 0,12 11
- Cholestérol libre 4,1 1,45 232
- Acide gras libre 0,4 0,14 22,5
FPhogphatides 30,5 10,7 1.715
- Céphalines 6,7 2,34 315
- Lécithines 20,7 7,25 1.160
- Lysolécithines 1,9 0,66 106
=~ Sphingomyélines 1,2 0,41 65,5
- Inositides )
Traces Traces Traces

- Plasmalogénes g




B - COMPOSITION EN ACIDES GRAS

Les lipides totaux sont surtout analysés du point de vue de leur composition
en acides gras.

Les principaux travaux sur cette question ont été réalisés par :

w (1927) (15) , FISCHER et LEVRILLE (1957) (16) , JAMES et WERB (1958)
(17) , EVANS et BANDEMER (1961) (18) , COPPOCK (1962) (19).

SEZILLE (1964) (20) , SEZILLE et BISERTE (1964) (21) , par chromatographie sur
couche mince et chromatographie gaz-~liquide, ont déterminé cette composition avec pré-
cisiod, levant ainsi 1'incertitude des résultats discordants obtenus par les autres
auteurs, Cette composition est précisde dans le Tableau II (p. 7).

I1 faut noter la prédominance trés nette de l'acide oléique (44 % des aoides gras des
lipides totaux) : l'acide gras saturé le plus important étant 1'acide palmitique

(27 % des acides gras des lipides totaur).

Pour ce qui est des acides gras libres, leur pourcentage en acide arachidonique (4 5).
acides gras indispensable, est loin d'8tre négligeable.

C - LES DIFFERENTS CONSTITUANTS

9 - LES GLYU ES

Ils font 1l'cbjet de travaux relativement peu nombreux, parmi lesquels il
oonvient de citer, tout d'abord, ceux de SHORLAND (1951) (22) REISER (1951) (23)
EVANS ET BANDEMER (1961) (24). Aprds avoir isolé les glyoérides, cea auteurs, ont
étudié la ocomposition en acides gras.

PRIVETT ot Coll (1962) (25) , ont séparé les différentes fractions lipidiques
du Jaune d'oeuf par chromatographie sur couche mince et, aprds avoir étudié la compo=~
~sition en acides gras de chacune d'entre elles, ont étudié la structure des glyoérides.
Les résultats qu'ils ont obtemus sont rassemblés dans le Tableau III (p. 8).

s _composition e acides gras , selon SEZILLE (1964) (26) est donnée au
Tableau II (p. 7). Elle est trbs voisine de ocelle des lipides totaux aveo un fort
pourcentage en acide oléique (48 %).
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Tableau III

BRépartition des Triglycérides du Jaune 4d'Qeuf

PRIVETT et Coll (1962) (25)

Triglycérides Trisaturéd.cccvvscecscocccoscsnsos GS 5 2%
" Di saturés-monoinsaturés...ccecsss s , B 28 %
" Monosaturés~di insaturés.esssesses GSE ,, 31 %
" Tri insaturéBeecessecassscsseccses GE 39 %




Concernant cette composition en acides gras, les chiffres proposés par
les auteurs présentent entre eux, des différences parfois sensibles. A titre
d'exemple, TATTRIE et COOK (1968) (27) ont proposé les chiffres figurant au Tableau
IV (p. 10).

Mais ces auteurs ont déterminé également lz_structure détaillée des tri -
£lycérides. Ils ont évalué & 60 le nombre des différents glycérides présents et

b
donnent, pour 16 d'entre eux qui, quantitativement, sont les plus importants, les !
proportions figurant au Tableau V {p. 11). |

Enfin, ils ont proposé une répartition au "hasard" des acides gras dans

les glycérides .

2° -~ LES PHOSPHATIDES

De nombreux travaux ont été consacrés & leur éinde :

- LEA et Coll (1955) (28) ont mis en évidence la présence des lysocomposés
et des plasmalogines.

- RHODES et Coll (1956) (29) (1957) (30) ont proposé une méthode de frac-
tionnement par chromatographie.
- - INOUYE et NODA (1958) (31) ZATIRIE (1959) (32) , EVANS (1961) (33) ont
étudié la composition en acides gras des constituanis isolés.

Les travaux de SEZILLE (1964) (34) ont permis de lever 1'incertitude résul-
tant de la discordance des résultats obtenus par les différents auteurs.

la composition en acides gras, ainsi que la structure des Lécithines du !
jaune d'oeuf, ont été rapportées par PRIVETT et Coll (1962) (35) , TATIRIE et COOK
(1968) (36).

Les résultats donnés par les auteurs sur la composition en acides gras
différent sensiblement de ceux proposés par SEZILLE (1964) (37).

Ia caractéristique essentielle des phosphatides réside dans leur richesse
en acides gras saturés. Les céphalines, par ailleurs, sont plus riches en acide

stéarique que les autres constituants lipidiques du jaune.

9 - LES ES

KAUCHER et Coll (38) des 1944 ont signalé la présence de stérides ainsi que
celle de cholestérol libre dans le jaune d'oeuf.




Pableau IV

Composition en Acides Gras des Glycérides du Jaune d'Oeuf

TATTRIE et COOK (1968) (27)

Acides Gras Acides Gras en p. 100
Palmitique (P) ' 21,5
Palmitoléique (Po) 3,9
Stéarique (S) 7,5
0léique (0) 57,1
Linoléique (L) 10,0

10




Tablean V

Composition des Glycérides du Jaune

JATIRIE of COOK (1968) (27)

11

Type de Glycérides
*

% des Glycérides

00L
L1O
07
oLp
OLS
00Po
000
10P
POPo
POO
800
PLP
OPP
FSo
POS
POP
Glycérides Mineurs

4,1
1,1
5,0
5,6
1,6
3,4
18,2
2,3
1,9
20,3
6,0
1,6
2,0
1,6
3,3
5,7
16,3

* Pour la signification des abréviations voir le Tablesu IV (p. 10).

&)

D t.
UL:)
U;(['
—
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Ltétude de ces constituanis également, a été reprise par SEZILIE (1964) (39)
qui a proposé une méthode de dosage des stérides aprds isolement par chromatographie
sur couche mince de gel de silice, et a dosé les acides gras présents, constitués

essentiellement par 1'agide palmitique (32 %) et 1'scide oléique (35 %).

D -~ VARIATION DE LA COMPOSITION EN LIPIDES

la teneur en lipides du jeune d'oeuf est relativement constante. Par contre,
qualitativement, les lipides sont variables :

0 - NCTION DR TORE TME AL

L'influence du régime alimentaire sur la composition en aocides gras des
lipides du jaune d'oeuf fait 1'cbjet de nombreux travaux,

Clest ainsi que GAGE et FISH (1924) (40) , RHODES ot LEA (1956) (41)
PISHER et LEVETLLE (1957) (42) , CALET (1959) (43) , FEIGENRAUM (1959) (44)

BASU_ROY CHOUPURY (1959) (45) SKELION ot WINDSOR (1962) (46) , LECLERQ (1969) (47)
ont établi 1'incidence des lipides ingérés par la poule sur la composition en acides

gras des fractions lipidiques du jaune.

Ltinfluence de 1l'acide linoléique en particulier, a été étudide. Cet acide
gras, indispensable, ne peut pas 8tre synthétisé par la poule. Il est obligatoirement
d'origine alimentaire, Ainsi BASU ROY CHOUDURY (48) a montré que l'addition de 7,5 %
d*acide linoléique dans la ration fait passer rapidement les taux initiaux de cet
acide, qui sont de 12 % ot de 16 % respectivement dans les glycérides et les phospha-
tides, & 30 %. | '

Dans les rations habituvelles, le mals assure largement l'apport alimentaire
nécessaire, ce qui n'est pas toujours le cas lorsque le mais est remplacé per d'autres
céréales (BLUM ~ 1970) (49).

COPPOCK et Coll (1962) (50) signalent 1'influence des saisons sur les ré-
gimes et sur la composition lipidique du jaune. ’

2° = EN FONCTION DE LA RACE

Selom HARRIS et WILCOK (1963) (51) les différences de composition des
lipides, observées entre souches sont d'importance mineure.
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Pour EDWARDS (1964) (52), on peut enregistrer des différences de composi-

tion significatives, en ce qui concerne les acides puln:ltoléiquo. stéarique, linoléique

et arachidonique, en fonotion de la raoce.

Différents travaux ont eu pour objet l'étude de la variation de la compo-
sition lipidique du jaune d'oeuf mis en incubation : KAZAKOY (1956) (53) a sutvi
1'évolution de la concentration en phosphore du jaune 4'oceuf. MEDUSKY (1958) (54)

a étudié 1'évolution des lécithines au cours de 1'inoubstion.

in, ISUJL, BRIK ot WILLIAMS (1955) (55) d'une pert, SEZILLE (1964) (56)
d'autre part, ont suivi l'évolution, paralldlement, des lipides embryonnaires et des
lipides du jaune résidusl.

Cette dernidre étude montre que les lipides du jaune sont utilisés par
1l'embryon A deux fius 1

« Dans une premidre phase (juequ'au 12e jour), ils sont utilisés comme
squrce 4" énexgis chimigne,

o Dans une deuxidme phase (aprés le 12¢ jour), 1'embryon ayant acquis un
pouvoir de syathdse élevé, les glycérides du jaune d'oceuf servent i }'élaborstion
Sa pep différents ocomposés lipidigues (lipoprotéines cellulaires, en particulier).

II -~ LES LIPOPROTEINES

On sait, depuis les travaux de HOPFE - SEYLER (1865) (57) que la majeure
partie des lipides est présente dans le jaune d'ceuf sous la forme de complexes
(cenapses), avec des protéines. Les macromoléoules lipoprotéiques, d'une grande fra-
gilité, assurent aux lipides un caraotdre hydrophile, les maintemant en solution,

A -~ PREPARATION

Ia promiiro méthode de préparation de ces complexes 11poprotéiquea a 4té
PRELL en 1900 (58).

Modifiant cette méthode de fractiomnement, QHARGAFF (1942) (59) a isolé,
aprds dilution du jaune par le chlorure de sodium, délipidation & 1'éther dialyse

ot oentrifugation : lg lipovitelline.
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Ltextraction & 1l'alcool de ce donposé conduit & :

» Une pertie protéique : la vitelline , représentant 18 % du complexe,

« Upe partie lipidigue : constituée esséntiellement par des phospholipides,
représentant 54 % & 62 ¥ des phospholipides du jaune.

ALDERTON et FEVOLD (1945) (60) ont préparé par ultrecentrifugation du jaune
d'oeuf dilué, un complexe lipoprotéique présentant des caractéristiques voisines de

celles déocrites par CHARGAFF , qu'ils ont identifié 2 la lipovitelline.

Aprés extraction éthérée du surnageant obtenu précédemment, mgm_g
LAUSTEN (1946) (61) ont is0lé et étudié un complexe lipoprotéigue différent par ses
propriétés de la lipovitelline 3 la lipovitellénine.

Par une méthode différente, SHEPPARD et HOPTLE (1949) (62) ont obtemu un
complexe aux propriétés comparables & celles de la lipovitellénine,

LEA ot FAWKE (1952) (63) ont proposé des modifications aux techniques de
préparation de la lipovitellénine. '

YANDEGAER, RICHMAN et COOK (1956) (64) utilieant 1'ultracemtrifugation,
ont distingué deux fractions :

» L'une de faible densité appelde L. D. F. (Low Density Fraction),

+ L'autre de densité plus élevée appelée H. D. F, (High Density Frection).

SUGARO (1957) (65) a suggéré la présence de 3 constituants majeurs dans le
Jaune 4'oeuf 3
« Deux lipovitellines : (X et (3
« Une phosphoprotéine t 1a phosvitine (qui sera étudiée plus loin)..( Pe 54 )
Pour cet auteur, la lipovitellénine de FEVOLD et LAUSTEN (1946) (66)
n'est autre que 1a (3  lipovitelline,

JOUBERT et COOK (1958) (67) ont mis au point une méthode de préparation
d'une lipovitelline pure, par précipitation au sulfate de magnésium,

SCHJIEIDE et URIST (1959) (68) , aprés ultracentrifugation du jaune d'oeuf,
ont obtemu deux fractions :

« L'upe "fluide" , contenant, selon eux, deux constituants, 1l'un de faible
densité, l'autre de densité supérieure,
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» plus dense ("granules") contemant deux constituants s

- Une phosphoprotéine 1 la phosvitine,

- Un oomplexe lipoglycoprotéinique présentant les caractéristiques de
1' ( lipovitelline décrite par SUGANO.

Les auteurs ont donc zinsi mis en évidence 4 constituants dans le jaune d'oeuf.

BERNARDI e% COOK (1960) (69) ont déorit un plan général de fractionnement
du jaune, basé sur les observations faites par VANDEGAER et Coll (1956) (70), JOURERT

ot COOK (1958) (71) ainsi que sur celles de MARTIN et COOK (1958) (72).
Le aschéma de ce plan de fractionnement est repris & la Figure 1 (p. 16).

Le méme année, BERNARDI et COOK (1960) (73) omt soumis la freotion la plus
dense (H. D. F.) & une chromatographie sur colonne d'hydroxylapatite., Ce procédé
conduit en particulier A& la préparation des lipovitellines ({ et B « Par ailleurs,
on obtient les livétines, constituants étudids plus loin (p. 36), ainsi que la phos~
vitine. |

A partir de ces observations et de celles faites par BURLEY et COOK (1961)
(74), COOK (1961) (75) a décrit un procédé général de fractionnement du jaune, dans
lequel 1'utilisation du sulfate de magnésium est abandonnée. Ce procédé permet de
mottre en dvidence sept constituants dsns le jaune d'oeuf. Il est schématisé & la

rim‘ 2 (Po 17)0

B ~ ETUDE ELECTROPHORETIQUE

Les différents composés isoldés sont étudiéas per les auteurs au moyen de

deux techniques principales 3

- Llultracentrifugation d'une part,
~ L!'$lecirophordse d'sutre part,

|

|

Pour ce qui est de 1'électrophordse, de nombreux travaux ont utilisé L'é;eg—f

xophordse libre :

- SHEPPARD et HOTTLE (1949) (76) ont mis en évidence l'homogénéité ds la
lipovitellenine qu'ils ont isolée,

- YOUNG et PHINNEY (1951) (77) ont appliqué cette ‘technique au jaune d'oeuf
oextrait & 1'éther. Ils ont obtemu un diagramme composé de trois pics, dont un pie

majeur représentant l'ensemble des lipoprotéines.

[
i
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Jaune d'oeuf dilué zu demi avec de l'eau
ou du NaCl 0,16 M
Centrifugation 10 minutes & 30,000 t/mn

'
Surnagesnt

repris par du NaCl 1 M

Centrifugation 16h & 30.000 t/mn
|

¥ '
Couche inféricure Cougche supérieure
amené A 37 - 40 % de Sat.  Reprise et centrifugée
avec (NE4)2 S0

plusisurs fois.

4
Centrifugation !
| L. D. F.
y ‘ v
Brecipité Surnageant
reprécipitation l
i
Y - LIVETINE (X et {3 LIVETINES
Séparation
électrophorétique
Y
"Gramyes"
Dissous dans de l'acétate de Ha 1 M
Centrifugation 16h & 30.000 t/mn.
v l '
Couche inférieure Surnageant : L. D. P, éliminde
amenée & 0,7 M en acétate de Na
Chromatographie sur colonne de Dowex I
|
]
Elution de lz colonne avec un tampon Elution de la <x>1cz':tmei avec un tempon acétate
0,7 M acétate de Na. Dialyse contre de Na 3 M , Purification sur Amberlite 120 :
untamponPO4O,2HpH=6,8 '
Chromatographie sur ¢olonne d'hydroxylapatite. PHOSVITINE
3 ¢
Elution avec un tampon PO4 0,6 M pH = 6,8, Elution de la colonne avec un
| tampon PO, 2 M p = 6,8.
i
(3 LIPOVITELLINE O LIPOVITELLINE

Figure 2.
Schéma Général de Fractionnement du Jaune 4'Oeuf
Selon COOK (1962) (75)
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- SUGAND (1957) (78) a montré 1'hétérogénéité de la lipovitelline et &
étudié le comportement électrophorétique de la phosvitine. Le méme auteur (1959) (79)
a précisé 1l'influence du pH et de la force ionique du tampon sur le comportement
électrophorétique de la lipovitelline. Les variations observées ont été attribudes

aux liaisons que forment les ions du tampon avec les molécules protéigues.

- JOUBERT et COOK (1958) (80) ont soumis, & 1'électrophorése libre, la
lipovitelline purifiéde qu'ils ont préparée.

~ BERNARDI et COOK (1960) (81) apris avoir montré 1'hétérogénéité de la
fraction dense obtenue par cemtrifugation (E. D. F.), ont étudié le comportement
électrophorétique de chacun des constituants. L'électrophorése libre leur a permis,
dans certaines zones de pH, de séparer la lipovitelline en ses deux composantes (X
et {3 .

Ces travaux ont été repris par TATTRIE et COOK (1968) (82).

L'électrophorése de zone a été employde, dés 1953, par MAC KINLEY et Coll

(83).

~ EVANS et BANDEMER (1957) (84) ont soumis le jaune d'oeuf 3 1'électropho-
rése sur papier. L'électrophorégramme comporte 7 bandes et les auteurs en ont attribué
3 aux lipoprotéines. Ils ont montré également que le schéma électrophordtique obtenu
ast modifié par 1l'extraction & 1'éther du matériel étudié, 1!'éther causant la

rupture des liaisons lipides - protéines.

~ STEVEN (1961) (85) a montré que les constituents du jaune d'oeuf pouvaient
&tre séparés par électrophordse en gel d'amidon mais n'a donné aucune interprétation

des électrophorégrammes obtenus.

- MAC CULLY et Coll (1959) (86) (1962) (87) ont utilisé 1'électrophortse
sur papier et analysé le jaune d'oeuf dilué, la fraction demse (H. D. F.) et la
fraction légdre (L. D. P.). Ils ont montré la présence d'un complexe lipoprotéine -
phosvitine, complexe détruit par dilution du jaune ou traitement par des agents
complexants. Les électrophorises réalisées ont amené les auteurs & penser que la
livétine ¥ , mal séparée du complexe lipoprotéine - phosvitine, fait également

partie de ce complexe.

- SEZILLE (1964) (88) a établi une description de 1'électrophorégramme
global du jaune d‘'oeuf dilué. Pour ce faire, l'auteur a utilisé deux procédés
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[ ] CIEAAA LY IR WA A ot 354 2] SIAMICI RS LIEL. Repes SOLOEE LA e O UE
-~ Protéines : vert de lissamine,
~ Lipoprotéines s noir Cerol,
- Glycoprotéines ¢ eoloration au P, 4. 8.,
- Hucopolysaccharides scides ¢ bleu aloian,
-~ Phosphoprotéinea t réaction du phosphore.

Ltélectrophorégramme obtemu, soumis A l'enregistrement densitométrique,
est repris & la Figure 3 (p. 20),

L'étude réalisée par cet auteur a montré que la lipovitelline et la lipo-
vitellénine sont des lipo-glyooprotéines, trds riches en lipides. Ces deus complexes
ont des mobilités.voisines, la lipovitellénine étant 1égdrement plus rapide et le

front de migration de ce conatituasnt ayant, par ailleurs, une vitesse de migration
égale & colle de la livétine ¥ .

Ia phosvitine, phosphoprotéine libérée des complexes qu'ells forme avec lea
lipoprotéines, pdsabdo-une grande vitesse de migration. Elle est colorsble au bleu
aleian,

Enfin, 1'électrophorégramme permet la mise em évidence des livétines O ,

ﬂ , ¥ , composés obtenus par les procédés généraux de fractionnement du jaune
dtoeuf, déorits plus haut.

¢ = LES COMPLEXES : LIPOVITELLINES et LIPOVITELLENINE

Les complexes lipoprotéiques représentent envirom 85 % dea solides du jauve
dtoeuf (COQK - 1962) (89).
Les lipoprotéines totales comprennent s
« 22 % de lipovitelline,
« 78 % de lipovitellénine.
Tous les lipides sont compris dans cea deux complexes,

1° = LES LIPOVITELLINES

Nous savons que les lipovitellines font partie de la frection la plus dense
(d. D. P.) obtemue par centrifugation du jaune selom BERNARDI et COOK (1960) (90).
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Figure 3

Enregistrement densitométrique de 1'électrophordse
du jaune d'oeuf dilué - SEZILLE (1964) (e8).
Eléotrophorése sur papier en tampon véronal de pl 8,6

=== ==t protéinogramme ; —._.._._.; lipidogramme ; ............ 3 bleu alcian.
P 3 phosvitine ; L livétines ; lv' t lipovitellénine ; 1v2 ¢ lipovitelline.
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Les mémes suteurs (1960) (91) ont préparé les lipovitellines (X et 3
par chromatographie sur colomne 4'hydroxylapatite,

VALLACE (1965) (92) TATTRIE et COOK (1968) (93) , ont proposé un procédé
*
de préparation de ces deux comstituants par chromatographie sur TEAE - Cellulose.

Selon COOK (1962) (94) le complexe lipovitellénique représente 16,3 % des
solides du jaune d'oeuf, répartis ainsi :
o Lipovitelline O : 6,0 %,
o Lipovitelline {3 : 10,3 %.
a bue_un 8 _moldéeuls de 400,000 const :
COOK (1961) (95) PARKINSON (1966) (96).

a) le partie lipidioue

La composition globale en lipides des complexeé lipovitelléniques a été
donnée par BERNARDI et COOK (1960) (97) , BURLEY et COOK (1961) (98) , ITO et FUJI
(1962) (99) , MARTIN et Coll (1963) (100). SEZILLE (1964) (101) a domné une répar-
tition moyenne pour la lipovitelline,

TADTRIE et COOK (1968) (102) , ont proposé ume répartition moyenne des
lipides pour les lipovitellines (L et [3 , reprise au Tableau VI (p. 22).

En accord avec EVANS et BANDEMER (1961) (103) remarquons que les phospha-
tides de la lipovitelline sont essentiellement constitués de lécithines.

1a_composition en acides gras a été également étudide :

SCHIEIDE (1963) (104) a domné 1a composition centésimale en acides gras des
lipides totaux de la lipovitelline.

EVAKS et BANDEMER (1961) (105), aprds extraction des lipides du complexe
lipovitellénique, séparation par chromatographie sur colonne em lipides neutres,
céphalines et lécithines, ont déterminé la composition en acides gras des trois
fractions,

SEzIIIE (1964) (106) a domné la composition en acides gras des glycérides
totaux et phosphatides totaux présents dans la lipovitelline.

Au Tableau VII (p. 23) figurent les résultats obtemus par TAPTRIE et COOK
(1968) (107).
* TRAE -~ Cellulose : triethylaminoethylcellulose.




Tableau VI

Compoaition Iipidique des Iipovitellines

JALIRIE of COOK (1968) (102)

Constituants Lipovitelline Lipovitelline
Qx B
Lipides
(% en ocomplexe) 22 26
Jdpidos Neutres
(% des lipides) 40,1 37,5
Ihospholinides
(% des lipides) 59,9 62,5
o Sphingomyélines )
A ( 4,2 4,12
o Lysoléoithines )
o Lécithines 435,16 41,70
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Tableau VII

Composition en Acides Gras des Lipides des Lipovitellines (X et 3

TAPTRIE et COOK (1968) (107)

Acides Gras en % Palmitique Stéarique Palnitoléique 01éique Linoléigue Arachidonigue
16 : 0 18:0 16 3 1 18 ¢ 1 18 ;: 2 20 : 4

Q Lipovitelline

- ILipides neutreq 30,3 13,3 2,1 42,0 12,3 1,0

-~ Céphalines 20,1 35,9 1,5 21,4 10,3 8,1

- Lécithines 33,4 11 ’8 2,0 3835 1235 1 99
0 Lipovitelline

- Lipides neutreﬂ 25’2 8’7 3,5 53,8 8’8 110

- Céphalines 18,7 37,0 1,3 23,5 9,1 10,4

- Léeithines 32,4 11,7 1,7 33,7 16,6 4,0

€2
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Ces auteurs ont déterminé la composition en acides gras des différents
constituante lipidiques, séparément, et cela, pour les lipovitellines ( et F3 .
Il est possible, & partir de ces chiffres et de la composition globale en lipides
de retrouver la teneur en acides gras de chague complexe.

b) Ls partie protidique

Aux complexes lipovitelléniques correspondent deux protéines de base @

« Bréparation
Vraisemblablement les premiers, PLIMMER et SCOTT (1908) (108) ont préparé

la vitelline, en traitant le complexe lipoprotéique par la soude & 1 % , & 37° C
pendant 24 = 48 heures,

CEARGAFF (1942) (109), & poursuivi sa préparation de la lipovitelline
par une extraction continus & 1lfalcool afin d'éliminer les lipides du complexe et

a obtenu ainsi la yitellipe.

EVANS of BANDEMER (1961) (110), ont isolé les complexes lipovitelléniques
puis extrait, & 1'déther, les lipides peu liés, et & l'alcool les lipides fortement
1iés, obtenant ainsi les protéines correspondantes.

COOK et Coll (1962) (111), ont fait une délipidation des complexes lipo~-
protéiques par la méthode décrite par BLIGH et DYER (1959) (112).

I1 faut noter, en accord aves SEZILLE (1964) (113) que pour dissocier les
oénapses, les agents physiques de séparation sont inopéranis et qu'il est nécessaire
d'utiliser de= agents chimiques : alcool, éther, chloroforme.

Ce dernier a fait d'ailleurs une étude comparative des méthodes d'extraction
des lipides,

» Somposition
Du point de vue de L'spal 1 ajire, la vitelline a été étudide par
CHARGAFF (1942) (114) ALDERTON et FEVOLD <1945) (115).

KARTIN, TATTRIE et COOK (1963) (116) ont confirmé qu'il s'agit pour les
vitellines (X et f3 de phosphoprotéines et ont domné les chiffres inscrits au
Tableau VIII (p. 25).
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Tableaun VIII
Composition en Azote et en Phosphore des Vitellines ( et 3

D'aprés MARTIN, TATTRIE et COOK (1963) (116)

Constituant Azote % Phosphore %

Vitelline 1 5,5 0,64

Vitelline p 15,8 0,34
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Isa ﬁ vitelline est donc moins riche en phosphore que 1* (( vitelline,

la composition en acides aminés a été rapportée également, LEWIS et Coll
(1950) (117), utilisant une méthode microbiologique de dosage des acides aminés,
ont donné la composition de la vitelline,

FEVOLD (1951) (118) a repris ce travail. Des résultats plus précis ont &té
obtenus par BERNARDI et COOK (1960) (119) qui ont domné les compositions en acides
aminés de chacune des protdines de base : vitellines (& et [ . Les résultats
de COOK et Coll (1962) (120) sont repris au Tableau IX (p. 27). Selon ces auteurs,
aprds interprétation statistique des résultats qu'ils ont obtemus, il n'y a pas de
différence significative de point de vue de la composition en acides aminés entre les
vitellines (X et [3 , si ce n'eat une teneur plus faible en histidine dans la
vitelline 3 .

« Skructure

Dés 1901, LEVENE et ALSBERG (121) utilisant 1'ammoniaque 3 12 % pour hy-

drolyser ls vitelline, ont obtenus un phosphopeptide : 1'acide vitellinique, conte-
nant environ 9 % de phosphore et, en outre, 0,6 % de fer.

SWIGEL et POSTERNAK (1927) (122) (123) ont obtenmu, per hydrolyse enzymatique

quatre peptides dont les compositions sont domndes au Tableau X (p. 28)
il s'agit des gyotyrines.

Ayant mis en évidenée dans les ovotyrines, en particulier, l'acide gérine-~
Dhosphorjque ces auteurs ont pensé que le phosphore est présent dans la vitelline
sous la forme de ce composé.

POS ¥ L (1964) (124) reprenant ces travaux ont isolé un peptide |

dont ils ont établi la composition en acides aminéds. Ce peptide contient également
1'acide sérine~phosphorique.

Les acides aminés K - Terminaux de la vitelline sont proposés par REELIN
ot COOK (1961) (125) (126). Il s'agit, selon ces auteurs, de 1l'asrginine et de la
Aysipe.

2° - LA LIPOVITELLENINE

La lipovitellénine, isolée par FEVOLD et LAUSTEN(1946) (127) correspond &
la fraction de faible densité ( P = 0,98) isolée par l'ultra-centrifugation de la
L. D. P, Utilisant une méthode différente, MARTIN et Coll (1964) (128) ont obtemu

I
1



Tableau IX

Composition en Acides Aminés des Vitellines Ol et B

COOK et Coll (1962) (120)

Acides Aminés
en mmoles/g de Vitelline Vitelline
protéine 84 ﬁ
Acide aspartique 0,60 0,67
Acide glutamique 0,82 0,86
Arginine 0,47 0,52
Histidine 0,19 0,15
Lysine 0,50 0,51
Alanine 0,63 0,61
Cystine / 2 0,12 0,13
"Glycocolle 0,38 0,38
Isoleucine 0,45 0,49
Leucine 0,70 0,73
Méthionine 0,19 0,21
Phénylalanine 0,27 0,25
Proline 0,43 0,44
Sérine 0,54 0,51
Thréonine 0,35 0,36
Tryptophanne 0,13 0,13
Pyrosine 0,23 0,25
Valine 0,56 0,61




Tableau X

Composition des Peptides Obtenus par Hydrolyse Enzymatique de la Vitelline

Selon SWIGEL et POSTERNAK (1927) (122) (123)

Peptides Azote % Phosphore % For %
Ovotyrine O 10,9 13,8 -
Ovotyrine 3, 11,3 12,6 -
Ovotyrine f3, 10,9 12,1 3,3
Ovotyrine Y 10,7 7,9 -

il
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deux constituants & partir de 1lsa L. D. F, 3

- le L. D. F., pour 1/5 de 1a L, D, F.,

-~ Ia L, D, P.z pour laguelle ils ont obtemu des ocaractéristiques physico-
chimiques différentes.

Poursuivant son imvestigation, la mdme équipe de chercheurs (1964) (129)
a préparé, par extraction éthérée de la L. D. F., L. D. F., et L. D, F.z » 5 ocomposés
de nature lipoprotéique et & proposé un schéma de structure du complexe lipovitellé-
ninique.

ZATTRIE et COOK (1968) (130), ont repris ces travaux et préocisé les résul-
tats obtenus. Selon COOK (1961) (131) , e

a_lipovitelléni f de s (QOOK ~ 1962) (132) , elle est
done ‘nuucoup plus riche en lipidu que la lipovitcllino (22 %).

de la lipovitellénine a 4té domnde par :
(1959) (133),
(1959) (134),
(1961) (135),
(1961) (136),
(1963) (137),
(1964) (138),
Les résultats obtenus par JATIRIE et COOK (1968) (139), figuremt au Tableau
X1 (Po 30)1»

On note donc yp te X : CORS 3 -
de glyoérides (70 % des lipidn), ot de cholostérol (4,2 % des npidoa) m
(1964) (140). Selom ce dernier, les résultats peuvent présenter des discordances
d'une préparation & l'autre, les conditions opératoires dématurent, em effet, partiel-
lement, ce complexe extrimement fragile.

B_QOm jeg gras, fait l'objet de peu de travaux. Les résul-
tats obtenus per w (1968) (141), figurent au Tablesu XII (p. 31).

e



Tableau XI
Composition Lipidique Globale de 1a L. D. F,
Selon TATTRIE et COOK (1968) (139)

Constituants Lipovitellénine
Lipides
(% du complexe) 89
Lipides Neutres
(% des 1ipides) 74,2
Fhospholipides
(% des lipides) 25,8
~ Sphingomyélines )
- Lysolécithines ) 9,2
-~ Lécithines 7,0
- Céphalines 19,8
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b) La partie protidigue

La vitellénine est la protéine de base du complexe lipovitelléninique.

+ Préparation

Les méthodes décrites & propos de la vitelline sont valables pour préparer
la vitellénine, protéine de base de la lipoprotéine, & partir du complexe lipovitel-
1éninique.

» Composition

Pour ce qui est de l'analyse élémenteire, la vitellénine a été étudiée par

FEVOLD et LAUSTEN (1946) {142). MARTIN, TATTRIE et COOK (1963) (143) ont repris ces

|
J
|
travaux et confirmé que la vitellénine est une phosphoprotéine, qui renferme 14 % !

d'azote et 0,04 & 0,11 % de phosphore, Cette faible teneur en phosphore distingue }

la vitellénine des vitellines.

COOK et Coll (1962) {144) ont isolé 1la vitellénine par délipidation, &
l'aide de la méthode de BLIGH et DYER (1959) (145), en ont déterminé sa gomposition

en acides aminés : Tableau XIII (p. 33).

Selon NEELIN et COOK (1961) (146) les acides aminés N ~ Terminaux sont
les mémes que pour les vitellines : Arginine et Lysine.

Les travaux A'ABRAHAM et Coll (1960) (147) ont montré que la lipovitellé-
nine est de nature lipo - glvcoprotéinigue. Selon ces auteurs, la composition en glu-
cides est la suivante :

o Oses : 1,3 %,
« Osamines : 0,67 %,
. Acides Sialiques : 0,3 %.

La nature glycoprotéinique de la lipovitellénine a été confirmée par

SEZILIE (1964) (148) qui a obtenu des électrophorégrammes P.A.S. positifs.

Pour terminer cette description de la lipovitellénmine, il convient de rap-
peler le plan de structure du complexe proposé par AUGUSTINIAK, MARTIN et COOK (1964)
(149) a'une part, par TATTRIE et COOK (1968) (150) d'autre part, selon ces auteurs,
les lipides neutres occupent le centre de la moiécule, phospholipides et protéines
étant situés & la périphérie du complexe lipovitelléninique.

Ces conclusions s'appuyent sur les observations rapportées plus haut ainsi
que sur les données obtenues en traitant le complexe par les enszymes : phospholipase,

protéase, (TATTIRIE et COOK - 1968) (151).




Tableau XIII
Composition en Acides Aminds de 1a Vitellénine

SOOK ot Coll (1962) (144)

Acides Aminés
en mmoles/g de Vitellénine
protéine
Acide aspartique 0,80
Acide glutamique 0,80
Arginine 0,36
Histidine 0,11
Lyaine 0,60
Alanine 0,54
Cystine / 2 0,01
Glycocolle ‘ 0,36
Isoleucine 0,47
Leucine 0,79 j
Méthionine 0,15
Phénylalanine 0,32 |
Proline 0,26 |
Sérine 0,51 |
Thréonine 0,40 |
Tryptophanne 0,13 : |
Tyrosine 0,26
Valine 0,49
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D - LIPOPROTEINES DU JAUNE D'OEUF ET DU SERUM DE POULE

[ R

Les rapports entre les lipoprotéines du jaune d'oeuf et celles du sérum
de poule ont fait l'objet d'un certain nombre de travaux : IASKOWSKI (1935) (152),

- it

He KINIEY et Coll (1954) (153), VANSTONE et Coll (1955) (154).

- FLICKINGER (1956) (155) injectant du phosphore radio-actif & la poule
en période de ponte, a constaté, tout d'abord, un stockage au niveau du foie puis
une apparition de phosphore marqué dans les protéines sériques ot enfin dans le

Jjaune d'oeuf en formation.

- Mc INDOE (1959) (156) a signalé que le sérum de poule, en période de
ponte, contient un taux important de glyeérides ainsi que de la vitelline.

~ SCHIETDE ot URIST (1956) (1959) (1960) (157) (158) (159) ont isolé les
protéines du sérun de poule et ont retrouvé ces constituants dans le jaune d'oeuf.

- Enfin SCHIJEIDE (1963) (160) a montré que, sous l'action des ocstrogines,
le foiec de la poule synthétise des lipoprotéines qui passent dans le sang et se
déposent dans lc jaune d'ocuf.

Provenant d'un transfert mécanique, les lipoprotéines du jaunc sont donc
le reflet des lipoprotéines sériques de la poule en période de ponte (STZILLE - 1964)
(161).
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2 - LA FRACTION HYDROSOLUBLE

I1 a été vu plus haut que, selon COOK (1962) (162), les complexes lipo-

protéiques du joune d'oeuf représentent environ 85 % des solides du jaune. Les

solides hydrosolubles représentent donc 15 % des solides du jaune.
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I « LES LIVETINES

Ctest PLIMMER (1908) (163), qui pour la premidre fois, en préparant la
lipovitelline par la méthode d'OSBORNE et CAMPBELL (1900) (164), a signalé la présence,
dans le surnageant aqueux, résultant du fractionnement, d'une protéine coagulable

par l1s cheleur. Il a proposé pour gette protéine le nom de "livétine".

KAY et MARSHALL (1928) (165), ont repris l'étude de cette protéine et mon~
tré qu'il s'agit en fait d'un mélange de plusieurs constituents : les livétines,

A - PREPARATION

Deux types de méthodes sont A envisager s
1° -~ LES METHODES GENERALES DE PREPARATION

I1 & été vu plus haut que les procédés généraux de fractionnement du
jaune d'oeuf de poule, proposés par EVANS et BANDEMER (1957) (166) , BERNARDI et COOK
(1960} (167), CoOK (1962) (168), permettent, en outre, de préparer les livétines.

2° ~ LES METHODES PARTICULIERES DF _PREPARATION

- KAY ot MARSHALL (1928) (169), ont préparé les livétines par précipitation
au sulfate d'ammonium & demi-saturation et extraction avec un mélange d'alcool et
dféther & = 15° C, aprés avoir éliminé les lipoprotéines, Par ce procédé, ils ont
réussi & préparer les livétines sans les dénaturer,

~ SHEPPARD et HOTTLE (1949) (170), ont décrit deux techniques de prépara-
tion des livétines,

« Dans la premidre, les lipoprotéines sont précipitées par dilution du
jaune avec deux volumes de chlorure de sodium & 0,85 %, en présence d'éther. la
phase aqueuse obtenue est extraite & 1'éther et enfin les lipoprotéines résiduelles
précipitent, lors de 1l'évaporation de 1l'éther, la solution cbtenue contemant les
livétines. '

o Dans la seconde méthode, les lipoprotéines sont également précipitées
per dilution du jaume avec du chlorure de sodium & 0,85 % et, par dialyse contre
cette méme solution. Aprés dislyse, lipides libres et lipoprotéines résiduelles se
séparent quand le pH est ajusté & 6. Les livétines préparées par cette méthode ren~
ferment des lipides extractibles.
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- Une technique est proposée par KNIGHT et SCHECHTMAN (1954) (171) , dans
laquelle chaque jaune d'oceuf est additionné de 10 ml de NaCl & 10 %, Aprés homogé-

néisation, le ligquide visqueux obtenu est extrait i 1'éther jusgu'h ce que la phase
éthérée soit incolore. La phase aqueuse est alors dialysée contre une solution de
NaCl & 0,9 %, dialyse au cours de laquelle la majeure partie de 1'éther est éliminde.
Le contenu du sac & dialyse est centrifugé et la phase agueuse, surnsgeante est lyo-

philisée, aprés dialyse destinde & éliminer 1'éther résiduel.

- La méthode de préparation décrite par MARTIN, VANDEGAER et COOK (1957)
(172), comporte les étapes suivantes :

o Les jaunes sont séparés du blanc d'oeuf et ponctionnés i travers la
membrane vitelline. Le jaune d'oeuf obtenu est dilué avec trois volumes d'eaun dis-
tillée et le précipité de lipovitelline est éliminé par centrifugation. Le surnageant
est émulsionné avec un volume d'éther éthylique & - 20° C en ampoule & décanter.

« Aprés quelques heures de repos, la phase inférieure aqueuse, renfermant
les livétines, est séparée de la phase intermédiaire contenant la lipovitellénine
et de la phase supérieure éthérée lipidique. Elle est extraite & 1'éther & - 20° C
puis dialysée et lyophilisée.

Selon les suteurs, une autre méthode peut &tre employée, qui fournit des
résultats tout 4 fait comparables : cette technique consiste & émulsionner le jaune
avec deux volumes d'eau distillée et deux volumes de tétrachlorure de carbone. La
phase aqueuse est extraite & nouveau, dialysée contre de lleau distilléde et lyophili-
sée.

Ces méthodes de préparation sont reprises dans 1'exposé des travaux

personnels (voir p. 96).

B ~ PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES

1° -~ PROPRIETES PHYSIQUES

a) Comportement électrophorétigue

1. L'électrophorése libre

SHEPARD et HOTTLE (1949) (173) ont soumis les préparations de livétines
qu'ils ont obtenues & 1l'électrophortse libre on tampon phosphate de pH 7,95 et de

force ionique 0,1.




Ils ont obtenu un disgramme composé de 5 pics mais leurs résultats ne sont
pas reproductibles du fait de la présence de lipides non extraits dans leurs prépa-
rations. |
L'analyse électrophorétique réalisée par GORINI et LANZAVRCCHIA (1955) (174)
en tampon phosphate de pH 7,8 et de force icnique 0,1 révéle la présence de trois ‘
constituants majeurs : F“ R F2 . F3 et d'uns quatridme fraction de mobilité intermé- |
diaire de celles des fractions Fz ot F3 que les auteurs appellent F2 bia. |

A l'aide de la méme technique, MARTIN, VANDEGAER et COOK (1957) (175), ont
étudié le diasgramme donné par les livéiinesa qu'ils ont préparées. Les expériences
sont réalisées en tampon phosphate de force ionique 0,1 ot de pH 8,0.

Dans ces conditions, 1'électrophordse libre révile trois constituants majeurs|

que les auteurs appellent o , B et ¥ de mobilités respectives :

-6,3 .10 ,-3,8,107 , et = 2,1 « 107 cu® . volt™'. sec™ .

Cette donnde eat confirmée par l'ultracentrifugation.

BERNARDI et COOK (1960) (176) ont égalemsnt appliqué cette technique aux
protéines du jaune et ont retrouvé les trois comstituants de la fraction "Livétines".

2, L'électrophordse de zone

Mo CULLY et Coll (1959) (1962) (177) (178) ont soumis les livétines et le
Jaune dtoeuf dilué (2 : 5 v/v) avec du HaCl 3 1 % & 1'analyse lectrophorétique sur
papiers Ils ont utilisé un tampon véromal de pd 8,6 , et de force ionique 0,05.

WILLIAMS (1962) (179) a utilisé également cette technique. A différents pH
(5,4 : 6,5 : 8,6 : 10,0), les électrophorégrammes montrent la présence de trois bandes,
migrant vers l'anode, que l'auteur a attribué aux constituants « , B ot ¥
en accord avec les résultats obtenus par Mc CULLY et Coll.

Par ailleurs, confirmant ceux de KNIGHT et SCHECHTMAN (1954) (180),
HILLIAMS a précisé qu'il est possible, dans certains cas, d'obtenir une bonne résolu-
‘tion de la bande correspondant su constituant le plus lent, en deux composants : |

o L'un étant la transferrine ou conalbumine, |

« L'autre, la livétine Y proprerent dites

Cet auteur a utilisé aussi 1'électrophordse en gel d'emidon horizontal,
appliquant la technique décrite par SMITHIES (1955) (181), & 1'aide d'un systime




~ tamponm discontimm mis au point par POULIK (1957) (182).

SRZILLE (1964) (183), a employé 1'électrophordse en gel d'amidon wertical,
selon la technique de WILLIAMS, paralldlement & 1'électrophordse sur pspior,‘ en tam~
pon barbital de pH 8,6 et de force iomique 0,1, et en tampon pyridine de pH 3,9.

Les électrophorégrammes sont révéléa par différentes techniques, dont celle au
" Po Ao So qui permet de mettre en évidence la nature glycoprotéinique des livétines.

Enfin, CHI CHING MOK ¢t C (1964) (184) , repremant ces travaux, ont
comparé les électrophorégrammes obtenus d'une part, en tampon barbital (pH 8,6 ; force
ionique 0,05), et d'autre part en tampon barbital, acétate de sodium (pH 8,6 ; force
ionique 0,07). Ils ont confirmé les résultats selon lesqueéls il est possible de sé-
parer partiellement deux constituants dans la bande la plus lente (livétine Y )
qu'ils ont appellés Y,‘ et Y 2 livétines.

Les enregistrements densitométriques des électrophorégrammes sont repris
A la figure 4 (p. 40).

L'mﬁno-éleotrophoréma des livétines brutes proposé par WILLIAMS
(1962) (185) est donné & la figure 5 (p. 41).

Cet auteur & utilisé la technique décrite par SCEEIDEGOER (1955) (186)
h 1'aide d'un gel d'agar & 1,5 % en tampon tétraborate de sodimm, aocide suocinique,
azide de sodium. |

Il a obtenu ainsi gix aros de prégipitation correspondant A six cons-
tituants antigéniques 3

« Une albunine,

o Deux O , globulines,

+ Une globuline (X 20

+ la transferrine ou conalbumine,

. Une Y globuline,

Un autre diagramme d'analyse immuno-électrophorétique est proposé par
CHI CHING MOK ot COMMON (1964) (187), figure 6 (p. 42). Il présents quatre arcs de
préoipitation majeurs (aros 1,3, 4 et 5) et deux aros mineurs (arce 2 et 6). L'analyse
électrophorétique faite par ces auteurs révdle la présence de‘quatre oconstitusnts
dans les livétines, Aprds avoir isolé par électrophordse préparative, chacun de ces
constituants, ils ont identifié les arcs obtenus en immuno-électrophordse
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Enregistrements Densitométriques des Electrophoréses des Livétines

Selon CHI CHING MOK et COMMON (1964) (184)

(pour la signification des lettres grecques voir le texte p. 39)




Figure 5
Immunoélectrophorégramme des Livétines
Selon WILLIANS (1962) (185)

A : Albumine

Q; s &; globuline

O, ¢+ X, globuline

T : Transferrine

Y : Y globuline

L : Livétines

AL: Sérum anti-livétines,

a1



Figure 6
Immunoélectrophorégramme des Livétines

Selon CHI CHING MOK et COMMON (1964) (167)

1 ¢ Livétine (X

3 : Livétine 3

4 : Livétine Y,

8 & Livétine ¥

L : Livétines

J ¢ Jaune d'0euf

AL: Sérum anti-livétines.
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HUI et COMMON (1966) (188) ont montré A 1'aide d'électrophordses en gel
d'amidon, que la livétine ﬁ est hétéroghne, bien qu'elle ne donne qu'un geul arc
en immunodlectrophordse, correspondant & une ae ’ : '

Quoiqu'il en soit, les deux diagrammes immunoéleotrophorétiques proposés
sont en accord pour ce qul est des arcs de préoipitation majeurs mais présentent des

différences sensibles pour ce qui est des arcs mineurs.

2° — PROPRIETES CHIMIQUES

les travaux sur cette question sont peu nombreux. Ils concernent essentiel-

lement 1'analyse élémentaire et la composition en agides aminés s JUKES (1933) (189)

EAL ot MARSHALL (1938) (190).
Les résultats obtemus par ces auteurs sont repris au Tablesu XIV ( p. 44 Yo

Par ailleurs, m(ms) (191) a trouvé 4 % d'oses dans les livétines.

Enfin, SEZILLE (1964) (192) a proposé une teneur de 7,5 % d'oses neutres,
et une tensur de 1,64 % d'acide sialique,

Les iivétincs ont été étudides par chromatographie sur DEAE* -~ Cellulose,
par MANDELES (1960) (193).
le chromatographie est effectude aves un tampon glycocolle~phosphate de potassium,
& l'aide d'un gradient de concentration et de pH.
Le diagramme d'élution montrs dix fractions msis 1'auteur n'a donné auoune précision

sur chacune d'elles,

Par ailleurs, RAPPAPORT et LEONIS (1962) (194) ont soumis les protéines

* DEAE -~ Cellulose : diéthylaminoéthyl - cellulose.




Tableau XIV :
Composition Chimique des Livétines

Selon JUKES (1933) (189) - KAY et MARSHALL (1938) (19%0)
Selon
Eng /100 g
JUKES (1933) EAY et MARSFALL (1938)
Azote 15, 5 15,1
Phosphore ‘ 0,05
Soufre 1,8 .
Acide aspartique 3,0
Acide glutamique 6,8
Arginine 5, 6
Histidine 0,93
Lysine 5,0
Alanine 6,2
cystine / 2 3 +5 3,9
Glyeocolle 1,8
Isoleuc:[.ne
Leucine 10,6
Méthionine
Phénylalanine 1,95
Proline 2,2
Sérine
Thréonine
Pryptophanne 1,26 2,1
Tyroaine 3,6 5,2
Valine
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solubles du jaune d'oeuf au fractiomnement chromatographique sur Carboxy-méthyl-
cellulose, gel de dextrane, Amberlite IRC 50 et DEAE** - Sephadex. Les auteurs ont
donné les diasgrammes d'élution obtenus, mais n'ont pas étudié les nombreuses frace
tions auxquelles ces chromatographies permettent d'aboutir, montrant, selon eux

la complexité du mélange étudié.

¢ - 1ES consrrTuaNts O , 3 Er Y rLIvermnes

Différents auteurs ont établi les. proportions relatives des constituants
a, B et Y livétines dans le mélange obtenu i partir du jaune d'oeuf. Les
résultats sont assez discordants et figurent au Tableau XV (p. 46).

1° = PREPARATION

Différentes méthodes permettent d'obtenir la livétine J .
~ SHEPPARD et HOTTLE (1949) (199) ont obtenu ce constituant & 95 % de
pureté per précipitation A 1'alcool &thylique & 18 %.

~ MARTIN, VANDEGAER et COOK (1957) (200), ont déerit deux méthodes de pré-
peration de la Y livéiine par précipitation, soit avec du sulfate d'ammonium &
37 % de saturation, & 4° C, soit avec de 1'alcool isopropylique & 20 % et & 0° C,

Toutefois, la livétine Y qu'ila ont obtenue n'est pas pure, mais souillée
des autres constituants. De plus, ils ont signalé qu'il s'agit d'un composé instable
cotte instabilité se traduisant par une perte de solubilité au cours des étapes de
purification et lors de 1la lyophilisation.

- MARTIN et COOK (1958) (201), ont réussi i purifier la livétine ¥ par
précipitations succéssives & 34 % de saturation en sulfate d'ammonium.

Aprde élimination de la livétine ¥ , des essais de préparation de chacune
des livétines (X et Q , ont été décrite & partir du mélange de ces deux composés.

- Bn 1955, GORINI et LANZAVECCHIA (202) ont publié un procédé de fraction-
nement des livétines au sulfate d4'ammonium,

#% DEAE - Sephadex : didthylaminoéthyl ~ Sephadex.




Tableau XV

Proportions Relatives des Constitusnts a, B et ¥ dans les Livétines

GORIJ ot BERNARDT (1960) (197)
En % des ARD gt HO m (1962) (1%)
Livétines (1949) (195) LANZAVESCHIA
(1955) (196) En % des En % des Solides
Livétines du Jaune
x 17,3 18,7 (¥3) 20,5 - 2,2
B 32,7 44,1 (r2) 50 | 5,3
Y 50,0 (1) 32,4 (F1) 29,5 3,1
4,8 (F2) bis
N
(‘ l%lt)
S
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Les fractions F1 ot Pa y correspondant respectivement aux livétines Y ot ﬁ se
révdlent homogenes en électrophordse libre. Le schéma de ce procédé est domné a
la figure 7 (p. 48).

- Selon MARTIN, VANDEGAER et COOK (1957) (203), il n'est pas possible
d'isoler les livétines (I et ﬂ » par précipitation fractionnde au sulfate 4'ammo-
nium. En effet, & demi saturation, 83 % des protéinas en solution préeipitent. Il
staglt alors d'un mélange des livétines (X et B o Précipitable par le sulfate
d'ammonium & 50 # de saturation, ces auteurs ont attribué i la mm_g_;es"
caractdres d'une pseudo-globuline,

- WILLISMS (1962) (204), a obtemu des résultats différents et selon lui,
une faible partie seulement de 1'({ livétine précipite & 50 % de saturation, en
sulfate d'ammonium, la majeure partie précipitant & une concentration supérieure

et la livétine (X ayant alors le comportement d'une slbumine.

- la méthode adoptée par MARTIN et Coll (1957) (205) , pour préparer les

X et B livétines est 1'électrophordse préparative, Ces auteurs ont ainsi isolé
de petites quantités de chacun des constituants afin de les étudier.

- Un procédé semblable & été utilisé par WILLIAMS (1962) (206), qui a

signalé que la livétine @ , en solution & 0,5 %, n'est pas précipitée par l'acide
perchlorique 0,6 M, ni par chauffage au bain-marie bouillant, m .s, par contre,
1'est par 1'acide sulfosalicylique 0,2 M et per l'acide trichloracétique & 5 %.

9.0 SITION CHIMIQUE CARACTERISTIQUES

Ces différents points font 1'objet de travaux parmi lesquels ceux de :

- MARTIN, VANDEGAER et COOK  (1957) (207),
~ MARTIN et COOK (1958) (208),
- COOK (1961) (209),
- COOK (1962) (210),
- WILLIAMS (1962) (211).

Les résultats obtenus par les suteurs sont rassembiés au Tableau XVI (p. 49)




Livétines Totales

amenées 2 45 ¥ de saturation
en (m4)2 50, - Centrifugation

|

Surnageant
amené & 60 % de saturation

1

Erdolpiyé

repris par du NaCl & 0,85 %
amend A 40 % de saturation

Centrifugation Centrifugation
1 1
, ' |
Brdoinité Surnageant Exéoipité
repris per du NaCl & 0,85 % é1liminé 1
anené b 45 % de saturation F, (Y 1livétine)
Centrifugation
v {
Exéeinité Surnegesnt
Eliminé amené & 60 % de saturation
Centrifugation
r 1 1
Surnageant Exéolpité

|
L{L(uvétm B)

Figure 7

Schéma de Fractionnement des Livétines au Sulfate d'Ammonium
GORINI et LANZAVECCHIA (1955) (202)




TPableau XVI

Caractéristiques des (L , 3 et Y Livétines
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% du constituant Livétine Livétine Livétine
x B Y

Azote (1) (2) (4) 14,3 14,3 15,6
Phosphore (4) 0,1 0,1 0,03
Poide moléculaire (4) 80 000 42 000 150 000
Acides Aminés F~Terminaux (3) Arg, : Lys,. Lys + 2 autrus Ala
Rapport molaire Tyr/®ry (1) (2) 6,4 2,4 1,6
Composition en glucides (1) (2)
- Oses - 7 2,6
- Hexosamines - (5) 3,7 1,8
- Acides Sialiques - (5) 0,8 -

(1) - MARTIN, VANDEGAER et COOK (1957) (207),
(2) - MARTIN et COOK (1958) (208),

(3) - ook (1961) (209),
(4) - QoK (1962) (210),

(5) - WILLIAMS (1962) (211).




D - LIVETINES ET PROTEINES SERIQUES DE LA POULE

On saif depuis la fin du sidole dernier que les anticorps de la poule
se retrouvent au niveau du jeune poulet et de l'embryom, afin de les immuniser.

Différents anticorps ont été étﬁdiéa de ce point de vue, parmi lesquels :
L'anticorps anti~tétanique, par KLEMPERER (1893) (212) , puis RAMOR (1928) (213) ,
(214), 1'anticorps anti-diphtérique, par DZIERZGOWSKI (1901) (215), puis JUKES
ot Coll (1934) (216).

Ce fait général semble prouver le passage de protéines du sérum de la poule

vers l'oeuf, tout d‘abord, pour se retrouver au niveau du sérum embryomnaire.

Des 1932, JUKES et KAY (217) ont signalé la présence d'au moins deux
protéines du sérum dans le jaune d'oeuf. Ce fait a été confirmé par ggm_gj_
BUSHENEL (1936) (218) et rejoint les travaux faits & propos des lipoprotéines.
(voir chapitre 1 : p. 34).

SCHECHTMAN (1947) (219) & pensé que les livétines sont des constituants
importants et peut 8ire les seuls dans le sérum de 1l'embryon au cours des premiers
Jours de 1'incubation.

Puis en 1949, SHEPPARD ef HOTTLE (220) ont remarqué que la livétine est
semblable & l'albumine sérique de la poule, pour ce qui est de la conatanté de Bé-
dimentation, du poids moléculaire et de la mobilité électrophorétique.

Reprenant les recherches des auteurs précédents, W
COOK (1957) (221) ont pensé qu'il s'agit en fait de deux constituants distincts,
bien que leurs rapports Tyr/Try soient identiques.

Les travaux de NACE (1953) (222) ont précisé les conclusions de SCHECHTMAN : .

selon NACE , les livétines contiennent des constituants homologues de chaque pro-
téine présente chez la poule. Par ailleurs, les protéines du jaune, issues de 1'or-
ganisme maternel, constituent une source de protéines sériques disponibles pour
l'embryon jusqu'd ce qu'il synthétise ses propres constituants, synthése dana laquelle
elles servent de modéles.

KNIGHT ot SCHECHTMAN (1954) (223) ont injecté par voie intraveineuse, &
des poules en période de ponte, de la sérumalbumine et dee Y globulines bovines.

I
|

}
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Ils retrouvent ces constituvants dans les oeufs pondus au cours des deux semaines
qui suivent l'injection. Ils ont démontré ainsi le transfert possible du sérum vers
1toceuf, des anticorps d'une part Y globulines), d'un comstituant protéique dé-
pourva de cette activité d'autre part (sérumalbumine).

Ces résultats sont confirmés par PATTERSON (1961) (224).

WILLIAMS (1962) (225), & repris ces travaux et, utilisant 1'immuno-électro=-
phorése, a montré que, 1' ({ livétine a le méme comportement antigénique que la
sérumalbumine de la poule. Cet auteur, aprds avoir isolé les deux constituants, a
comparé également leur comportement électrophorétique en gel d'amidon. Enfin, il a
sounis les deux protéines & une hydrolyse par la trypsine dans les mémes conditions
et étudié les électro~chromatogrammes des peptides obtenus qui présentent des images
trds voisines.

Il a donc été amené & oconclure que

albumine.

Ce m8me auteur, poursuivant sont étude, a comparé auasi les autres livétines
aux protéines sériques. Tout d'abord, il a étudié les images obtenues en électropho-
T48e en gel d'amidon. Ensuite, faisant rédagir en immuno-électrophorése, le sérum de
poule contre un immun-sérum anti-livétines totales, il a obitenu un certain nombre
dtares de précipitation (Figure 8, p. 52).

Il en déduit que :

CHI CHING MOK et COMMON (1964) (226) (227) ont fait une étude immuno-
électrophorétique analogue. Ils ont obtenu, dans les mémes conditions, le diagramme
de la Pigure 9,(p. 53), et & 1l'aide d'immuno-électrophordses & fente partielle, selon
la technique de CLAUSEN et HEREMANS (1960) (228), ont momtré, par raccordement, 1'i=
dentité des arcs 1 et a, 3 et 4, 5 et h.

Leurs conclusions rejoignent donc celles de WILLIAMS, L'identification antigénique
de la sérumalbumine et de la livétine ({ d'une part, d'une CL2 globuline et de la
livétine [3 d'autre part, et enfin des V¥ globulines et de la livétine ¥ est
possible.

En outre, ils ont obtenu le raccordement des arcs 4 et f mettant ainsi en
évidence un quatridme composé antigémiquement commun sux livétines et au sérum. L'arc
4 est celui de la )ivétine T1 » auquel correspond la iransferrine dans le diagramme
obtenu par WILLIAMS, Ce composé est étudié plus loin. (pe 77).




Figure 8

Identité Antigénique des Livétines et des Protéines sériques de la Poule

Selon WILLIAMS (1962) (225)

A : Albumine
Q, : ; globuline
u23 G, globuline

B:

3 globuline

T : Transferrine

Y :
L
S :
AL:

Y globuline
Livétines

Sérum de poule

Sérum anti-livétines.
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Identité Antigénique des Livétines et des Protéines sériques de la Poule

Selon CHI CHING MOK et COMMON (1964) (226) (227)

Figure 9

@ ¢ Sérum Albumine

d: X o glycoprotéine
f : Transferrine

g: ¥ globuline

S: Sérum de poule

AL : Sérum anti-livétines.

1: Livétine (X
3: Livétine 3
4: Livétine Y,
S: Livétine Yg
L: Livétines
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II - LA PHOSVITINE

Selon WARNER (1954) (229) le jaume d'oeuf contient 0,6 % de phosphore sous
ines. La lipovitelline, emn particulier, est

Les premiers, MECHAM ot Olcott (1949) (230) ont isolé du jaune d'oeuf ume
protéine trés riche en phosphore (9,7 %) qu'ils ont appelée Phosvitime. Mais la tech~
nique de préparation ne permet pas d'obtenir la lipovitelline.

Aussi, certains auteurs ont pensé que la phosvitine pouvait 8tre un pro-
duit de dégradation de la lipovitelline, ou ume entité protéique formant un complexe

avec la lipovitelline, (VANDEGAER; RICHMAN et COOK - 1956) (231).

Clest alors que JOUBERT et COOK (1958) (232) ont proposé ume technique de
fractionnement du jaune d'oeuf qui permet de préparer la lipovitellime, d'ume part,

et la phosvitine d'autre part, démontrant qu'il s'agit bien 1A de deux entités dis-
tinetes pouvant s'umir pour former un complexe.

A ~ PREPARATION

Tout comme pour les livétines, il y a lieu d'envisager deux types de
techniques de préparation @

1° - DES G DE PREPARATION
Les procédés généraux de fractionnement du jaune d'oeuf proposés par

BERNARDI et COOK (1960) (233) , (Figure 1, p. 16) et COOK (1962) (234) (Pigure 2,
p. 17), permettent en outre de préparer la phosvitine.

2% - LES METHODES PARTICULIERES DE PREPARATION

a) Les méthodes par préoipitation

Dés 1948, MECHAM et OLCOPT (235) ont mis au point um procédé de préparatiom

de la phosvitine. Ce procédé a été repris par les mémes auteurs em 1949 (236), il est
schématisé & 1la Figure 10 (p. 55).




Jaune d'Oeuf
Bmulsionné avec du Mg SO 4 1,24
et de 1'eau dist. (2 : 1 : 10 3 p/v/v)

Centrifugation
B - A
Surpageant | Précipité
(61iminé) mis en suspension dans du
(NH4)2 SO4 0,4 M pH 4
ajouter de l'éther
Agitation
C =
Fraction Lipidique
soluble dans 1'éther
(é1iminée)
1
D Fraction hydrosoluble
protéines insolubles amenée i saturation
(61iminées) en (NH4)2 804
E w— F
Protéines solubles Précipité
(1iminées) repris par Cl¥Na 0,25 M
dialysé
I
PHOSVITINE
Pigure 10

Préparation de la Phosvitine
Selon MECHAM et OLCOTT (1949) (235) (236)
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SucA¥0 (1958) (237), JOUBERT et COQK (1958) (238), ont déorit des prooddés
de fractionnement du jeune d'oeuf, en vue de préparer la phosvitine, procédés voisins
de celui de MECHAM et OLCOTT utilisant également des précipitations fractiomnées par
le sulfate de magnéaium.

Un procédé différent de préparation a &té déorit par SUNDARARAJAN et Coll

(1960) (239). Ces auteurs ont précipité le complexe Lirovitelline-vhogvitine per
dilution du jaune d'ceuf avec deux volumes d'eau distillée, Le préoipité est séparé

du surpageant par centrifugation et redissous dans une solution aqueuse de ¥aCl & 10 %.
Puis selon la technique décrite par MORTON et Coll (1955) (240) la solution est ex-
traite & l'aide du butanol, puis & 1'éther. Enfin, la phoavitine est précipitée de
la phase aqueuse résiduelle par le sulfate de magnésium. Le précipité est réoupéré,

dialysé et 1yoph111s6.

mg_(mi) (241) a modifié ce prooédé de . ~éparation de la phosvitine
ot préoonisé de dissoudre le précipité de lipovitelline-phosvitine dans une solution
de citrate trisodique 0,1 M. Ia solution est ensuite extraite au butanol et & 1'éther

afin d'éliminer la Jipovitelline.

_BADOMSKT ot COOK  (1964) (242), ont proposé un procédé de fractionnement du
jeune d'oeuf sur colomne de DOVEX I, permettant d'obtenir, b 1'aide d'un gradient li-
néaire de concentration en acétate de sodium, Ja phosvi ‘ ;
Adpovitelldnique 4'sutre part.

Ces mlmes auteurs, (1964) (243), ont utiliaé par ailleurs, ls chromatographie
sur TEAE* - Cellulose en gredient de force ionique pour séparer lea X et B 1ipo~
vitellines ainsi que la phosvitine. Ce prooédé chromatographique leur a permis de
mettre en évidence un autre constituant qui est identifié A un complexe lipovitalline-

Shosvitine.

B - PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES
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Cette donnée a été confirmée par JOUBERT et COOK (1958) (245) qui ont
conduit une étude dans différents tampons.

Les travaux réalisés & l'aide de cette technique ont amené les auteurs i
déterminer la masse moléculaire de la phosvitine.

Selon le tampon employé pour faire les mesures, MECHAM et OLCOTT (1949) (246),
ont obtenu des valeurs comprises entre 12,000 et 39.000.

Basée sur la pression osmotique, la méthode de BULL (1946) (247), employée
par ces mémes auteurs, les a conduit 2 des valeurs comprises entre 21.000 et 38.000.

Ces résultats ont amené les auteurs & conclure qu'en présence d'ions métal-
liques, en particulier d4'ions magnésium, la formation de¢ complexes moléculasires est
possible, & partir du monomdre de base.

JOUBERT et COOK (1958) (248), ont obtenu par ultracentrifugation dans dif-
férents systdmes tampons, des valeurs de cette méme masse moléculaire comprises entre
26.900 et 30,400,

Rectifiant ce résultat, COOK (1961) (249) a proposé gelle de 36.000.

b) Comportement électrophorétique

1+ L'électrophorese libre

Utilisant 1'électrophordse libre, MECHAM et OLCOTT (1949) (250), d'unme part,
BERNARDI et COOK (1960) (251), d'autre part, ont montré que ce composé est hétéro-
gdéne puisqu'il domne de 1 & trois pics selon le tampon utilisé, Par ailleurs, le com=
portement électrophorétique est différent selon que 1l'observation est faite dans
la branche ascendante ou descendante de la cuve.

Cette particularité est due, semble t-il, aux réactions de pontage possibles
entre deux groupements phosphates de deux molécules voisines de phosvitine et un cation
divalent (Ca'™ ou Mg'") présent dans le tampon.

Quoiqu'il en soit, la mobilité électrophorétique de la phosvitine est élevée :
selon MECHAM et OICOTT (1949)(252), elle est comprise entre -9 et -12 . 10"5 2 o

vol'l:--1 . :sec"‘l en tampon acétate de sodium de pH 4,6 et de force ionique 0,1.

BERNARDI et COOK (1960) (253) ont obtenu des valeurs comprises entre -7,4
ot <12 4 1072 on® . volt™ . sec_"1 , en tampon véromal de pH 9,0 et de force ionique 0,3.

2, L'électrophortee de zone
Le comportement de la phosvitine en électrophordse sur papier a été &tudié




vitine : un tampon véronal de pH 8,6 et de foroe ionique 0,1 d'une part, et un tampon |

| par Mg CULLY et CGoll (1959) (254). Ils ont signalé que la phosvitine est diffioile

A colorer par l'amidoschwartz, l'azocarmin B et le bleu de bromophénol, ce qui up&ohi
d'intégrer valablement les électrophorégrames.

Par ailleurs, ils ont confirmé au moyen de cetite technique, 1'observation
faite par JOUBERT et COOK (1958) (255), selon laquelle phosvitine et lipovitelline
peuvent a'unir pour former un complexe.

Mo CULLY et Coll ont démontré que la bande eamspdndant 4 la phosvitine,
on avant de 1' (X 1livétine sur lee électrophorégrammes obtenus em tampom véromal de
E 8,6 ot de force ionique 0,05 , ne correspond pas nécescairement & la totalité de
la phosvitine présente dans le jaune d'oeuf, mais seulement & la fraction libérde du
complexe lipovitelline - phosvitine au cours de l'électrophoridse.

Le fait d'abendonner 2 & 3 jours & 5° C du jaune d'oeuf dilué aveo du NaCl & 1 %
augmente la quantité libérée de phosvitine, la bande correspondante sur les électropho-
régrammes se trouvant renforcée,

D'autre part, aprés précipitation de la lipovitelline du jaune, et centrifugation du
préoipité, l'électrophorégramme réalisé A partir du culot montre ume bande correspon-
dant A 1a phosvitine, ne figurant pas sur celui réalisé A partir du surnageant.

Ces observations permettent done aux auteurs de conclure que, dams le jaune |
d'oeuf, la phosvitine forme un complexe avec la lipovitelline, - |

Bnfin, selon les mémes auteurs, l'analyse éleotrophoréfiquo sur papier d'une
fraction de phosvitine pure permet de metire en évidence trois bandes au niveau de
la zone de migration de ce composé. Cette hétérogénéité comparable & celle obtenue en
électrophordse libre est attribuable au mdme phénoméne.

SUNDABARAJAN et Co1l (1960) (256), ont mis en évidence, également, 1'hété-
rogénéité de la phosvitine par électrophordse sur papier. ’

Mo CULLY, MOK et COMMON (1962) (257) ont repris 1'étude du comportement de
ls phosvitine en électrophordse de zone, en utilisant une technique spécifique de

révélation des lisisons esters phosphoriques déorite par HARRAP (1960) (258).

BBZILIE (1964) (259) a utilisé deux types de tampon pour étudier la phos-
aoide : pyridine, acide acétique, eau de pH 3,9 d'autre part. Dama ce systdme tampon, l
la phosvitine migre vers l'anode et reste homogdne. Cet auteur a préconisé la colors~
tion su bleu alcian pour mettre en évidence et apprécier quantitativement la phosvitine,
Enfin, il a montré qu'en tampon véronal la phosvitine a une vitesse de migration su-
périeure & celle de la sérum-albumine de poulet, composant, selon lui, le plus rapide
du sérum,
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¢) Comportement chromatographigue

L'électrophordse ayant permis de mettre en évidence 1'hétérogénéité de la ‘
phosvitine, différents travaux ont été réalisés, visant A& séparer les différentes
fractions présentes.

CONNELLY et TABORSKY (1961) (260) , ont soumis la phosvitine & 1'analyse ,
chromatographique sur colonne de DEAE - Cellulose en tampon tris, 1'élution étant )
conduite & l'aide d'un gradient de concentration en NaCl,

Ainsi, ils ont obtenu deux fractions distinctes ne présentant que des }
différences de solubilité et de composition en fer et cuivre.

BELITZ (1963) (261) , a préconisé 1'emploi du DEAE-Sephadex pour fractionner
la phosvitine, _ [

Une technique de chromatographie liguide-liquide & contre courant, décrite
par MOK, GRANT et TABORSKY (1966) (262), permet d'obtenir deux constitusnts aux te-
neurs en azote et phosphore identiques, l'un d'eux étant homogines

Par ailleurs, les masses moléculaires des constituants ainsi préparés sont

différentes (TABORSKY et MOK - 1967) (263).

L'emploi d'une colonne de Sephadex G - 200 a permis & HO et Coll (1969)(264),
de purifier la phosvitine, en éliminant une protéine ne contenant pas de phosphore.

Enfin, CLARK (1970) (265), utilisant une colonne de Sephadex G - 100 a pré-
paré, & partir de la phosvitine, deux constituants de nature phosphoprotéique de
mhsses moléculaires, respectivement 34,000 et 28.000 de compositions chimiques éga-
lement différentes.

29 - PROP CHIMIQUES |
&) Composition |

Il résulte des différents travaux effectués en particulier par MECHAM et ‘

QLCOTT (1949) (266), SUNDARARAJAN (1960) (267), MOK et Coll (1961) (268), ALLERTON
et PERLMAN (1965) (269) et enfin CLARK (1970) (270) que la phosvitine contient :

f
- De 11,35 & 12,9 % d'azote d'une part, |
-De 9,4 & 10,4 % de phosphore d'autre part.
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MECHAM ot OLCOTT (1949) (271) ont mis en évidence 0,4 % de fer, ainsi que
la présence de cuivre, de sodium et de calcium par détermination spectrographique,
effectuée sur les cendres du composé,

GREENGARD ef Coll (1964) (272) ont confirmé la présence de fer dans la phos-

vitine, Ces données sont ensuite reprises et précisées par ALLERTON ef PERIMAN (1965)
(273).
b) Composition de la fraction protéiqus

La composition en acides aminés de la phosvitine fait 1'objet de nombreux
travaux parmi lesquels ceux de MECHAM et OLCOTT (1949) (274), LEWIS et Coll (1950)
(275) utilisant des méthodes microbiologiques de dosage, ceux de TABORSKY et ALLENDE

(1962) (276), BELITZ (1963) (277) et ALLERTON at PERIMAN (1965) (278) 1es résultats
obtenus par ces derniers figurent au Tableau XVII (p. 61).

CLARK (1970) (279) a déterminé la composition en acides aminés des deux
constituants qu'il a obtenu par chromatographie de la phosvitine sur Sephadex G - 100
et a mis en évidence des différences appréciables.

la différence essentielle concerne l'acide aminé N - Terminal. les travaux

ae NEELIN et COOK (1960) (280), MOK et Coll (1962) (281), BELITZ (1966) (282) omt
montré que 1l'on rencontre, & c8té de l'alapine , principal acide-aminé N - Terminal
4a_lysinee :

Selon CLARK (1970) (283) 1'un des constituants isolds, le constituant majeur
a pour acide aminé N - Terminal : l'alanine, l'autre ayar. la lysine.

MECHAM et OLCOTT (1949) (284) a observé gue la molécule de phosvitine con-
tient des mombres comparabl.s de résidus séryl et phosphoryl et a pensé que le phos-

phore est présent dans la molécule sous forme d'acide séryl-phosphorique.

ALLERTON ot PERIMAN (1965) (285) ont repris ce travail, démontré la présence

de phosphosérine , mais signalé également celle d'au moins un résidu de phosphothréo-
Aine par molécule de phosvitine,

o) Composition de la fraction glycamnigue

MECHAM ot OLCOPT (1949) (286) ont souligné 1'absence de pentoses dans la
phosvitine,

Par contre, TUNMAN et SILBERZAEN (1962) (287) ont mis en évidence la pature
Klycoprotéinique de la phosvitine en dosant la glucosamine, présente.




Tablesu XVII

Composition en Acides Aminés de la Phosvitine
Selon ALLERTON et PERIMAN (1965) (278)

Nature des Acides Aminés

g/100 g de Protéides

Acide Aspartique 4,51
Acide Glutamique 4,71
Arginine 5,00
Histidine 4,00
Lysine 5,98
Alenine 1,56
Cystine / 2 0
Glycocolle 0,88
Isoleucine 0,53
Leucine 0,76
Méthionine 0,28
Phénylalanine 0,76
Proline 87
Sérine 30,9
Thréonine 1,36
Tryptophane 0,41
Tyrosine 0,39
Valj_ne 0,9
Glucosamine 1,43
Hexose 2,5
1"03 26,8
Sodium 3,2 .
Fer 0,29
Cuivre 0,07

61
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Ce fait est confirmé par ALLERTON et PERLMAN (1965) (283) qui ont donné 1
les tensurs de 2.5 ﬁ d'hexose et de 1,45 % sogamine dans la phosvitine,

d)ﬁmm

- Les mesures physiques oconduites par JOUBERT et COOK (1958) (289) d'une |
part, GRIZZUTI et PERIMAN (1970) (290) d'autre part, ont permis & ces auteurs de ‘
proposer pour la phosvitine, une molécule de forme allongée, dans laquelle les charges
électriques négatives des groupements phosphoryl se repoussent les unes les autres
conférant par ailleurs & ce composé les propridétés générales d'un polyélectrolvie.

BELITZ (1964) (1965) (1966) (291) (292) (293) a 6tudié la séquence des ami-
noacides dans la phosvitine afin d'en établir la structure compldte.

C - ROLE

Selon MECHAM et OLCOTT (1949) (294) , la tenour en phosvitine du jaune
d'oeuf est de 1 %, Différents rdles ont été attribués i ce composé.

1. Zramsport du fer |
AHMED ot Coll (1963) (295) et GREENGARD ot Coll (1964) (296) ont pensé que

le fer se trouve dans le Jaune d'oeuf principalement sous forme de complexe avec la
phosvitine, ’

CHARGAFF (1942) (297) a injecté & une poule une solution de phosphate de
sodium contenant du phosphore radicactif et constaté que celui-ci est rapidement in-
corporé dans la fraction vitellénique & laquelle appartient la phosvitine.

Par la suite, le phosphore radicactif est décelable &au niveau des phos-

s phosvhorvlés de la phos-

phatides du jaune. On peut donc penser que les agides amix
vitine interviennent dans la biosynthdse des phosphatides.

3. Stockage de 1'énorgie

| Da¥s 1960, W (298) ont signalé que la phoavitine joue
un r8le dans le méta 2 L' emb;

GRANT ot TABORSKY (1966) (299), puis BOSENSTEIN et TABORSKY (1970) (300)
ont étudié le mécanisme de déphosphorylation oxydative de la phosvitine. Leurs tra-
vaux les ont amené A conclure que ce composé peut §ire un moddle macromoléculaire

de atockage de 1'énergie néoessaire au développement de 1'embryon. ;




63

D - PHOSVITINE ET PROTEINES SERIQUES DE LA POULE

Utilisant 1'ultracentrifugation, SCHIEIDE et URIST (1956) (1958) (1959)
(301) (302) (303) ont isolé du sérum de la poule une phosphoprotéine riche en sérine.

MC_CULLY, MAW et COMMON (1959) (304), MC CULLY et GOMMON (1961) (305) ont
réussi & mettre en évidence un constituent, ayant le comportement de la phosvitine
dans le sérum de poule traitée aux hormones oestrogines.

Pour cela, ils ont extrait les lipoprotéines du sérum et, aprdés traitement
par l'oxalate, ayant pour but de précipiter le caleium, ils ont soumis la solution
& 1'électrophordse de zone sur papier.

Apr¥s coloration, 1'électrophorégramwe révile une zone de lipoprotéine et
une gzone correspondant & un composé ayant le comportement de la phosvitine du jaune
d'oeuf,

L'électrophorese du sérum tel quel ne permet pas de mettre en évidence ce
méne constituvant.

COMMON et MOK (1959) (306), MOK, MARTIN et COMMON (1961) (307) ont isolé
du sérum de la poule en période de ponte, traitée aux hormones oestrogéneé, une
phosphoprotéine tout & feit comparable, par mes propriétés, & la phosvitine isolée
du jaune d'oeuf.

HEALD (1962) (308) a montré qu'il est possible d'isoler la phosphorylasérine
des phosphoprotéines sériques de la poule en période de ponte maeis n'a pas réussi
& isoler la phosvitine, & partir du sérum, par les procédés déerits & propos du
Jaune.d'oeuf.

En 1963, cet auteur (309) a proposé un proc$dé original de préperation dtune |
phosvitine & partir du plasma de la poule en période de ponte, non traitée aux hormones

cestrogénes. Il & étudié le composé et lui trouve des propridétés tres voisines de

I1 en a conclu qu'il a'agit du méme constituant, complexé différemment
dans le Jaune et dans le sérum,
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IIT -~ LA RIBOFLAVOPROTEINE

En 1962, OSTROWSKI et Coll (310) ont mis en évidence dans le jaune d'oeuf
un complexe protéique de la riboflavine : la riboflavoprotéine.

BLUM (1966) (311} & repris le fractiomnement du jaune d'oeuf déerit par
BERNARDI et COOK (1960) (312) et dosé la riboflavine dans les différentes fractions
ainsi préparédes. Il & démontré que les lipoprotéines sont dépourvues ou renferment

trés peu de riboflavine. Selon lui, ls vitamine Ba ge trouve presque exclusivement
dans les protéines solubles et la richesse de la fraction la plus mobile en électrow-
phorédse l'amdne & supposer l'existence d'une "flavoprotéine" correspondant & 1'entité
isolée par OSTROWSKI et Coll (1962) (313),

A - PREPARATION

1° — PREPARATION DE LA RIBOFLAVOPROTEINE

Le premier procédé de préparation déerit par les auteurs comporte les étapes
suivantes :

o lo jaune d'oeuf est homogénéisé avec trois volumes de ClNa & 0,85 % et le
mélange est extrait A 1'éther.

« la phase agueuse obtenue est amende & 55 % de saturation en sulfate d'am~
monium. Le précipité obtenu est éliminé.

« La solution est amende h B0 % de saturation en sulfate d'ammonium. Le
précipité formé est réeupéré, dissous dans un faible volume d'eau et extrait au phénol. |

« La couche phénolique eat alors extraite & 1l'sau en présence d'éther. La |
phase aqueuse contient la riboflavoprotéine.

« La fraction ainsi obtenue est soumise & 1'électrophordse préparative en gel
d'amidon, conduisant & la riboflsvoprotéine.

+ Ce composé n'est pas obtenu pur. La purification est faite par chromato-
graphie d'échange d'ion sur DEAE -~ Cellulose en gradient de pH et de force ionique.

La méme équipe de chercheurs (ZAK et OSTROWSKI ~ 1963) (314) a modifié ce

progédé de préparation de la facon suivante :
« Le précipité obtenu & 80 % de saturation en sulfate d'ammonium est dissous

dans l'eau et dialysé contre un tampon phosphate 0,05 ¥ , pH 5,9.
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+ La solution obtenue est soumise & un fractionnement chromatographique
sur DEAE - Cellulose, stabilisée dans ¢e méme tampon phosphate 0,05 M de pH 5,9.

o L'élution est faite en gradient discontinu de pHd et de concentration.

« Cette chromatographie conduit & une fraction contenant 60 % de riboflavo-

protéine.
« la purification est réalisde sur colonne de DEAE - Cellulose & ltaide

d'un gradient continu lindaire de pH et de force ionique.

Le second procédé permet de préparer 200 mg de riboflavoprotéine purifide
& partir de 100 osufs,.

20 _ PREPARATION DE L'APOPROTEINE

Afin 4'étudier la riboflavoproiéine, les auteurs ont cherché & séparer le
composé protéique ou apoprotéine du groupement prosthétique : la riboflavine,

Dans le procédé déerit par OSTROWSKI et Coll (1962) (315) la riboflavine
est éliminde du complexe & pH 2 en présence de sulfate d'ammonium, extraite par le
phénol et enfin identifide par chromatographie sur papier.

ZAK et OSTROWSKI (1963) (316) ont signslé que la liaison riboflavine protéine
est rompue & pH 3 mais qu'il n'est pas possible d'éliminer la vitamine 132 par dialyse
du fait de l'existence d'un équilibre entre le complexe et ses éléments.

Les auteurs ont proposé un procédé de préparation de 1'apoprotéine par chro-
matographie sur gel de Sephadex G 25 équilibré en tampon citrate de sodium O,1 M
de pH 3, & 3° C. L'apoprotéine, exclue, est éluée en téte. La riboflavine peut ainsi
8tre facilement récupérée, dosde et étudide.

B - PROPRIETES PHYSIQUES ET CHIMIQUES

12 =P S _PHYSIQUES

&) Masse moléculaire

Les études préliminaires réalisées par OSTROWSKI et C (1962) (317) con-
duisent les auteurs & proposer, pour la riboflavoprotéine, une masse moléculajre de
40,000, Par ailleurs, le composé étudié se révdle homogine & l'ultracentrifugation.

ZAK et OSTROWSKI (1963) (318) , OSTROWSKI et Coll (1968) (319) se basant,
d'une part sur les résultats obtenus & l'aide de l'uliracentrifugation, et d'autre
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part sur la connaissance de la composition en riboflavine ont obtenu la valeur
. de 36.0000
Ces résultats sont rassemblés au Tableau XVIII (p. 67).

b) Comportement élsctrorhorétigue

1. Electrophorsse libre

ZAK et Coll (1968) (320) ont étudié la riboflavoprotéine qu'ils ont pré-
parée en électrophordse libre, Pour cela, ils ont utilisé un tampon phosphate 0,05 M
de pH 7,2. Dans ces conditions, le composé est homogine, sa mobilité est de 4,467 ,

1072 on® . volt™! . sec .

Reprenant cette étude, OSTROWSKI et Coll (1968) (321) ont employé différents
tampons, de pH compris entre 5,2 et 8,6. Dans ces conditiona, la riboflavoprotéine
reste homogdne et migre vers l'anode.

Les auteurs suivent les variations de mobilité du constituant en fonction
du pH et déterminent de cette manidre le point isoélecirique dont la valeur est com—
prise entre 4,1 et 4,2,

2, L'éle ¢ de gone

L'électrophordse de zone a été employée pour étudier la riboflavoprotéine :
OSTROWSKI et Coll (1962) (322) ont utilisé 1'électrophordse sur papier en tampon
véronal 0,05 M de pH 8,5. Dans ces conditions, la riboflavoprotéine est homogene et
migre vers l'anode,

ZAK et OSTROWSKI (1963) (323) ont soumis la riboflavoprotéine & 1'électro-
phordse en gel d'amidon. Ils ont utilisé différents systdmea tampons dont les pH sont
compris entre 4,0 et 8,6. Dans tous les cas, la riboflavoprotéine migre vers l'anode.

Par ailleurs, les suteurs ont signalé que l'apoprotéine possdde la méme -
mobilité électrophorétique que la riboflavoprotéine saturée en ribyflavine.

BLUM (1966) (324) a opéré un échange de la riboflavine contenu dans le

Jaune par une rjboflavine radioactive. Aprés incorporation, les protéines solubles du
jaune sont extraites et soumises & 1'électrophordse sur papiers ‘

La révélation est faite d'une part & 1'aide d'un colorant des protéines, par
auto-radiographie, d'autre part. L'auteur a montré ainsi que la riboflavoprotéine
migre en avant de 1' (X 1livétine., Le tampon utilisé est un tampon tris de pH 8,9.




Tableau XVIII
Masse Moléculaire de la Riboflavoprotéine du Jaune d'Osuf

Selon OSTROWSKI et Coll (1968) (319)

Constante de Sédimentation S° 20w , 3,16

Constante de Diffusion D° 20w T,45
Volume Spécifique Partiel 0,699
Masse moléculaire

- Méthode de Svedberg 36 000

- Teneur en riboflavine 36 000
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ZAK, WEBER et OSTROWSKI (1968) (325) ont employé deux supports pour Studier
la riboflavoprotéine. Le gel de polyacrylamide en disque d'une part en tampon tris- |
glycocolle 0,025 M de pH 8,3 1'acétate de cellulose d'autre part, en tampon tris-phos- |
phate de sodium, acide citrique de pH 8,4« Dans ces deux onas, riboflavoprotéine et |
apodérivé sont homogdnes et présentent des mobilités électrophorétiques semblables.

L'élimination du groupement prosthétique ne modifie donc pas selon les
autéurs, le comportement électrophorétique et la structure moléculaire du composé.

o) Bropridiés optiques

ZAK o% OSTROWSKI (1963) (326) ont étudié les propriétés optiques de la ribo- |
flavoprotdine et de l'apoprotéine. Ils ont donné, en particulier, les spectres obtenus
en lumidre visible, ultra-violette et infra-rouge. Les résultats obtenus sont rassem- ‘
blés au Tableau XIX (p. 69). En lumidre visible, le spectre de la riboflavoprotéine |
présente deux maxims d'absorption t¢ 1'un & 375 gm, l'sutre A 458 nm. La riboflavine

libre présente un spectre analogue, en lumidre visible, avec deux maxima : L'up B

373 pm, J'sutre & 445 pm. Cette légdre différence a &té utilisée par ZAK et Ooll (1968)
(327) pour suivre la saturation de 1la riboflavoprotéine, en riboflavine,

Par ailleurs, selon ZAK et OSTROWSKI (1963) (528) les solutions de ribofla-
voprotéine dé pH compris entre 4,0 et 8,5 ge donnent pas de fluorescence & D
Mitra-violette, propriété que possdde la riboflavine libre.

Las résultats obtenus, comparés & ceux que fournissent d'autres méthodes
(spechophotométriques, mici-obiologiques de dosage de la riboflavine, polarographiques)
montrent que la saturation est obtenue lorsque chaque molécule d'apoprotéine a fixé
une molécule de riboflavine.

L'examen des données acquises par mesure de la fluorescence permet d'établir
que la riboflavoprotéine est en équilibre avec la riboflavine et l'apoprotéine. lLa
oonstante de dissociation du complexe, mesurée i pH 7 et & 23,5° C est de 2,65 , 10'9 M.
Cela indique que la riboflavine est fortement 1liée & la protéine (OSTROWSKI et

KBAWCZIK - 1963) (329).

2° -~ PROPRIETES CHIMICGUES

a) Analyse élémentaire

Dés 1962, OSTROWSKI et Coll (330) ont proposé pour la riboflavoprotéine les
teneurs suivantes en azote et en phosphore s
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- Azote t 13,-%
- Phosphore : 0,2%
Ces valeurs ont été confirmées par ZAK et OSTROWSKI (1963) (3%1), QSTROWSKI
ek Coll (1968) (332). |

|
b) C n d fraction ‘

ZAK ¢t OSTROWSKI (1963) (333) ont signalé la présence de 8 % d'hexoses dans
la riboflavoprotéine. Selon ces suteurs, la riboflavoprotéine ne contient ni csamine
ni pentose, ni cetose, mais seulement du galsgtose & raison de 16 résidus par molécule
de protéine. |

Cette étude a 6té reprise par QSTROWSKI, ZAK et KRAWCZYK (1968) (334) qui
ont obtenu des résultats différents que nous avons raasemblés dans le Tableau XX (p. Tt )..‘j

Les hydrolyses sont conduites & l'aide d'scide sulfurique normal ou deux
fois normal, & 100° C pendant 10 heures. _

Aprds neutralisation par Ba (()H)2 ou passage sur colonne de Sephadex G 25 la
solution est étudide par chromatographie sur papier dans le systdme solvant : N - Buta~
nol - Pyridine ~ Bau (5 : 3 ¢ 2 s v/v/v/), ou par chromatographie sur colomne de DOWEX
2 x 8 , selon la méthode de WALBORG et Coll (1965) (335).

Les auteurs ont souligné qu'il est possible, aprés hydrolyse acide ou enzy-
matique par la neuraminidase, de mettre en évidence, entre 0,32 et 0,50 mole d'acide
sialique par mole de riboflavoprotéine. Selon eux, l'acide sialique ne fait pas partie
intégrante de la molécule mais provient d'une glycoprotéine qui souille leurs prépara-
tions de riboflavoprotéine.

Cette ddduction s'appuie également sur les résultats obtenus par WEBER gt Coll
(1966) (336) selon lesquels le traitement de la flavoprotéine par le neuraminidase ne
modifie en rien le ycomportement électrophorétique ni la capacité de réaction immuno-
logique du composé. |

L'oxydation périodique réalisée par QSTROWSKI et Coll (1968) (337) sur 1a
riboflavoprotéine montre qu'elle a lieu en deux temps @
- Une premidre phase d'oxydation rapide,
- Suivie d'une seconde phase au cours de laquelle l'oxydation
8st plus lente,
L'extrapolation du rdsultat monire que 12 moles de NaI_O4 sont nécessaires A
oxyder tous les sucres présents dans un mole de riboflavoprotéine., Cela correspond &
une ooputie gilucidigue li é b & 110 #i'..,;?.,‘ .

|




Tableau XX

Composition en Glucides de la Riboflavoprotéine du Jaune d'Oeuf
Selon OSTROWSKI et Coll (1968) (334)

(L

Composition Centésimale] Composition Molaire
Glucides
g/100 g de protéine g/mole* _ Nombre de
Résidus/mole*

Composition Globale

Glucides Totaux 11,78 34445 21,4

Oses Neutres 7,79 2.370 15,4

Osamines 3,99 1.075 6,0
Composition en Sucres

Galactose 2,65 919 5,1

Glucose 1,61 576 3.2

Mannose 2,95 1.063 5,9

Fucose 0,58 197 1,2

Glucosamine 3:99 1.075 6,0

* Pour une masse moléeulaire de 36.,000.
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a 6té étudide par ZAK et OSTROWSKI
(1963) (338). ‘
Des résultats plus completa, figurant au Tableau XXI (p. 73) ont été pro-

posés par OSTROWSKI, ZAK et KRAWCZYK (1968) (339).

L'analyse est conduite selon la technique de SPA STEIN et MOORE (1958)
(340). La oystine est dosée selon la méthode décrite par KIRS (1956) (341), le tryp-
tophanne est déterminé par colorimétrie & 1'aide de la méthode de SPIES et CHAMBERS
(1948) (342). | 4

24 LEOE 8

ont été pi-opoaés par ZAK et OSTROWSKI
(1963) (343). |
la méthode au 1 - fluorc - 2,4 - dinitrobengdne de SANGER et THOMPSON (1953)
(%44) appliquée & 1a riboflavoprotéine permet de caractériser un seul DNP - dérivé :
le DNP -~ arginine,
L'hydrazinolyse, selon ls méthode &écri’ce par w (1961) (345)
a permis aux auteurs de proposer la ityrosine gon arminal
Ltidentification de LMMM_W a été repriso par M
ot Coll (1968) (346). la méthode au fluorodinitrobenzdne, déorite par FRAKNKEL ~ CONRAT

gt Coil (1959) (347), a conduit A 1'isclement du di DNP - Histidine.
la présence d'histidine & 1'extrémité ¥ -~ Terminale de la chaine protéique

a été confirmée par la méthode au phénylisothiccyanate mise au point par m (1956)
(348).

3. OSTROWSKY et Coll (1968) (349) ont soumis la riboflavoprotéine i
1'hydrolyse trypsique, afin d'en préoiser la structure.
L'étude des peptides obtenus, compte temu des liaisons peptidiques hydrolysées
par la trypsine, & permis aux auteurs de proposer pour la riboflavoprotéine, yne molé-

o Détermination qualitative

ZAK et OSTROWSKI (1963) (350) ont isold, par ohromatographie sur gel de Sepha-
dex & pH 3, le groupement prosthétique de la riboflavoprotéine. Le composé obtemu est
étudié par électrophorese et chromatographie sur papier, ses propriétés spectrales sont
détermindes. L'examen de 1'ensemble des résultats permet aux auteurs d'identifier avec
certitude le composé isolé de las riboflavoprotéine comme dtant la rjiboflavine.

|
|

i




Tableau XXI

3

Composition Centésimale et Molaire de la Riboflavoprotéine du Jaune d‘'Oeuf
OSTROWSKT et Coll (1968) (339)

Nature des Acides Aminés | g/100 g de Protéine| g/36 000 g Nombre de
Résidus/mole
Acide Aspartigque 8,08 3 327 25,0
Acide Glutamique 12,34 5 046 34,3
Arginine - 3,76 1 499 8,6
Histidine 4,21 1 707 11,0
Lysine 7,67 3143 21,5
Alanine 3,33 1 479 16,6
Cystine / 2 5,75 2 342 19,5
Glycocolle 2,95 1 396 18,6
Isoleucine 2,95 1 233 9,4
Leucine 5,07 2 12 16,1
Méthionine 3,04 1 238 8,3
Phénylalanine 3,35 1 321 8,0
Proline 3421 1 347 11,7
Sérine - 11,51 5 118 48,7
Thréonine 5,05 1 309 11,0
Tryptophanne 3,99 1 572 T,7
Tyrosine 4,86 1 975 10,9
Valine 2,86 1 218 10,4
Total des Acides Aminés 91,98 32 954*% 2917,0

* Déduction faite des moldcules d'eau.
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2. Détermination guantitative

L'évaluation de la riboflavine a été faite par OSTROWSKI et Coll (1962) (351)
selon deux techniques @
‘ - L'une microbiologigque & l'aide de lactobacillus Casei, organisme
pour lequel la vitamine BZ eat un facteur de crolssance.

~ L'autre specirophotométrique.

Ces deux techniques ont été utilisées également par ZAK et OSTROWSKI (1963)
(352) qui confirment les résultate obtenus selon lesquels la tensur en riboflavine de
la riboflavoprotéine naissante ase situe entre 6,4 et 7,3 mg/g de protéine, la satura~

tion du composé étant obtenue lorsque i : é 61é .

Les méthodes fluorométriques et polarographiques ont permis d'établir que la
riboflavoprotéine native n' saturé 60 .

I1 est dit plus haut que la riboflavoprotéine, outre la riboflavine, contient
du phosphore (0,2 %), Ce phosphore, sous forme de radicaux phosphéte, (OSTROWSKI et
Coll ~ 1968) (353) augmente la charge négative de surface de la molécule. WEBER et Coll
(1966) (354) ont montré que la déphosphorylation par la phosphomoncesterase modifie
le comportement électrophorétique de la riboflavoprotéine mais n'altdre que tras 1légdé-
rement les caractéristiques de lsz réaction immunologique du composé.

ZAK ot Col) (1968) (355) , OSTROWSKI et Coll (1968) (356) ont établi des
courbes de titration potentiométrique de la riboflavoprotéine de l'apodérivé et de

la riboflavoprotéine dé-phosphorylée, les résultats obtenus, rassemblés au Tableau XXII
(pe 75), montrent en particulier, que 1'élimination de la riboflavine libdre ou démasque
des groupements carboxyles, imidazoles, ({ -~ aminés et phénoliques. Selon les auteurs,
ces groupements ainsi gue le noyau isoalloxaszine de la riboflavine sont impliqués, par
1'intermédiaire de limisons électrostatiques et covalentes, dans la fixation de vita-
mine sur la protéine.

Un travail plus récent (ZAK, STECZKO et OSTROWSKI - 1969)(357) a établi que
la riboflavine peut se trouver dans la riboflavoprotéine du jaune sous trois formes
différentes :

- Forme oxydée,
- Forme sémiquinonique,
- Forme réduite.




Tableau XXII
Titration Potentiométrique de la Riboflavoprotéine et des Composés Dérivés

Selon (OSTROWSKI et Coll - 1968) (356)

Groupements Ionisebles

Protides Carboxyles A ~ aminés £ - aminés
Phosphates Imidazoles Phénoliques
ﬁ 2'0 - 5,5 pH 5’5 - 8’0 pH 8’0 b 11 ,o
Riboflavoprotéine 68 14 5
Apoprotéine 82 17 29
Ribo?lawpprotéine 21 23 42
Déphosphorylée

5




76

¢ - PROPRIETES IMMUNOLOGIQUES

Riboflavoprotéine et apoprotéine du jaune d'oeuf ont été étudides en immu~
noélectrophorése par WEBER et Coll (1966) (358), ZAK et Coll (1968) (359) selon la

technique déorite par GRABAR et WILLIAMS (1955) (360) modifiée par SCHEIDEGGER (1955)
(361). Les auteurs ont obtenu un seul arc de précipitation, montrant 1'homogénéité de

la préparation obtenue.

A l'aide de la technique mise au point par QUCHTERLONY (1948) (362) ils ont
montré que la riboflavoprotéine et l'apoprotéine donnent la mlme réaction antigénique
les arcs de précipitation obtenus se raccordant parfaitement.

MEBER et Coll (1966) (363) ont étudié en outre le comportement de 1a ribo-
flavoprotéine du blanc d'oeuf vis & vie de 1'immun-sérum préparé avec la riboflavopro-
téine du jaune. Ils ont montré, par double diffusion, et par superposition des courbes
de précipitation antigdne-anticorps obtenues, que les deux riboflavoprotéines et l'apo-
protéine du jaune sont "immunologiquement indiscernables”

Les auteurs ont étudié également l'influence, sur la riboflavoprotdéine, de
certaines enzymes (neuraminidase, phosphomonoesterase, pepsine, leucylaminopeptidase,
carboxypeptidase) ainsi que celle de 1'urée, sur la capacité de réaction immunologique
ot le comportement électrophorétique en gel d'agar.

Leurs résultats ont prouvé que ssule, la pepsine réduit considérablement
1'aptitude de la riboflavoprotéine & réagir avec l'anticorps.

D - RIBOFLAVOPROTEINES DU SERUM DE LA POULE, DU BLANC ET DU

JAUNE D*OEUF.

Le premier, BLUM (1966) (364) a mis en évidence et isolé par électrophordse
préparative sur rideau une riboflavoprotéine dans le sérum de poule en période de ponte
I1 a effectué des électrophordses, comparatives sur papler, des riboflavoprotéines du
sérum, du blanc et du Jaune d'oeuf. Les électrophorégrammes obtenus ont permis de
conclure que les mobilitds électrophorétiques des trois composds dans le systdme tampon
utilisé, sont comparables, Mais i1l n'a pas approfondi la comparaison ayant isolé une
quantité trop faible de riboflavoprotéine sérique pour pouvoir en faire une étude
compldte.

JAKUBCZAK (1971) (365) & 1s01é, purifié et étudié en détail les propriétés
physico~chimiques de la riboflavoprotéine du blanc d4'oeuf.
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Il a comparé ses résultats & ceux donnés par OSTROWSKI et Coll (1968) (366) & propos
de la riboflavoprotéine du jaune.

Il a été amené & conclure gque si les deux composés sont "immunologiquement
indiscernables"” (WEBER et Coll -1966) (367), leurs propriétés physico-chimiques pré-
sentent des différences sensibles, en particulier pour ce qui est du poids moléculaire,
de la composition en glucides, en acides aminés et de la tensur en. phosphore.

E ~ ROLE

Selon ZAK et OSTROWSKI (1963) (368) la riboflavoprotéine doit 8tre rappro-
chée, du point de vue du réle, du complexe avidine-biotine présent dans le blane d'oeuf 5

Selon les auteurs, la riboflavoprotéine est un complexe macromoléculaire de
la vitamine 32 nécesseire au développement de l'embryon.

IV - LA TRANSFERRINE

En 1956, KAMINSKI et DURIEUX (369) ont montré l'identité immunologique de
la conalbumine du blanc d'oeuf et de la transferrine de sérum de la poule, protéines
possédant toutes deux la propriété de fixer le fer,

WILLIAMS (1962) (370) 2 étudié le diagramme immunoélectrophorétique donné
par-les livétines et & caractérisé un arc de précipitation ayant une mobilité électro-
phorétique comparable & celles de la co.. .bumine et de la transferrine sérique, corres-
pondant & une p globuline,

WILLIAMS (371) a attribué cet arc de précipitation 2 la transferrine sérique
présente dans les livétines.

Afin de confirmer l'hypothdse émise, WILLIAMS (1962) (372) a isolé et &tudié
la transferrine présente dans les livétines.

A -~ PREPARATION

la méthode de préparation décrite par WILLIAMS (1962) (373) comporte les
étapes suivantes : '
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» Les 1livétines sont dissoutes dans 1l'eau pour réaliser une solution & 2 %,

o Cotte solution est amende & 50 % de saturation avec des cristaux de 804
(xm4)2. Le précipité formd est éliminé par filtration.

o La solution ainsi obtenue est amenée & 80 % de saturation. Le préoipité
obtenu est récupéré, dialysé contre de l'eau-distillée et ensuite contre un tampon
acétate d'ammonium 0,1 M de pH 5.

+ La solution est alors soumise & l'analyse chromatographique sur carboxy-
méthylcellulose en colomne de 2,5 em X 8,0 cm préaleblement stabilisée avec la méme
solution tempon. La transferrine est fixée sous la forme d'un anneau roge.

« Les impuretés élimindes par passage du tampon de stabilisation de la résine
échangeuse d'ion, la transferrine est alors élude par le passage d'un tampon acétate
d'ammonium 0,1 M de pH 7. : )

o L'6luat est dialysé contre un tampon glycocolle 0,02 M de pH 6,5 et paassé
sur DF'E - Cellulose, en colonne de 2,5 cm X 5,0 om, stabilisée dans ce tampon. la
" transferrine est retenue par 1'échangeur d'ion.

« L'élution est réalisée A 1'aide d'un gradient continu de pH et de force
ionique obtenu avec du phosphate de potassium,

« Aprds dialyse et lyophilisation, la fraction isolée se présente sous la
forme d'une poudre teintée en rose. |

B - PROPRIETES

Paralldlement & la tranaferrine présente dans les livétines,WILLIAMS (1962)
(374) a 13016 la iransferrine sérique de la poule et la conalbumine du blanec d'oeuf,
afin d'en faire une étude comparative.

8 =C RTEMENT ELEC 1QUE

I1 8 soumis les trois composés & l'analyse électrophorétique en gel d'amidon
horizontal selon la technique déorite par SMITHIES (1955) (375) utilisant un systdme
tampon discontinu mis au point par POULIK (1957) (376).

Les transferrines isolées, d'une part du sérum de la poule, d'autre part des

livétines, présentent des imeges tout 3 fait identiques, tandis que la conalbumine i~

solée du blanc d'oeuf se comporte différemment des deux autres composés,

2°= ANALISE, DNUNOLOGIQUE

Etudiés en immunodiffusion, vis & vis d'un immun-sérum anti~sérum de poule,
les trois composés donnent chacun une seule ligne de précipitation se raccordant par-
faitement entre elles.
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L'immunoélectrophorése montre que la mobilité électrophorétique de la conal-
bumine est légérement différente de celle des deux transferrines.

Par ailleurs, WILLIAMS (1562) (377) a montré par des réactions immmologiques
eroisées que plusieurs protéines des livétines présentent les mémes réactions immuno- |

logiques que des protéines du sérum de poule.
A la suite de ces rémuliats, l'autevr (378) a été amené & conclure que le

composé teinté en rose, isolé des livétines, n'est autre que la transferrine sérique

3° - PROPRIETES CHIMIQUES

L'étude chimique G2 la transferrine isolée des livétines, faite par WILLIAMS |
(1962) (379) est sommaire. Considérant qu'il s'agit pour les deux transferrines, du
Jaune et du sérum d'un seul et méme composé l'auteur a considéré, que les résultats
obtenus & propos de la transferrine du sérum sont valables pour les transferrines du
jauna, et n'a pas précisé dans certains cas, le milieu dont est extraite la transfer-
rine étudide,

a) Composition en zlucides

La détermination des hexcses est faite, selon la méthode de SCHONENBERGER
et Coll (1958) (3€0) a 1l'orsinol sulfurique.

Celle des hexosemines utilise la réaction d'Elscn-Morgan selon la technique
déerite par SCOULTZE et Coil (1958) (381).

Quant aux acides sialiques ils sont libérés par l'acide sulfurique 0,1 N A
98° C pendant une heure et dosés par la méthode au résorcinol chlorhydrique selon
SVENNERHOIM (1958) (3%2).

l
Les compositions centésimales en glucides de la conalbumine d'une part et la §
transferrine d'autre part, sont différentes (Tableau XXIII =~ p. 80). |

Soulignant ces différences WILLIAMS (1962) (383) a soumis la conalbumine et
les deux transferrines & 1l'hydrolyse per la neuraminidase. L'action de cette enzyme,
suivie par électrophordse en gel d'amidon, modifie le comportement électrophorétique
des deux transferrines mais ne changé en rien celui de la conslbumine,

o



Tableau XXIII
qupoaition en Glucides de la Conalbumine et de 1a Transferrine

Selon WILLIAMS (1962) (383)

Glucides g/100 g Conalbumine Transferrine
Hexose - 0,8 2,8
Hexosamine 1.4 1,4

Acide sialique 0 0,35
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Ce point confirme que l'acide sialique fait bien partie intégrante des molécules
des transferrines du jaune et du sérum, mais qu'il est absent dans la conalbumine.

Le structure de la fraction glyoannique des deux composés : gopalbumine
ot transferrine a &t étudide par WILLIAMS (1968) (384). Il a 1s0lé par protéolyse
des deux protéines, un certain nombre de glycopeptides. Les enzymes protéolytiques
utilisées sont : la pepsine, la trypsine, et la chymotrypsine.

La détermination de la composition en sucre des glycopeptides isolés per-
met de conclure que les fractions glycanniques des deux glycoprotéines sont diffé-
rentes. La gonalbumine (que l'auteur appelle également "ovotiransferrine"), est com-
posée d'une seule unité constitude de 4 résidus de mannose et de 8 résidus de N -
acétyl - glucosamine. Quant au glycanne de la transferrine, il est composé de 2
résidus de mannose, 2 résidus de galactose, 3 résidus de N ~ acétyl - glucosamine
et de 1 ou 2 résidus d'acide simlique.

L'auteur a proposé en outre pour les deux composés, des poids moléoulaires
semblables d'une valeur de 80,000. |

b) Composition de la fraction protidique

8_COmpos ns en agides aminés de la transferrine et de la conal-
bumine sont déterminées par WILLIAMS (1962) (385) selon la méthode mise au point par
SPACKMAN, STEIN et MOORE (1958) (386) le tryptophanne étant dosé par spectrophotomé-
trie selon BENCZE et SCEMID (1957) (387). Les résultats obtenus figurent au Tableau
XXIV (p. 82).

2. Appliquant la méthode au fluorodinitrobenzine de ~ CONRAT
et Coll (1952) (388), WILLIAMS (1962) (389) a proposé l'alanine gomme soide aminé
B - Torminal de la conalbumine et de la transferrine.

3. L'hydrolyse trypsique et chymotrypsique des deux tranaferrines (celle
du sérum, celle du jaune) et de la conalbumine suivie d'une étude par électrochroma-
tographie des peptides obtenus, conduit pour les trois'composés, dans les mémes con~
ditions, & des schémas trds voisins, presque superposables.

A 1'aide de ces résultats, WILLIAMS (1968) (390) a déduit que s
- La transferrine présente dans le jaune d'oceuf est identique & la trans-

ferrine sérique de la pouls, _
~ La transferrine et la conalbumine du blanc d'oeuf possddent des fractions
protidiques identiques mais diffdrent par leur glycanne.




Tableau XXIV
Composition en Acides Aminés de la Conalbumine et de la Transferrine
Selon (WILLIAMS - 1962) (385)

Acides Aninés Conalbumine Transferrine
&/100 g de protéine

Acide Aspartique 10,97 10,73
Acide glutamique 11,72 12,56
Arginine 6,73 6,89
Histidine 2,36 2,13
Lysine 10,38 10,31
Alanine 4,83 4,86
Cystine / 2 3,27 2,61
Glycocolle 4,32 -

Isoleucine 3,58 3,38
Leucine 7,06 1,54
Méthionine 1,81 1,89
Phénylalanine 4,92 4,55
Proline 4,11 3,87
Sérine © 4,80 4,71
Thréonine 4,54 4,40
Tryptophanne 4,28 4,85
Tyrosine 4,33 4,22
Valine 5,99 6,19
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Y - LE VITELLOMUCOIDE

C'est en 1936, que ONOE (391) a mis en évidence dans la fraction "livétine"
du Jaune d'oeuf une substance de nature glycoprotéique, riche en glucides, différente
de 1l'ovomucoide du blanc d'oeuf, & laquelle il a domné le nom de yitellomucoide.

A - PREPARATION

19 -~ PROCEDES DE ONOE

ONOE (1936) (392) a déerit deux procédés de préparation permettant d'abou-
tir au vitellomucoide.

a) Dans le premier procédé

10 jaunes d'oeuf débarrassés des chalazes et du blanc, sont émulsionnés dans

un volume de NaCl & 8 %.

o les lipides sont éliminés par des extractions répétées, en ampoule & dé-
canter, avec un volume de mélange alcool - éther (25 :75) , puis par 1'alcool,

e Quand la phase alcoolique est incolore, la solution aqueuse est traitée
dans un courant d'air afin d'éliminer 1'éther résiduel qu'elle contient et dialysde
contre de l'eau distillée en présence d'une solution alcoolique de thymol,

o Le précipité de lipoprotéines est éliminé et la solution est concentrée
par éveporation au bain-marie, jusqu'a obtention d'un volume de 50 ml,

o le liquide est alors amené 2 demi saturation en sulfate d'ammonium afin
de préecipiter les livétines.,

o L'ensemble est filtré et le filtrat est dialysé jusqu'd élimination des
ions, sulfates, puis il est encore concentré & nouveau, au bain-marie bouillant,
additionné de 5 & 10 volumes d'alcool,

« Le vitellomucoide ainsi précipité, est purifié par redissolutions et
reprécipitations successives par 1l'alcool.

« Cette technique permet de préparer environ 150 mg de vitellomucoide
0.1 du jaune).

b) Dans le second procédé

déerit par ONOE (19%6) (393) 10 jaunes d'osuf sont émulsionnés avec un vo-
lume de mélange éther-alcool (1 : 1), le précipité obtenu étant récupéré sur Buchner.




« Ce dernier est ensuite mis en suspension et agité dans 600 ml d'eau.
 « Le mélangs est alors additionné de 300 ml d'aleool a 95 %, acidifié &
4'pﬂ 5 avec de l'acide acétique & 30 % et bouilli & reflux .

« Aprés 5 heures le résidu insoluble est élimind et le vitellomucoIde est
précipité par addition de 5 & 10 volumes d'alcool.

o Il est enfin purifié par redissolution dans l'esu et repréoipitation &
1'aleool.

« Le rendement de ce socond procéddé est légdrement inférieur & celui que
lton obtient avec le premier.

2° ~ METHODE DE WILLIAMS

La méthode utilisée par WILLIAMS (1962) (394) dérive du premier-prooédé
déerit par ONOE (41936) (395). Toutefois, cet a..eur a précisé certains points s

« Les lipides sont extraits & 1'éther, l'alcool, selon lui étant trop
dénaturant pour les protéines,

o Lo filtrat obtenu aprds précipitation des livétines au sulfate 4'ammonium,
et concentration & 1'évaporateur rotatif, est maintenu 3 ébullition pendant 5 minutes
buls £iltrd.

« La solution obtenue est additionnde de 5 volumes d'éthanocl. lLe vitellomu-
coide, ainsi préoipité, est récupéré, redissous dans 1l'eau, dialysé et lyophilisé,

20 = PREPARATION DU VITELLOMUCOIDE SELON SEZILLE

Reprenant la préparation du vitellomucolde, SEZILLE (1964) (396) a fait
une étude critique de la méthode préconisée par QNOE (397) et des modifications ap-
portées par WILLIAMS (398). Il a mis l'scoent en particulier, sur le r8le joud par
les filtrations au cours des différentes étapes de la préparation. Pour ce qui est
de la "ooncentration & faible volume" avant précipitation des livétines au bain-
marie bouillant, SEZILLE a souligné £on imprécision, volume final et concentration
Jouant un grand réle dans la "coagulation" des livétines par la chaleur, il en résulte
un manque de reproductibilité dans les résultats ; le vi mucoide obt

8tre plus ou moins pur.

B - PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

19 -~ PROPRIETES PHYSIQUES

les donndes physiques, décrites par les auteurs concernant le vitellomucolde
sont relativement peu nombreuses.
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a) Solubilité

la solubilité du vitellomucoide dans différents milieux, a été rapportée
par ONOE (193G) {399) et mise en paralldle avec celle de 1'ovomucoide du blanc d'oceuf.

Les deux constituants résistent & la chaleur, mais précipitent tous les deux d'une

solution de sulfate d'ammonium & 2/3 de saturation.

Le vitellomucoide, & 1l'inverse de l'ovomucoide est difficile & précipiter

par l'acide phosphotungstique & 25 %, mais précipite d'une solution de NaCl saturée.

WILLIAMS (1962) (400) a souligné qu'une solution de vitellomucoide & 0,5 %

additionnée d'acide sulfosalicylique 0,2 M devient trouble. Le méme test réalisé avec

une solution de livétine FB provoque la formation d'un abondant précipité, caractére

permettant de distinguer les deux composés.

Ce fait a été confirmé par SEZILLE (1964) (401) qui a étudié en outre le
r8le de 1'acide perchlorique, & différentes concentrations (0,2 M, 0,4 ¥, 0,6 M) sur

des solutions de vitellomucoide et de livétines. Ce réactif ne permet de précipiter
ni le vitellomucoide, ni la livétine [3 .

b) Pouvoir rotatoire

Le vitellomucoide est actif sur la lumidre polarisée, son pouvoir rotatoire
spéeifique a été donné par QNOE (1936) (402) :
(@ )2 = - 24,70
L'auteur a souligné qu'il est différent de celui de 1l'ovomucoide, pour lequel
il a @onné la valeur de : 25
' (Q), =-63°%

¢) Point isoélectrique

Le point isoélectrique du vitellomucoide a été déterminé par ONOE (1936) (403) %
par mesure de la viscosité de solutions de vitellomucoide & différents pH, la vis-
cosité minimale étant obtenue au pH correspondant au point isoélectrique.

Cette méthode a conduit 1'suteur & proposer pour le vitellomucoide un point

isoélectrique ézal & 5,5.

d) Comportement électrophorétigue

WILLIAMS (1962) (404) a soumis le vitellomucoide qu'il a obtenu & 1l'analyse
électrophorétique sur papier et en gel d'amidon.
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Dans les deux cas, le vitellomucoIde a un comportement identique & gelui

de é4; : ne présentant qu'une seule bande en électrophordse sur papier,
hétérogtne en électrophordse en gel d'amidon.

La mobilité électrophorétiquo du vitellomuccide est celle d'une 2 globuline.

Le comportement électrophorétique du vitellomucolde a &té Studié également
par SEZILIE (1964) (405), qui a utilisé 1'électrophordse sur papier, en tampon véronal
de pH 8,6 et en tampon pyridine, ascide acétique, eau de pH 3,9 , ainsi qufen gel d'ami-
don selon 1la technique de WILLIAMS (1962) (406).

Selon.cet auteur, quelque soit le systéme tampon utilisd, le vitellomucolde
possdde la méme vitesse de migration que la livétine B N

Conduite en tampon véronal de pH 8,6 , 1l'électrophordse sur papier montre
la présence d'un composant apparemment homogdne, tandis que,réalisé en tampon acide
de pH 3,9 , ce méme type d'électrophordse révéle 1'hétérogénéité du vitellomucolde,
caractdre que l'on retrouve sur les diagrammes obtenus avec le gel d'amidon.

Enfin, selon cet auteur, des modifications de atructure qui interviennent
b différents stades de la préparation, en particulier lors du traitement & 1'éther,
provoquent des différences de comportement électrophorétique d'une préparation & l'autre,
les électrophorégrammes obtenus n'étant pas toujours superposables.

2° - PROP. CHIMIQUES

a) Analyse élémentaire

L'analyse é1lémentaire du vitellomucoIde conduite par ONOE (1936) (407) donne
les résultats suivants s
C: 33,5 %,
E: 7,5%,
N: 9,0%,
Ss: 2,64%,
L'auteur & signalé en outre la présence de calcium dane le résidu de combustion

b).@&ammm.ﬁm

Ia glucosamine & été identifide dans les préparations de vitellomucofde sous
la forme de son dérivé tétrabenzoylé par QNOE (1936) (408). Ce dernier a dosé la
glucosamine présente dans le vitellomucoYde & 1l'aide d'un réactif au p - diméthylami-

nobenzaldehyde et & proposé la teneur de 10,1 %.
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A c8té de la glucosamine, ONOE (1936) (409) a signalé la présence . 20,2 %

de mannose dans le vitellomucoide., Le rapport mannose/glucosamine est donc de 2 ,

valeur différente de celle du méme rapport, domné par cet auteur & propos de 1ltovo~
mucoide, qui est de 1. Il s'agit donc 1% d'un nouvesu caractire distinctif entre les

deux constituants.

WILLIAMS (1962) (410) a donné une composition glucidique plus détaillée :
1,8 %,

Hexosamine : 5,5 %,

Acide Sialique : 2,0 %. A
Cette composition est, selon lui, identique & celle de la livétine ‘3.

Hexose

..

Ayant utilisé les techniques de dosages préconisées par MONTREUIL et SPIK
(1963) (411) , et effectué ses dosages sur plusieurs préparations, SEZILLE (1964) (412)
a rapporté les teneurs moyennes suivantes :
Oses Neutres : 11,5 %,
Acide Sialique : 4,3 %.

L'auteur a souligné la richesse en acide sialique, par rapport aux livétines

et par rapport également aux teneurs données par WILLIAMS, tant pour le vitellomucoide
que pour la livétine [3 .

Selon SEZILLE (1964) (413) la composition molaire est la suivante 3
Galactose, Glucose, Mannose (1 : 1 : 2).
De ces résultats, l'auteur a déduit & la suite de ONOE (1936) (414) que le

vitellomucoide est un composé nettement individualisé du Jjaune d'ceuf de poule,

VI ~ CONSTITUANTS SOLUBLES DIVERS

la présence de constituants hydrosolubles, de différents types, a été signa-
lée dans le jaune d'oeuf :

A - UN COMPLEXE PROTEIQUE DE LA VITAMINE B12

wanin

Ce complexe a été mis en évidence par OSTROWSKI et Coll (1962) (415) , ZAK
et OSTROWSKI (1963) (416).

i
i




B -~ DES ENZYMES

la majeure partie des travaux effectués sur les enzymes de l'oeuf portent
sur leur rbéle au cours de l'incubation. Ils sont rapportés dans les ouvrages de
NERDEAM (1931) (1942) (417) (418).

A 1a suite de ces traveux, LINEWEAVER et Coll (1948) (419) ont mis en évi-
dence et déterminé l'activité d'un certain nombre d'enzymes présentes dans 1'oeuf et

en particulier dans le jaune 3

Parmi ces enzymes se trouvent des Esterases : Tributyrinase et Cholinesterase
essentiellement, selon les auteurs, ces enzymes sont localisées dans la fraction
"livétine",

Le jaune d'oeuf posséde également une activité phosphatasique, due & la
présence d'une phosphatase alceline., Cette enzyme, contrairement aux deux précédentes,
ne se retrouve gque pour une faible part dans la fraction "livétine".

A cété de ces enzymes, le Jaune d'oeuf contient une gmylsse, extraite dans
la fraction hydrosoluble,

' BEnfin, les auteurs ont signalé la présence en faible quantité, d'une peptida~
se et d'une catslase, enzyme localisée principalemen£ dans le blanc d'oceuf,

Ils n'ont pas réussi, en cutre, & mettre en évidence de lipase hydrolysant

les lipides contenant des acides gras & 6 atomes de carbone et plus, de phénol-oxydase,

de cytochrome~oxydase et de péroxydase,

C -« DES PROTEINES DU BLANC DfOEUF

A l'aide de réaction immunologique, MARSHALL et DEUTSGH (1951) (420) ont
montré que les protéines totales du jaune d'ceuf contiennent 0,2 % d'ovalbumine et
4 % de gonalbumine. Or concermant cette dernidre, WILLIAMS (1962} (421) a rapporté
qu'elle présente la méue réaction immunologigue que la transferrine présente dans le

Jaune, mais que les deux constituants ne peuvent &tre confondus du fait de leurs com-

portements électrophorétiques différents. (voir plus haut).

La présence d'ovalbumine dans le jaune a été confirmée par SAITO et MARTIN
(1965) (422). |
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D'aprés MARSHALL et DEUTSCH (1951) (423) le jaune d'oeuf ne contient ni

lysozyme ni ovomucoide.

D - COMPOSANTS DIALYSABLES

18 - LE GLUCOSE

Le jaune d'oeuf renferme seulement 25 % des glucides totaux présents dans

1toeuf (JACQUOT et ADRIAN - 1954) (424).

Selon les mémes auteurs, le jaune d'oceuf renferme 1 %_ de glucides dont Q0,7 %
de glucose libre.

JACQUOT et ADRIAN (1954) (425) ont rapporté la présence, i cbté du glucose
libre, de substances organiques : acide citrique, lactique, inositol et éthanol.
Certains de ces corps sont apparemment des produits du catabolisme (acide lactique)
d'aﬁtre au contraire des produits de l'anabolisme embryommaire (inositol).

20 - LES ACIDES AMINES

Dans 1'oeuf frafchement pondu, le jaune contient des acides aminés libres,

le blanc en est dépourvu.
Lae composition et la teneur du jaune en acides aminés libres dépend direc-

tement de la ration alimentaire.

En 1966, BRAY et KELLY (426) ont étudié de ce point de vue, l‘'influence de

l'apport alimentaire sur la teneur en lysine libre du jaune.

A la suite des travaux de LARBIER et Coll (1972) (427) concernant la méthio-
nine et la lysine, il semble qu'un déséqﬁilibre de la ration se traduise par um appau-
vrissement intéressant également tous les acides aminés libres. Les auteurs en déduisent

que ces acides aminés n'ont vraisemblablement pas une origine sanguine, mais proviennent

plutdt de la dégradation des protéines entourant 1'ovocyte.

Beaucoup d'énigmes restent & résoudre concernant les acides aminés libres :
leurs proportions relatives, leur origine et leur r8le sont encore inconnus.




‘ la teneur de l'oeuf en ces difféients constituants est donnée par ROMANOFF
ot ROMANOFF. (1949) (428) et JACQUOT ot ADRIAN (1954) (429).

Les macroélémente sont, pour la plupart, combinds avec les asubstances orga-

‘\

niques. Ce sont ¢ la calcium, le phosphore, le sodium, le chlore, le magnésium, le fer,

le potassium, et le soufre, représentant environ 1,2 % du jaune.

Parmi les oligoéléments présents dans le jaune, il faut citer le fluor,
1'icde, le cuivre, le zinec, l'aluminium et la mangandse, oligoéléments majeurs,

CONCLUSION

Le Jaune d'oeuf apparait comme un substrat complexe, par la nature et le
nombre des constituants qu'il renferme. Cette complexité est schématisée par la
Pigure 11 (pe 91) qui est un bilan de composition du jaune d'oeuf.

Les données que 1l'on possdde actuellement sur le jaune d'oeuf sont souvent
incompldtes, voire incertaines, en particulier celles qui se rapportent & la fraotion
hydrosoluble, I1 s'agit 1k de composés mineurs, quantitativement, mais il n'est pas
- douteux, de par la filiation de certains d'entre eux, avec les protéines sériques de
la poule, qu'ils jouent un r8le important lors de la mise en incubation de 1'oeuf,
Cette filiation est elle-méme imprécise et peut 8ire y aurait-il lieu de 1'étendre i
d'autres constituants tels que le vitellomucolde.

Pour mener A bien ce travail, il conviendrait, tout d'abord, d'isoler i
1'état pur les différents oonstituants du jaune d'oeuf, afin d'en étudier les propri-
étés puis de fraotionner le sérum de poule dans le but d'établir une comparaison ex~
haustive des propriéiés des constituants présentant cette filiation. Telle est la
mission dont nous avons été initialement chargés,

Isoler les différents constituants de cette fractiop soluble, directement &
partir du jaune d'oeuf, était une possibilité 2 envisager, Dans certains cas, elle
permet d'arriver au résultat. Mais d'une fagon générale, étant dommée la ocomplexité

|
i
|
|
‘




~ Xlipovitellines (X et ﬂ : 92 -

H., D, P,
. Protéines : 2g
(vitellines & et 3 )
- Lipoprotéines : 43g -
(+ Caroténoides)
Jaune : - ~Lipides : 3ig
100 g
. Lipovitellenine : 34g —

L. D. F.
. Protéines : 3g
(vitellenine)
— Livétine X s 1,1 g
— Livétine B : 2,7 g
. Livétine ¥ : 1,6 g
Constituants - Phosvitine : 1 g
Hydrosolubles ¢ Tg . Transferrine : 0,250 g
— Riboflavoprotéine : 0,1 F-4

L. Vitellomucoide : 0,1 2

.. Enzymes, Protéine - Vitamine 312

L. Glucose, Acides Aminés, Composés Organigues,
— Macroéléments, Oligoéléments.

Figure 11
Composition Globale du Jaune d'Ocuf




du jaune d'oeuf, le fractionnement des protéines hydrosolubles semblait susceptible
de faciliter la téche. Aussi, fallait-il donc commencer par extraire les constituants
hydrosolubles en éliminant les composés de nature lipidique.

Ce matériel d'étude ainsi préparé, nous avons été amends & en tester 1'hété-

ropénéité par des méthodes de 1l'analyse irmédiate : électrophordse et imruno-électro-
phorése.

Ayant nis au point des techniques analytiques précises, il nous restait &
entreprendre le fractionnement des protéines solubles totales, tAche de longue haleine,
les mélanges protéiques obtenus présentant une grande hétérogénéité. Ce travail nous
a conduit, jusqu'd présent, & 1'isolement de deux constituants dans un état de pureté
convenable,

Nous allons maintenant exposer le résultat de ces travaux.
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TNTRODUCTION

Les techniques d'analyse et de fractionnement des mdélanges protéiques ont
beaucoup évolué depuis la publication des travaux réalisés sur la fraction hydrosoluble
du jaune d'oeuf,

La nise en oeuvre de techniques modernes, telles que 1l!'électrophordse sur
acétate de cellulose ou en gel de polyacrylanmide et la chromatographie d'échange d‘'ion
sur des supports tout & fait au point, &tait susceptible de faire progresser la comnais-
sance de ce substrat,

Ces techniques nous ont pernis d'acquérir quelques renseignenments complé-
nentaires intéressants, d'unec part sur les protéines solubles du jaune d'oeuf, et
d'autre part sur les constituants que nous avons été anmendés & étudier.




1 ~ ETUDE DES PROTEINES SOLUBLES TOTALES DU JAUNE D'CEUF

-
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I ~ PREPARATION DES PROTEINES SOLUBLES TOTALES

DU JAUNE D'OEUF

" -

La littérature propose des méthodes de préparation des "1ivétinéa". appel-
lées encore "fraction livétine®, et les auteurs distinguent trois constituants 3
«, B ot ¥ , dans les "livétines”,

\
|
|
L'étude immunoélectrophorétique réalisée par WILLIAMS (1962) (430) d'une |
part, MOK et Coll (1964) (431) d'autre part, permet de mettre en Svidence, dans cette ]
fraotion, six constituants antigéniques. |
b
Nous savons, par ailleurs, qu'd c8té des constituants (X , ﬂ et ¥ livétines
se trouvent d'autres protéides hydrosolubles : transferrine, riboflavoprotéine.

Cela nous améne & penser que le terme de "livétine" est ambigu et nous

lui préférerons, dans cette étude, celul plus général de protéines sojubles totales
du jaune d'oeuf (P.S.T.).

A - MODES OPERATOIRES

Nous envisagerons, tout d'abord, lea méthodes déorites par les auteurs &
propoe de la préparation de= "livétines". Ces méthodes ont §té envisagées bridvement
dans 1'étude bibliographique (pe 36 ).

Afin de pouvoir 8tre comparées, toutes les préparations déorites sont effec-
tudes gsur 900 ml de Jjaune, volume correspondant environ & 100 ceufs, Dans tous les
cas, le jaune d'oeuf est soigneusement séparé du blanc et récupéré par ponotion
travers la membrane vitelline.

o) Les méthodes provosdes pay SHEPPARD et HOTTLE (1949) (432) sont schéma-
tisées dans les plans de fractionnement donnés aux Figures 12 et 13 (p. 97 et 98).
Ce sont les méthodes 1 et 1 bis, conduisant aux PST -~ 1 et PST - 1 bis.

« Dans Jla méthode 1, un volume de jaune est dilué avec deux volumes de
NaCl A 0,85 % et le tout est Smulsionné avec deux volumes d'éther éthylique A - 20° C,




900 ml de Jaune (100 oeufs)
Ajouter 1.800 ml de NaCl & 0,85 %
Ajouter 1,800 ml d'éther & - 20° C

Lgiter en ampoule & décanter

|

l

Phase supérieure (Ether) Phase inférieure
Phase intermédiesire (Lipoprotéine) Ajouter 1.800 ml d‘'éther & - 20° C
(Eliminées) Agiter

Répéter 1'opération plusieurs fois.

|

!

&

Phase supérieure (Ether) Phase inférieure
(Eliminée) Environ 1.200 ml
Evaporer 4 l'évaporateur rotatif sous
vide partiel
Centrifuger.
|
1 l
Précipité Surnageant
(Eliming) Dialyser, filtrer, lyophiliser -
PST 1

Rendement : env. 10 g

Figure 12
PREPARATION DES PROTEINES SOLUBLES TOTALES DU JAUNE
Méthode 1

Selon SHEPPARD et HOTTLE (1949) (432)




900 ml de Jaune
Mélanger avec 900 ml de ClNa & 0,85 %
Dialyser une semaine contre ClNa & 0,85 % & 3° ¢
Centrifuger & 3° ¢, une heure & 5,000 t/mn.

Précipité Surnageant
(E1iminé) Environ 1.400 ml

Ajouter 700 ml d'HZO diast.
Ajuster A pH 6
Laisser reposer une nuit en ampoule & décanter.

l
J '

Phase supérieure Fhase inférieure
(Lipoprotéines) Environ 1.100 ml
(B1iminée) Dialyser contre eau distillée
Filtrer, lyophiliser.
PST 1 bis

Rendement : 12 2 13 ¢

Figure 13
PREPARATION DES PROTEINES SOLUBLES TOTALES DU JAUNE

Méthode 1 bism

Selon SHEPPARD et HOTTLE (1949) (432)
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Ce mélange conduit & la formstion de trois phases. La phase inférieure soumise & de
nouvelles extractions éthérées, est ensuite évaporée, centrifugée, dialysée, filtrée
et lyophilisée. On récupdre environ 10 g d'une poudre légdrement teintée en jaune
(PST - 1),

s La méthode 1 bis est la seule méthode déerite, n'utilisant pas d'ex-
tractions éthérdes pour éliminer les lipides et les lipoprotéines. La solution obtenue,
4 la fin de la préparation, contenant les protéines sclubles totales (PST - 1 bis),

est trouble. Cette méthode permet la réoupération de 312 3 13 g d'une poudre Jjaupftre,
& partir de 900 ml de jaune d'ceuf. Ls remise en solution est imparfajte.

b) La méthode 2 proposée par KNIGHT et SCHECHTMAN (1954) (433), (Figure 14,
pe 100),utilise du ¥aCl & 10 % comme agent de dilution du Jaune d'osuf. Le mélange

avec 1'éther conduit & deux phases. la lyophilisation, dernidre étape, permet de ré-

cupérer une poudre jaune péle (10 & 12 g) (PST - 2),

¢) MARTIN et Coll (1957) (434) décrivent une méthode de préparation dans la-

quelle l'sgent de dilution du Jaune d'oeuf est 1'eau distillée (Figure 15, p. 101),
Aprés éliminmtion du précipité formé, le liquide obtenu est extrait i 1'éther, ce qui
conduit & 1'obtention de trois phases. La phase aqueuse, apres traitement, est lyo-

philisée. On récuptre environ 10 g d'une e blanche (PST - 3). ~
29 o AUTRES METHODES DE PREPARATION

Certains auteurs ont déorit des méthodes de préparation d'un constituant
de la fraction hydrosoliuble (riboflavoprotéine, vitellomucoXde), directement, & par-
tir du Jaune d'oeuf, en deux étapes

-~ la premidre étape est en fait une extraction des lipides et lipoprotéines
conduisant & une phase aqueuse,

-~ Lo deuxidme étape consiste en un fractiomnnement de cettie phase aqueuse
et conduit au constituant recherché.

la réalisation de la premidre étape uniquement fournit donc un mélange des
protéines solubles totales,.

a) Ainsi, ZAK et Coll (1963) (435) obtiemnent la riboflavoprotéine du
Jaune en fractionnant au sulfate d'ammonium la phase sgueuse qu'ils ont préparde
selon le schéma gue nous avons repris & la Figure 16 (p. 102). L'agent de dilution
du jaune dfoeuf utilisé est le WaCl & 0,85 %, Apriés dmulsion avec de 1'éther, on
aboutit 4 la formation de trois phases, La phase aqueuse ast lyophilisée, au lieu
d'8tre fractionnde & l'aide du sulfate d'ammonium selon la technique décrite par

les auteurs.
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900 ml de Jaune
Mélanger avec 900 ml de OlNa & 10 %
Ajouter 2,700 ml d'éther & ~ 20° C
Agiter en ampouls i décani:ar

|
t |

Phase supérieure (éther) Phase inférieure
(é1ininée) Ajouter 2,700 ml d'4ther & ~ 20° C
Agiter

Répéter 1'opération plusieurs fois

Phase supérieure Ehase inférieure
(61iminde) environ 1,200 ml

Dialyser contre NaCl & 0,9 % une semaine & 3° C
Centrifugation & 3° C, 2h & 5.000 t/mn.

l
'

Préoipité (Lipoprotéines) , Surpageant
(61imind) environ 900 ml
Dialyser contre eau distillée
Filtrer
Précipité Filltrat
(é14miné) environ 800 ml

Lyopklxiliser

PST2

Rendement : 10 2 12 g.

Figure 14
Préparation des Protéines Solubles Totales du Jaune
Méthode 2

Selon KNIGHT et SCHECHTMAN (1954) (433)
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900 ml de Jaune
Mélanger avec 2,700 ml d'HzO dist.
Centrifuger & 3° C, 3h & 5.000 t/mn.

|
\
] |

' l

Précipité (Lipovitelline) Surnageant
{é1iminé) environ 2,900 ml

Ajouter 2,900 ml d'éther éthylique & ~ 20° C
Agiter en ampoule & décanter
Laigser reposer une nuit.

|
t

Phase supérieure Phase inférieure
(éther ~ lipides) environ 1.700 ml
Phase intermédiaire Ajouter un volume d'éther,
(1ipovitellenine)
(é1imindes)
S .
Phase supérieure Phase inférieure
(éthex) ~(éliminée) Evaporer & 1'évaporateur rotatif sous
vide partiel
dialyser
filtrer

J
l |

Précipité Filtrat
(é1iminé) environ 1,200 ml
Lyoghiliser
PST 3

Rendement : 10 g

Figure 15
Préparation des Protéines Solubles Totales du Jaune
Méthode 3

Selon MARTIN, VANDEGAER et COOK (1957) (434)
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900 ml de Jaune
Mélanger avec 1,350 ml de sol. de ¥aCl & 0,85 %
Ajouter 2.250 ml d'éther & ~ 20° C
Agiter en ampoule & décanter

Laisser repcser

| 1

Phase supérieure hase inférieure st intermédimire
(éther - 1ipides) Ajouter 2,250 ml 4'éther b ~ 20° C
(é1iminée) agiter

(répéter 1'opération) g

Fhase supérieure ghggg_;nzéziggzg
Phase intermédiaire environ 1,300 ml
(é1iminées) Evaporer & 1'évaporateur rotatif sous
vide partiel

Dialyser -~ Filtrer.

'

Préoipité Ellirat
(é1iming) environ 1.000 ml
Lyoph}lisar
PST4
Bendoment ¢ 10 g
Figure 16

Préparation des Protéines Solublea Totales du Jaune
Dérivée de la Préparation de la Riboflavoprotéine
Méthode 4
Selon ZAK et Coll (1963) (435)
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a poudre récupérée (10 g environ), contemant la riboflavoprotdine, est légirement \
jaune (PST - 4). i

b) ONOE (1936) (436) procdde de fagon tout & fait analogue pour préparer |
le vitellomucoide. La réalisation de la premidre étape du procédé déerit constitue
un procédé de préparation des protéines solubles totales, il s'agit de la méthode 5
schématisée & la Figure 17 (p. 104). Dans cette méthode, l'agent de dilution du jaune
d'oeuf est de NaCl b 8 #. Aprds extraction éthérée, deux phases se forment. La phase
aqueuse, aprs de nouvelles extractions & 1'éther, évaporation, dialyse et lyophilisa-
tion conduit & une poudre jaune pfle (10 1 12 g) (PST ~ 5), contenant le vitellomucoide.

B -~ RESULTATS -~ CONCLUSIONS

1. Les rendements des préparations décrites sont faibles,

Dtaprés les données bibliographiques, le jaune d'oeuf contient environ T %
(en poids) de protides hydrosolubles. Les rendements des différentes préparations sont
en moyenne de 1 %, Cela peut s'expliquer en partie par les pertes de phase aqueuse qui
ont lieu lors de sa récupération. On a intérét & préparer une phase aqueuse exempte des
autres phases, afin d'éviter la récupération de lipoprotéines qui viendraient troubler
les solutions. Il est donc préférable de ne pas prélever toute la phase aqueuse aprés
décantation, mais plutdt d'en abandonner une partie, la plus faible possible, dans
les ampoules & décanter. On a donc de ce fait une baisse du reudement,

2, Le rendement de la méthode 1 bis est supérieur & celui des autres procé-

dés. - Selon SHEPPARD et HOTTLE (1949) (437) le mélange ainsi obtenu contient des
lipides non extraits. Ce fait expliquerait le rendement légtrement supérieur cbtenu.
D'autre part, les solutions obtenues sont troubles et la remise en solution est moins
satisfaisante que lorsque 1l'éther est employé. On peut donc en déduire que le mélange
obteru par la méthode 1 bis (PST - 1 bis) contient des lipides ou des lipoprotéines

résiduels non extraits.

3+ Dans chacune des méthodes de préparation la premidre étape consiste en
une dilution du jaune d'oeuf. L'agent de dilution peut &tre :

~ L'eau distillée (méthode 3),

- Le NaCl & 0,85 % (méthodes 1, 1 bis, 4)

-~-Le¥aCl 210 ou8% - (méthodes 2 et 5).

Cela permet de rapprocher les méthodes 1 et 4, d'une part, 2 et 5 dtautre
parte Le paralliéle établi, montre qu'en fait, les plans de fractionnement correspondant
aux méthodes 1 et 4 sont pratiquement superposables : obtention de 3 phases aprés
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900 ml de Jaune
Ajouter 900 ml de ClNa & 8 %
Ajuster 1.800 ml d'éther & -~ 20° C
Agiter en ampoule A décanter

Phase supérieure Fhase inférieure

(éther + 1lipides) Ajouter 1,800 ml d'éther
(61iminée) ’ Opération répétée plusieurs fois.

Phase supérieure Zhase jnférieure
(é1iminée) environ 1.000 ml

Evaporer & 1'évaporateur rotatif sous
vide partiel
Dialyser, centrifuger, filtrer

. I
{ '

Préocipité (Lipoprotéines) : Filirat
(61iminé) envirca 200 ml
Lyop}iilisation

PST 5

Repdement ¢ 10 & 12 g.

Pigure 17
Préparation des Protéines Solubles Totales du Jaune
Dérivée de la Préparation du VitellomucoIde
Méthode 5

Selon ONOE (1936) (436)
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émulsion avec 1'éther, récupération d'une poudre jaune pidle. De la méme fagon, les
méthodes 2 et 5 sont & rapprocher., Ces deux méthodes présentent cependant une diffé-
rence : dans la méthode 2, 1'éther résiduel est éliminé par dialyse au lieu 4' &tre

éliminé par évaporation (méthode 5).

4. Leg protéines solubles totales ont été soumises systématiquement au
microdosage des glucides. Nous avons utilisé les méthodes de dosage préconisées par

MONTREUIL et SPIK (1963) (438). Les valeurs moyennes que nous avons obtenues, & par-
tir d'un grand nombre de déterminations, sont rassemblées au Tableau XXV (p. 106)

4 c6té de celles que propose SEZILLE (1964) (43%9) pour la livétine, mélange protéique

correspondant & notre PST - 3, Appliquant les mémes méthodes de dosage, nous n'avons
Jjamais obtenu une teneur en oses neutres de 7,5 %, mais toujours une teneur inférieure.
Par contre, la teneur moyenne en acide siaslique & laguelle nous aboutissons est su-

périeure & celle que donne SEZILLE.

C - CONCLUSION GENERALE CONCERNANT LES METHODES DE PREPARATION

DES PROTEINES SOLUBLES TOTALES,

Les procédés de préparation des protéines solubles totales peuvent &tre
ramenés & trois, nous avons choisi les méthodes 3, 4 et 5, pour les raisons suivantes :

~ Le choix de la méthode 3 s'imposait, cette méthode étant la seule &
utiliser 1l'eau distillée comme agent de dilution,

- Quant aux méthodes 4 et 5, elles constituent,‘comme nous l'avons vu,
la premidre étape, respectivement, de la préparation de la riboflavoprotéine et du
vitellomucoide., Les mélanges 4 et 5 nous ont paru tout & fait indiqués pour préparer
ces cbmposés,

-~ Enfin, la méthode 1 bis, conduisant & un mélange des protéines solubles

imparfaitement délipidées, ne pouvait &tre retenue.

II - ETUDE ELECTROPHORETIQUE ET IMHUNOELECTROPHORETIQUE DES

PROTEINES SOLUBLES TOTALES,

i




Tablean XXV

Composition en Glucides des Protéines

Solubles Totales du Jaune d'Qeuf

Glucides en p. 100 Résultats Persomnels Résultats* do
SEZILE (439)
Oses "neutres” 5,5 1,5
Osamines 3,3 -
Acide Sialique 2,0 1,64

- 106

* Résultates dcmnés A propos de la “livétine™ correspondant

A notre PST - 3, Les glucides sont dosés par les méthodes préconisées par MONTREVIL

25 SPIK (1963) (440).
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A ~ ETUDE ELECTROPHORETIQUE

Nous avons mis en évidence l'analogie qui existe entre les différents pro-
e¢édés de préparation des protéines solubles totales. |

L'analyse chimique (composition en glucides) ne permet pas de caractériser
d‘un mélange a4 l'autre, de différence significative. ,

L'analyse 'électrophorétique » réalisée systématiquement sur tous les mélanges
protéiques obtenus, montre des différences, d'un mélange & l'autre. Mais les électro-
phorégrammes correspondant aux mélanges 1, 2, 4 et 5, permettent de poursuivre le
rapprochement fait & propos des méthodes de préparation. En effet, les mélanges 1 et
4 d'une part, 2 et 5 d'autre part, donnent dans tous les cas, des images tout & fait
comparables,

L*étude électrophorétique se ramdne donc & celle des PST - 3, PST =~ 4 et
PST - 5.

18 -~ MODES OPERATOIRES

Nous ne déorirons pas en détail les technigues d'électrophordses sur papier,
en gel d'agar et sur acétate de cellulose, techniques classiques,.

Nous avons été amenés & employer le gel de polyacrylamide et le gel mixte
- d'acrylamide - agarose, Ce dermier, facile d'emploi, nous a conduit & des résultats
satisfaisants, Nous décrirons la technique d'utilisation de ce support.

a) Electrophordse sur papier en gel d'sgar et sur mscétate do cellulose

Les électrophordses sont réalisées en tampon véromal de pH 8,65 et de force
donique 0,07 , et révélées & l'amidoschwartz.

la séparation électrophorétique sur papier est obtenue avec du matériel de
merque LKB, Les mélanges PST - 3, PST - 4 et PST - 5 sont appliqués en solution &
20 % dans le tampon 4'électrophoréses

Ltagar - agar* est utilisé en gel & 1,5 %. Avant révélation, les plaques
sont fixées dans un mélange alcool éthylique, acide acétique (100 : 2 v/v).

les protéines solubles totales sont mises en solution 34 5 % dans 1l'eau dis~
tillée avant d'8tre soumises & 1'analyse électrophorétigue en gelose et sur acétate
de cellulose*¥,

* Agar - agar : Spécial Agar Noble - Difco : 0142 - 02,
** Acétate de Cellulose : Cellogel -~ SEBIA ~ PARIS,
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Nous avons préféré ce support au gel de polyascryismide étant domndes ses
propriétés : i1 permet d'obtenir une bonne résolution, comparable & celle du gel
de polyacrylamide, mais surtout, il possdde d'excellentes propriétés mécaniques et \
de ce falt, en plaque, il est beaucoup plus facile & mamnipuler gue celui~ci. Enfin, |
il peut 8tre séché, dans de weilleures conditions s on obtient une pellicule que l'on
peut densitométrer et qui se conserve parfaltement,

La technique d'utilisetion des gels d'acrylamide - agarose a été décrite per
URIEL (1966) (441). Actuellement, le gel est vendu, déshydraté, sous le nom commercial
d'*Indubioset®,

le mode opératoire comporte les étapes suivantes

e Béhydratation
Le gel est immergd pendant une nuit dans le tampon tris~glycocolle de pH 8,7 :
Tris : 9,0 &
Glycocolle : 4,68 g

Eau distillée s 900 mi,
Le pl{ de ce tampon est amené & 8,7 avec de 1'HC1 X,
Le gel gonfle en se réhydratant pour atteindre une épaisseur de 2 mm environ.
En méme temps, les feullles de cellophane de protection se déﬁchent.

2. Migration électrophorétique

Avant utilisation, le gel est eesoré entre deux feuilles de papier filtre, Il
est placé sur le support de migration, en ayant soin de chasser les bulles d'air entre
le support et le gel.

Avec une lame de rasoir, on découpe des fentes de 15 mm dans lesquelles on
inclue un morceau de papier Whatmen N° 3 (12 X 1 mm) imbibé de la solution & 5 % dans |
1'eau des protéides & é&tudier, |

L'ensemble est recouvert d'une feuille de parafilm afin d'éviter 1'évaporation,

Le support de migration utilisé doit 8tre tel que les extrémités du gel trem-
pent dans les réservoirs & tampon de ls cuve, ce qui évite l'emploi des ponts de
papier filtre.

* Indubiome ¢ SEEIA - PARIS,
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Ia migration est conduite avec le tampon tris -~ glycocolle de p'. 8,7 '
Tris P 1,2 ¢
Glycocolle § 25 g
Eau distillde 3 900 =ml.

Le pH est ajuaté & 8,7 avec une solution de soude normale,

La chute de potentiel appliquée dux extrémitée du gel est de 10 v/cm.

3. Coloration

Aprds 2h30 de migration, A la température ambiante, 1'électrophorégramme est
révélé. On prépare dans ce but une solution - mére de bleu de coomassie®, |
o Bleu de coomassie i 2,5 &
Kéthanol 3 500 mi,
Acide acétique s 100 ml,
Eau distillée gsp s 1000 ml.
Le gol est immergé dans une dflution au 1/20 de cetie solution - mdre avec
une solution & 40 % de méthamol, contenant 5 % d'ecide acétique et 2,5 % de glycérol.
Ia coloration dure trois heures. '
Ia déooloration est faite par lavage de la plaque dans ume solution & 20 %
de méthanol contemant 5 ¥ d'acide acétique et 3 % de glycérol. ‘
Apras ringage & l'eau distillde, le gel est séché entre deux feuilles de
cellophane, préalablement trempées dans une solution de glyoérol & 3 % dans 1'eau
sur plague de verre, & la température ambiante, "
Ia révélation peut 8tre faite avec d'autres colorants : amidoschwarts, bleu
de toluidime (voir p. 136). la coloration aw P.A.S. ne domne pes de trds bons résultats
' 1'agarose, substance de nature polysaccheridique fixamt cette coloration.

22 - EESTTS
a) Electrochordse gur pepier

1. Les électrophorégrammes obtenus ne permettent pas de metire em évidemce
de différence d'un mélange protéique A 1'autre. (Figure 18, p. 110).

2. A 1a suite des résultats rapportés par les auteurs, (voir p. 38), il est
possible de distinguer trois zones de migration : (X (livétine (O ), correspondant
au constituant le plus rapide, Q (1ivétine B )y oorrosponhnt au conatituant de
mobilité électrophorétique intermédisire, enfin ¥ (livétine ¥ ), zone du compo-
sant le plus lent.

#* Bleu de coomassie 3 OQurr 15,335,




PST 3 PST 4 PST 8

Veronal pH 8,85 po.01 16h

Figure 18
Electrophordses Sur Papier des Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf
Préparées selon les Méthodes 3, 4 et 5
(PST - 3, PST - 4 et PST - 5)
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3. Selon KNIGHT et SCHECHTMAN (1954) (442), WILLIAMS (1962) (443) et
MOK et Coll (1964) (444), la zome correspondant au constituant le plus lent peut se
révéler hétérogdne, formée de deux bandes : Y g et Y o+ Nous n'avons jamais
obtenu un tel résultat, méme en employant les systémes tampons des auteurs.

Par contre, sur les électrophorégrammes que nous avons obtemus, nous ob-
servons un quatridme constituant de mobilité électrophorétique intermédiaire & celles

des fractions ( et B , que nous avons appelé X.

b) Blectrophordses en gelose (Figure 19, p. 112).

1. Cette technique ne permet pas de révéler de différence significative
d'un mélange & l'autre.

2, Les images présentent trois zones principales :  , et [3 s Y s
dont une zone cathodique : ¥

3. La caractérisation d'un quatridme constituant est possible : nous l'avons
appelé également X, bien que 1'identité des deux composants ne soit pas démontrée.

¢) Electrophordses sur acétate de cellulose (Figure 20, p. 113).

1. On retrouve avec ce support, les trois zones o , B et ¥ s ainsi
qu'un constituant de mobilité comprise entre celles des composés ( et p s X,

2, La zone [3 est hétérogne.

3. La zone la plus lente est hétérogéne, également. On y distingue umne

bande Y , et une zone diffuse, plus lente : Y 2°

1

4, Le support révdle une différence systématique entre les préparations étu-
dides : en effet, les images correspondantes aux PST - 4 et PST ~ 5 montrent une zone
faiblement colorée en avant du composant (X . Ce dernier ayant la vitesse de migra-

tion d'une albumine, le composé Y se comporte done comme une préalbumine. Par ailleurs,;

J

il ne figure pas sur l'électrophorégramme du mélange PST - 3. ,

d) Electrophordses en gel mixte d'acrylamide - agarose

1. Le support donne ume trds bonme résolution, (Figure 21, p. 114). Le
découpage des électrophorégrammes en trois grandes zomes : O , p et ¥ reste

possible.

2. Les zones ﬁ et ¥ sont hétérogenes. Nous avons distingué, dans cette |
derniére, deux groupes de constituants : Y 3? plus rapide, Y 2 de mobilité plus
faible.
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PST3  PST4 PST 8§

Veronal pH 8,65 p 0,07
4Viem 3 h

Figure 19 :
Electrophordses en Gelose des Prpté:lnu Solubles Totales du Jaune d'Oeuf

Préparées selon les Méthodes 3, 4 et 5
(PST « 3, PSP ~ 4 et PST - 5)
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o
A
i
‘----B
¥
TP
.

P8T3  PST4  PaTs
Veronal ‘pH‘B,GB‘
B 0,07 10Viem 2h30

Figure 20
Electrophordses sur Acétate de Cellulose des Protéines Solubles Totales

Du Jaune d'Oeuf Préparées selon les Méthodes 3, 4 et 5
(PST - 3, PST - 4 ot Ps? - 5)

£ uns

LRAE

>




ot

PST3 PST4 PSTS

Tris.glycocolle pH 8,7

Figure 21
Electrophordses en Gel Mixte d'Acrylamide - Agarose
Des Protéines Solubles Totales du Jaune d'Osuf
Préparées selon les Méthodes 3, 4 et 5
(PST? - 3, PST - 4 et PST - 5)
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3+ Oe type d'électrophordse est intéressant en ce qu'il permet de mieux
carsotériser les oonstituants préalbuminiques (PA) , migrant en avant du oomposé (X
Dans cette zone, les images des trois mélanges PST ~ 5, PST - 4 et PS? ~ 5 sont dif-
férentes :

- Les trois électrophorégrammes présentant une bande commune 3 ZPA1 ’

- la zone préalbuminique, (PA) des électrophorégrammes correspondant aux
mélanges PST - 4 et PST -~ 5 , est composde de trois bandes : PA1 ’ PAZ et PA3 s les
deux dernidres, plus rapides, ne figurant pas sur le schéma donné par le mélange
PST - 3. Notons enfin, que les images présentées par les mélanges PST - 4 et PST -~ 5
sont trés voisines 1'ume de 1'autre. 4

4, Les enregistrements densiiométriques que nous avons réalisés de aes élec-
trophorégramses (Figure 22, 23 ot 24 , pe 116, 117 ot 118) confirment ces résultats.

Les électrophordses réalisées sur les différents supports, révdlent, dans
les protéines solubles totales, trois principaux composés ( ou groupes de composés).
A la suite, des auteurs nous les appellerons @

- Livétine  ,
- Livétine [3 ,
- Livétine Y .

L'intégration des enregistrements densitométriques obtenus nous a conduit
A déterminer les proportions relatives des composants X , B ot ¥ dans les _
~ mélanges que nous avons préparés. Les proportions sont les suivantes @

x s 17,3 %9
B :51,4 %,
V13,5 #(aomt Y, :12%et YV ,119,3%),

Ces chiffres sont & rapprocher de ceux que proposent les auteurs (voir p. 46)
ot paraissent en accord avec ceux de BERNARDI (1960) (445) , et SQOK (1962) (446).

On peut également déduire des diagrammes obtenus que les composés préalbu-
miniques (PA) représentent 7 % en moyenne des mélanges PST - 4 et PST - 5,

La livétine (X semble 8tre asszez homogine, sur les schémas dtudiés. Par
ocontre, les livétines [0 et ¥ sont hétérogdnes. Awssi, il nous parait bien diffi-
oile d'attribuer, avec certitude , les différentes bamdes obtemues, soit A la livétine

p s 80it aux livétines Yi et YZ’ signalées par les auteurs, C'est pourquoi
nous avons préféré parler de zope de migretion O« , B o Y , plutst que de
vétine @ . B ou Y , termes désignant un constituant, donc trop préois,

Quoiqu'il em soit, 1'électrophorégramme des protéines solubles totales en gel mixte
d'acrylamide - agarose pose un premier probldme, '
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Figure 22
Enregistrement Densitométrique des

Protéines Solubles Totales du Jaune d'QOeuf

(pST - 3)

Préparées selon la Méthode 3.
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Figure 23 _
Enregistrement Densitométrique des
Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf
Préparées selon la Méthode 4 (PST - 4)
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Figure 24
Enregistrement Densitométrique Des
Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf

Préparées selon la Méthode 5 (PST - 5)
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Par ailleurs, nous avons vu que les PST - 4 et PST -~ 5, présentent 3 _cons-

ti g alb 8. L'étude bibliographique que nous avons faite, nous & appris
que deux des consti ts de fractio drosoluble ont ce co ement ¢
- La phosvitine : (voir p. 58),

- La riboflavoprotéine  : {voir pe. 66).
la phosvitine et la riboflavoprotéine correspondent-elles & l'une ou l'autre
des bandes PA‘ » PA, ot PA3 ? C'est 13 un gecond probléme , auguel nous allons apporter
une réponse dans la suite de cet exposé.

B -~ ETUDE IMMUNOELECTROPHORETIQUE

Deux auteurs, WILLIAMS (1962) (447), MOK et Coll (1964) (448) ont aéerit
avec précision le diasgramme immunoélectrophorétique qu'ils ont obtenu & partir des
*livétines" (voir p. 38).

I1 était done intéressant de reprendre cette technique afin de comparer
notre résuliat & ceux des auteurs. Aussi, afin de nous placer dans ces mémes condi-
tions, nous avons étudié le mélange PST - 3, correspondant aux "livétines" étudides

par eux.
. 1° - MODE OPFRATOIRE

a) Préparation de 1'immun-sérum

Le mélange PST - 3 est mis en solution & 5 % dans de 1'eau distillée. la
solution est émulsionnde, & parties égales, avec de l'adjuvant de Freund complet et
1 ml du mélange obtenu est injecté & de jeunes lapins mfles, par voie intramusculaire,
A raison d'une pigure par semaine. lLa premidre saignée est faite aprés huit injections
par incision d'une veine de l'oreille. Le sang récupéré eat placé & 1'étuve & 37° C
pendant 2 heures. Le caillot est éliminé et le sérum, aprds centrifugation & 1.200 t/mn
pendant 30 mimtes est réparti en tubes 3 hémolyse, congelé et stocké & - 20° C,

b) L'immunoélectrophorbse

La méme gelose est utilisée pour les immunoélectrophoréses et les électro-
phordses (voir p. 107). Il s'agit d'un gel d'agar - agar & 1,5 % , ionisé par un tam-
pon véronal de pH 8,65 et de force ionique 0,07.

' La migration est conduite en appliquant aux extrémités des plaques, une chute
de potentiel de 3 volts/em pendant 3h.

Aprés dépdt de 1'immun-sérum, les plaques sont placdées en chambre humide,
la durde de la diffusion est de 24 heures,.
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2° - BESULTATS

Le disgramme obtenu (Figure 25, p. 121) révile 9 limmes de précipitation.
Nous avons comparé motre résultat i celui des auteurs {voir p. 41 et 42),

bien que les électrophorises n'aient pas été réalisées avec les mémes tampons

1. D'aprés leur place et leur forme, de 1l'anode & la cathode, les ares 1, 2,
3, 4, 8 et 9 de notre schéma sont & rapprocher des 6 arcs obtenus par WILLIAMS (1962)
(449) , respectivement : 1'albumine (&) , deux CI.1 globulines, une > globuline,
la transferrine (T) et une | globulins.

2. De 1a méme facon, le paralldle est possible entre les arcs 1, 2, 4, 7,
8 et 9 et les 6 arcs de précipitation du diagramme proposé par MOK et Coll (1964) (450)
notre are 1 correspondant alors & 1' ( livétine, l'arc 4 a la {3 livétine, les arcs
Bet9aux ¥, et Y , livétines,

I1 résulte de cette comparaison que notre schéma présente quelques diffé-
rences avec ceux que propose la littérature. Nous obtenons en particulier l'arc 5 mal
individualisé par rapport & 1l'arc 4, correspondant & un constituant antigénique dont
la mobilité est tres voisine, toutefois légérement inférieure 4 celle du constituant
antigénique donnant l'arc 4. Cet arc 5, obtenu systématiquement peut d'ailleurs &tre
plus ou moins bien individualisé selon la qualité de la résclution.

Enfin, on ne remarque pas d'arc & comportement préalbuminique, mais 1'élec~
trophorése en gelose (voir p. 112) ne comporte pas de bande dans cette zome, Le mélange
PST - 3, ne présente par ailleurs, qu'un seul constituant préalbuminique, et encore
est-il révélé par l1l'électrophorése en gel mixte d'acrylamide -~ agarose.

30 -~ CONCLUSION

Ltimmunoélectrophorése fournit des remseignements intéressants concernant
1thétérogénéité des protéines solubles totales du jaune d'oeuf,

Le mélange PST - 3 apparait, en particulier, plus hétérogéne que ne le lais~
saient prévoir les résultats proposés par la littérature, puisque notre schéma permet
de caractériser § arcs de précipitation.

Par ailleurs, le composé responsable de l'src 5, possdde une mobilité élec~
trophorétique l'amenant au niveau de la zone B e 51 la livétine B donne l'arc 4,
& quel constitusnt l'are 5 correspond t-il ?

Nous apporterone une réponse & cette question dans la troisiéme partie de
cet exposé (voir p.192 ).




PST 3

Figure 25
Immunoélectrophoréses des Protéines Solubles Totales du
Jaune d'Oeuf Préparées selon la Méthode 3 (PST - 3)
A, PST - 3 : immun-sérum Anti-Protéines Solubles Totales (PST - 3)
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C -~ CONCLUSION GENERALE CORCERNANT L'ETUDE ELECTROPHORETIQUE

ET IMMUROELECTROFHORETIQUE DES PROTEINES SOLUBLES TOTALES.

L'électrophordse en gel mixte d'acrylsmide - agarcse des protéines solubles
totales, trés résolutive pose plus de probldme gu'elle n'en résoud dans 1'immédiat.

Les schémas obtenus rendent itrés ambigués les motions de livétimes (A
‘3 et | adnmises par les auteurs.
De plus, ils révdlent la présence de constituants préalbuminiques, que nous
avons cherchés & identifier. Les résultats que nous avons obtenus concernmant cette
queétion sont déerits dans la deuxidme partie de l'exposé de nos travaux.

L'immunoélectrophordse, réalisée avec un immun-sérum vraisemblablement plus
buissant que ceux qui ont été employés jusqu's présent, conduit i la mise en évidence

de plusieurs arcs nouveaux, dont l'are 5., Le probldme posé par cet arc est 1ié &
celui du vitellomucoide dont nous ferons 1l'étude dans la troisidme partie.
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2 - ETUDE DES CORSTITUANTS A COMPORTEMENT PREALBUMINIQUE

L*électrophordse en gel d'acrylamide - agarose a permis, nous l'avons vu
(voir p. 111), 1a mise en évidence d'un composé & comportement préalbuminique dans
le mélange PST - 3 , et de trois composés dans les wélanges PST - 4 et PST - 5,

Utilisant 1'électrophordse sur papier, SEZILLE (1964) (451) et BLUM (1966)
(452) ont montré, respectivement que la phosvitine et la riboflavoprotéine avaient

un tel comportement, migrant en avant de 1' (X 1livétine (voir p. 58 et 66).
le probleéme était donc de préparer ces constituants afin de comnnaftre leur

Somportement en gel dlacrylamide - agarose, pour finalement tenter d'identifier les
bandes PA), PA, et P%.
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I . PREPARATION ET ETUDE ELECTROPHORETIQUE DE LA

RIBOFLAVOPROTEINE.

A - PREPARATION

Nous avons utilisé deux procédés de préparation de la riboflavoprotéine.
En effet, le procédé original déerit par ZAK et OSTROWSKI {1963) (453) ne nous ayent
pas donné entidre satisfaction, nous avons adapté au jaune, le procédé proposé par
W (1959) (454) & propos de la riboflavoprotéine du blanc d'oceuf.

19 -~ PROCEDE DE ZAK ET OSTROWSKI (196 .

Le procédé décrit, dans ses grandes lignes & la pege 64, comporte deux
étapes principales @

a) Extraction des protéines solubles

Selon ce que nous avons dit & propos des méthodes de préparation des pro-
téines solubles totales {(p. 99), cette premidre étape du procédé mis au point par
ZAK et OSTROWSKI (1963) (456) pour préparer la riboflavoprotéine, nous a conduit au
mélange PST -~ 4.

b) Fragtiomnement des PST - 4.

La phase aqueuse obtenue, aprés extraction des lipides et lipoprotéines,
n'est pas lyophilisée, mais fractionnée en vue d'isoler la riboflavoprotéine (RFP).

la fractionnement comporte deux phases :

1. Préparation d'une fraction enrichie en RFP:

Une fraction enrichie en riboflavoprotéine est préparée a partir de cette
phase agqueuse par précipitations fractionnées, au sulfate d'ammonium. Le préeipité
obtenu & 80 % de saturation est en effet légirement jaune.
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2, Purification de la fraction emrichie en RFP :

Le précipité obtemu, contenant la riboflavoprotéine, est soumis au
fractionnement chromatographique sur DEAE - Cellulose :

« Dans un premier tempsa, on obtient ume fraction comtenant environ
60 % de riboflavoppotéine,

» Cette fraction rechromatographiée, dans un deuxidme teips, conduit
4 lariboflavoprotéine.

D'aprés les auteurs, ce procédé permet la préparatiom de 200 mg de ribofle-— |
e 100 ceufs. Il est schématisé A la Figure 26 (p. 126).

N DU _PROCEDE DE RHODES, B

Dans le procédd déerit par HHODES et COLL (1959) (45T), le blanc d'ceuf
eat soumis & un fractiomnement chromatographigue sur DEAE -~ Cellulose, dans des
conditions telles gque la mejorité des protdéides qu'il contient ne soit pas retemue
sur la résine., La riboflavoprotéine est ensuite déplacée, & 1l'aide d'um tampon de
force ionique élevée.

Nous avons imaginé d'appliquer ce procédé & ume solution des protéines
solubles totales du jaune, préalablement prépardes.

a) d téines solubles totales 1

L'emploi du mélange PST — 4 pour obtenir ls riboflavoprotéine par ce pro-
¢édé paraissait s'imposer car il contient la riboflavoprotéine.

En fait le mélange PST - 5 peut &tre dgalement utilisé.

Ces deux mélanges sont done préparés en grande quantité, en vue de la
seconde étape de la préparation.

la préparation de la riboflsvoprotéine comporte deux phases @

1., Obtention de la riboflaveprotéine brute

les protéimes solubles totales du jaune (PST - 4 ou PST - 5) sont soumises
4 un fractiomnement chromatographique selom RHODES et Coll (1939) (458).
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100 Jaune 4'Oeufa
Dilution et Extractions & l'éther

|

5

Phage agueuse : (PST - 4)
amende & 55 % de sat, en 80, (m4)2.

l

Surnageant
amené k 80 % de sat. en 80, (IK4)2.

Exdoinité
(fraoticn enrichie ea RFP)

Dialyse contre un tampon P04 0,05 X pH 5,9
Ch. sur DEAE ~ Cellulose dans le méme tampon,

Elution par un tampon
P04 0,1t M pH 5,8

b

Elution par um tampon E'()4 0,1 M pK 5,5

+ 0,35 M NaCl.

'

Protéines peu fixées

raction gonvenant oL o 4o HFY
Oh. sur DREAE - Cellulose en tampon PO, 0,1 K
P 5,8, Elution en gradient continm de pH

et do force ionique (¥aCl).

Protéines peu fixdes

RFP

Pigure 26
Préparation de 12 Riboflavoprotéine du Jaune d'Oeuf

Selon ZAK et OSTROWSKI (1963) (455)
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Le mode to eat le suivant 3

100 g de protéines solubles totales (PSP - 4 ou PST - 5) sont mis en solu-
tion & 10% dans un tampon acétate d'ammonium O,1 M , pH 4,3. La solution obtenue est |
passée sur une colonne (2 X 30 em) de DEAR - Cellulose* préalablement stabilisée avec
le méme tampon acétate d'ammonium 0,1 M pH 4,3, La cellulose est ensuite "lavée" avec
le tampon jusqu'd ce que la densité optique (2 280 mnm) de la solution effluente égale
0,02, La majeure partie des protéines n'est pas retenue sur la colonne. Aprés le
passage de ce tampon, la riboflavoprotéine fixée sur la résine, colore celle-ci en
jaune. Elle est éluée par passage d'un tampon acétate dtammonium O,1 M pH 3,5 , molaire
en NaCl. Ie solution effluente, intensément colorée en jaune, est dialysée et lyophi-

lisée. On récupdre ainsi, environ 800 mg de riboflavoprotéine brute.

Notons dés & présent, que la fixation de la riboflavoprotéine sur la DEAE -
Cellulose peut &tre réalisée, “en batch®. La DEAE - Cellulose est alors ajoutée en
suspension dans la solution des protéines solubles totales en tampon acétate d'ammo—
nium dans un becher, sous agitation. la cellulose modifide est "lavée" sur Buchner
avec la méme solution tampon (acétate d'ammonium O,1 M pH 4,3) puis elle est mise
en colonne, "lavée"™ & nouveau et lorsque la densité optique de la solution effluente
est suffisamment faible, la riboflavoprotéine est élude comme précédemment.

La riboflavoprotéine brute obtenue doit &ire purifiée.

2. ification de la riboflavoprotéine brute :

La riboflavoprotéine brute est purifiée par chromatographie, selon le pro-
cédé mis au point par JAKUBCZAK (1971) (459) & propos de la riboflavoprotéine du
blance.

I1 s'agit d'une chromatographie sur colomne (2 x 30 cm) , de DEAE - Cellulose
stabilisée en tampon phosphate 0,005 M de pl 8, L'élution est réalisée i 1l'aide d'un
gradient discontinu de concentration en chlorure de sodium. Les impuretés sont éluées
par des concentrations en NaCl inférieures & 0,5 M , la riboflavoprotéine étant dé-
placée par un tampon phosphate 0,005 M de pH 8 , 0,5 M en NaCl. Aprés dialyse et
lyophilisation, on réoupire environ 600 mg de riboflavoprotéine purifide.

L'ensemble de ce procédé de préparation est résumé b la Figure 27 (p. 128).

* DEAE -~ Cellulose : DE -~.32 Whatman ; DANNATT -~ PARIS;
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100 g de Protéines Solubles Totsles (1.000 ceufs)
PSY ~ 4 ou PST = §

msmmlntmtte%dma%—cwm40,iHPK4.5

Chromatographie sur DEAE - Cellulose
Stabilisde dans le méme tampon

! I

Blution par Elution par 0H3 - Q00 BK4 0,1 X
OH, - 00 NE, 0,1 X 7 4,3 pi 4,3 ; BaCl X

Dialyse -~ Lyophilisation
Protéines non fixde

Chromatographis que nm « Cellulose
en tampon PO, 0,005 X pi 8 '

1
] ¢

Elution par des tampons Elution par un tampon
PO, 0,005 X il 8 Po, 0,005 ¥ , pi 8 ; Na01 0,5 N,
¥aC1 0, 0,1 X, 0,24, 03X, 0,4 X, Dialyss - Lyophilisation.
| l
Japuretés REP
Figure 27

Sohéma du Procédé Personnel de Préparation
De 1a Riboflavoprotéine du Jam 4*Oeuf,

e 4
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¢ «~ CO ION
Fous n'avons pas réussi 2 obtenir le rendement proposé par ZAK et Cgll
(1963) (460) pour la préparation de la riboflavoprotéine. D'autre part, le constituant

que nous avons préparé est dans un moins bon état de pureté que celui des auteurs.

La préparation d'une grande quentité de riboflavoprotéine, par ce procédé,

suppose la mise en oeuvre d'un grand volume de jaune, au départ, ce qui pose des
problémes lors de l'extraction des constituants lipidiques, puis lors du fractionnement |
au sulfate 4'ammonium, i
la lyophilisation de la phase aqueuse, obtemue aprés extraction des lipides l
selon notre procédé, résoud ce probléme,
En effet, notre préparation de riboflavoprotéine est réalisée sur 100 g
de protéines solubles totales, ce gui correspond i 1,000 oeufs environ, le traitement
d'une telle quantité d'oeufs par le procédé de ZAK étant rigoureusement impossible
sans équipement spécialisd,

B - ETUDE ELECTROPHORETIQUE

0 = PH EN _GELOSE

Les conditions d'utilisation de ce support ont été décrites & propos des
protéines solubles totales (p. 107). Appliquée & la riboflavoprotéine, cette technique
montre que le composé que nous avons préparé migre en avant de la zome ({ du témoin.
(voir Figure 28, p. 130).

2° - ELECTROPHORESE SUR ACETATE DE CELLULOSE

Ce type d!'électrophordse nous a permis de metire en évidence, dans les mé-
langes PST - 4 et PST - 5 une zone & comportement préalbuminique que nous avons appe-
1ée Y (voir p. 113).

Leglectrophorégramme de la riboflavoprotéine, réalisé paralldlement & ceux
des mélanges PST -~ 4 et PS? - 5, Figure 29 (p. 130) nous montre que ce composé posside
une mobilité électropborétique supérieure & celle de la zone X , l'amenant par ail~
leurs, au niveau du composé Y. Enfin, 1'image correspondante & la riboflavoprotéine
révdle également que le composé que nous avons obtenu est hétérogine.
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14
PST
B
b
RFP
51,5
o83%t
Figure 28
Blectrophorése en Gelose de la Riboflavoprotéine (RFP) du Jauvme a'Oeuf
e

PST4 PST5 RFP

Veronal pH 8,65 p 0,07
10Vicm 2h30

Figure 29
Electrophorése sur Acétate de Cellulose
de la Riboflavoprotéine (RFP) du Jaune d'Oeuf
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Le schéma éleotrophorétique correspondant h la riboflavoprotéine que nous
avons préparée comporte plusieurs bandoa, dont une bande majeure attribusble A la
riboflavoprotéine et migrant su niveay de ls bande Ph, du témoin (PET - 4 et PST - 5)
(voir Pigure 30 , p. 132). Les bandes mineures sont, quant & elles, dues A des
impuretés.

o .

Ia riboflavoprotéine que nous avons préparée n‘eat pas pure 3 le prooédé
par lequel JAKUBCZAK (1971) (461) a obtemu la riboflavoprotéine du blanc i 1'état
pur, n'est donc paa applicable avec succds du jaume d'oeuf,

Les éleotrophordses réalisées sur les différents supports permettent de
déduire que la riboflavoprotéine du jaune d'oeuf possdde un ggmportement préslbu-
Rinigue.

Enfin, aonclusion intéressante, dams le cadre de noire étude, Mﬂ}

II - FREPARATION ET ETUDE ELECTROFHORETIQUE DE LA PHOSVITINE

A ~ PREPARATION

Le prooédé origimal mis au point par MECHAM et OLCOTT (1949) (462) pour
préparer la phosviting est déerit et mschématisé dans l'étude bibliographique des

constituants du jaune d'oeuf. (voir Figure 10 p. 55).

Hous avons ‘somplété le fractionnement du jaune d'oeuf ddorit par les auteurs
on soumettant le surnagesat B, obtenu dans le procédé original, et que nous avons
appelé 8, A des exiractions éthérées, Le traitement 3 1'éther permet d'éliminer les
composés présents. On obtient une phase aqueuse qui, aprds dialyse et lyophilisation
oconduit & ume poudre 3 8 , parfaitement soluble dans 1'eau,.



Id

PST4 PSTS RFP

Figure 30
Electrophordse de la Riboflavoprotéine (RFP) em Gel
d'Acrylamide - Agarose
PST ~ 4 et PST - 5 : Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf
Préparées selon les Méthodes 4 et 5
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Le procédé complet de fractionnement du jauns d'oeuf, résultant de cette
modification est schématisé i la Figure 31 (p. 134).

Kos fractions P, P1 s ZP2 et 82 correspondent respectivement A A, D, F et E
du procédé de MECHAM et OICOTT. Quant & la fraction C, de oce dernier procédé, elle
est & rapprocher de la phase supérieure, obtenue aprds extraction & 1'éther de notre

‘préecipité P.

38 = RESULTATS - CONCLUSIONS

Le procédé de fractionnement du jaume d'ceuf ainsi modifié et complété
donne trois frections parfaitement solubles dans l'eaun : S, P2 et 82 ’ P2 étant
la fraction phosvitine. lLes rendements sont les suivants, & partir de 500 ml de jaune :
3 s 4,5 &
P : 3,0 &2,
S ¢ 0,170 g,

Cette méthode de préparation de la phosvitine est rapide, et donne un
bon rendement.

B - ETUDE ELECTROPHCRETIQUE DE LA PHOSVITINE

1° -~ PRINCIPES

D'aprds MECHAM et OLCOTT (1949) {463) la phosvitine est une phosphoprotéine
trds riche en phosphore (10 %).

Cette particularité fait quelle est diffiecile & révéler, sur les électro-
phorégramses, par les colorants habituels des protéines : amidoschwartz, azocarmin B
bleu de bromophémol (Mg CULLY et Coll - 1959) (464). Selon SEZILLE (1964) (465), 1a
meilleure technique de mise en évidencs de ce composé est la coloration au bleu

alcian, colorant des mucopolysaccharides. {voir p. 58).

Rotre but est d'étudier le comportement électrophorétigue de la phosvitine
en gel d'acrylamide - agarose. Or ces électrorvhordégrammes sont colorés par le bleu J
de coomassie, colorant qui n'a pas été utilisé par les suteurs. |

Il s'agissait done pour nous :

1+ De mettre au point une technique de révélation de la phosvitine applica-
ble au gel mixte d'acrylamide -~ agaross, afin de pouvoir localiser la phosvitine sur
les électrophorégrammes,

2. De voir, ensuite, si la phosvitine fixe le bleu de coomassie afin
d'essayer d'identifier l'une des deur bandes PA1 ou PAZ & ce constituant.
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2° - MODES OPERATOIRES

a) Choix des technigues

Le choix des techniques que nous avons retenues pour 1'étude électro-
phorétique de la phosvitine repose sur les observations suivantes :

t. Le bleu slcian, colorant des mucopolysaccharides permet de révéler
la phosvitine (SEZILLE - 1964) (466). Nous avons essayé de révéler les électrophoré-
graumes en gel dtacrylamide - agarose par ce colorant. Ne disposant pas de téchnique
spéeifique & ce support, nous avons utilisé celle de CALDWELL et PIGMAN (1965) (467),
mise au point & propos du gel de polyscrylsmide.
| Cette technique n'est pas utilisable car elle provoque ume coloration du
support, coloration dont 1'élimination est trds difficile. C'est vraisemblablement l'a-
garose qu'il comtient qui en est responssble car cetie technique domne un trés bon
résultat lorsqutil stagit de révéler les électrophorégrammes de la phosvitine,
réalisés en gel de polyacrylamide {voir p. 156).

2. VAN ADKEL et Coll (1963) (468) ont déerit ume technique d'électro-
phordse des mucopolysaccharides en gel d'agarose. la révélation des électrophoré~

grammeg est faite au bleu de toluidine.

i
3. BUCKARD, HAVEZ et DAUTREVAUX (1966) (469) ont utilisé, pour étudier ‘
tes constituanis de 1'os compact du lapin, ume technique d'éleetruphdréae en gel |

d*agarose, dans laquelle les diagrammes sont révélés par une double coloration : les
glycosaminoglycanes étant colorés par ie bleu de toluidine et les protéines par 1l'a-
midoschwartz. Ces techniques, appliquées dans un premier temps & la phosvitine, ont

domné de bons résultats.

4. RENNERT (1967) (470), et MAUBER (1971) (471) ont proposé des tech~
niques de révélation au bleu de toluidine des mucopolysaccharides, sur des électro-

phorégrammes réalisés en gel de polyacrylamide.

Le bleu de toluidine, colorant utilisable pour révéler les électropho~
réses conduites en gel d'agarose et de polyacrylamide devait donner également um
résultat correct dans le cas des électrophordses conduites en gel mixte d'acrylamide -
agarose j ce que nous avons vérifié dans un deuxidme temps.
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On réalise un gel d'agarose* & 2 % dans un tampon véronal de pH 8,65 et de
force ionique 0,07. L'agarose est coulé sur des lames de mioroscope trds propres &
raison de 2,5 ml par lame. Aprés solidification, on découpe & 1femporte-pidce une
fente perpendiculaire au grand axe de la lame, & 1,5 cm du bord cathodique.

Les solutions & 5 % des protéides A étudier sont déposées aprds mise sous
tension des plaques.

la migration est effectude en appliquant, aux bormes, une chute de potentiel
de 3 volts/cm pendant 3h30.

Les lames sont ensuite fixdes dans um mélange d'éthanol et d‘acide acdtique
(93 :+ 7, v/v), la durée de la fixation est de 1h30.

Comme dans le cas des électrophordses en gelose, les lames sont mises &
sécher, sous papier filtre, soit & la température ambiante, soit & 1'étuve & 37° C.

La révélation peut 8tre faite par 1l'amidoschwartz, selon la technique clas-
sique, soit au bleu de toluidine par immersion pendant 30 minutes dans le mélange
suivant

Bleu de toluidine®* 40 ng
Eau distillde 20 ml
Ahoétone 80 ml.

Cette solution @st préconisée par VAN ARKEL et Coll (1963) (472).

Les plaques aprds lavage dans plusieurs bains d'une solution d'acide acé-
tique & 1 % sont ensuite séchées. La coloration est stable.

La double coloration au bleu de toluidine et & l'amidoschwerts peut 8ire
utilisde avec succds pour metire em dvidence, sur ls méme plague, la phosvitine et
les protéines. Nous avons substitué le vert de lissamine & 1'amidoschwartz : ainsi,
gsur la méme plague, les protéines ordinaires sont colordes en vert, la phosvitine
en bleu-violet.

Les fixations par le Cétavion*** et par un mélange de formol et de métha-
nol, selon les auteurs, ne nous ont pas donné satisfaction et nous leur préferons
1tutilisation du mélange d'alcool éthylique et d'acide acétique telle que nous 1l'avons
rapportée.

¢) Elegtrophordses en gel d'acrylamide - agarose

Nous avons déerit la technique d4'électrophordme & la page 108,
Aprds la migration, la révélation au bleu de toluidine est rdalisé par im-
meraion de la plague dans une solution de bleu de toluidine & 0,1 % dans 1'eau acidi-

# Agarose : Industrie Biologique Francaise - 92 - GENNEVILLIERS,
#* Bleu de toluidine : MERCK - 1,273,
#%% Cotavlon ¢ Bromure de N - Cetyl - K, N, ¥ - triméthylammonium, MERCK - 2.342.
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fiée par 1 % d'acide acétique selom MAURER (1971) (473).

Le coloration dure 3 heures.

Le gol est ensuite lavé h l'aide d'une solution d'acide acétique A 0,1 %.
Les étapes suivantes de vitrification du gel sont conduites selon le procédé déorit
A la page 109,

30 - m ; ZATS

a) Eréparation de 1a phosvitine

Les fractions S, P, et 8§, (voir p. 134) obtenues au cours de la préperation
de la phosvitine, ont été soumises & l'analyse Sleotrophorétique em gel d'agarose,

Nous avons réalisé deux séries de plaques

- L'une colorée & l'amidoschwartz, afin de révéler les protéides classigues,

-« L'autre au bleu de toluidine, afin de mettire en évidence la phosvitine.
(Pigure 32 , p. 138).

1. Su des px nes golub alep (PST), coloré
3 l'amidoschwarts, (l‘iguro 32,.) on retrouve un schéma conpmblc h celui qus 1l'on
obtient sur gelose (voir pe 112} . On peut caractériser les trois zones principales
do migration 1 X , (3 et ¥ , ainsi qu'une bande correspondant i la bande X
mise en évidence sur gelose. Par contre, il n'y a pas avec ce support de fraction

oathodique, c'est pourquoi nous avons déplacé la fente servant au dépdt vers la oathode
afin de disposer d'une zone de migration plus lomgue.

2. Le diagramme de la fraction 8 est trés voisin du précédent. Om peut
dono assimiler S A un mélange des protéines solubles totales du jaune d'oeuf,

3. les images des fractions Pa ot 82 présentent une mone aolorée & l'a-
midoschwarts ce qui prouve qu'elles contiemnent des protéides fixant ce réactif,

4, Sur la série de plagues révélées au bleu de toluidins, (Figure 32, b,
pe 138), on peut voir que les électrophorégrammes correspondant aux protéines totales
ot 2 la fraction S sont imcolores., Les mélanges protéiques ne contiemnent donc pas de
phosvitine,

5. Par contre, sur la plaque réalisée avec la frastion ?2 , On observe
une tache intensément colorde en bleu-~violet, quant & 1'électrophorégraame corresponw-
dant A 8, , 11 oomporte dgalement cette tache viclette témoin de la présence de
phosvitino.
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b) Biude particulidre de la phosvitine
10 En ﬁl d'm_o_se

La Figure 33, a2 (p. 140) montre les électrophorégrammes des protéines solu~
bles totales, de la riboflavoprotéine et de la phosvitine réalisés paralldlement.

Nous avons introduit la riboflavoprotéine afin de faciliter le rapproche-
ment avec les schémas obtenus en gel d'agar (voir p. 130). Ce dernier n'est pas uti-
lisable car il fixe le bleu de toluidine. Cela s'explique d'ailleurs, par le caractére
acide de ce polysaccharide, du aux résidus sulfates qu'il contient.

On peut constater que la phosvitine possdde un comportement préalbuminique
sa mobilité est supérieure & celle de la riboflavoprotéine.

A la Figure 33, b (p. 140) nous rapportons les électrophorégrammes des dif-
férents mélanges des protéines solubles totales s PST - 3, PST ~ 4 et PST - 5 colorés
au bleu de toluidine. Les plaques obtenues sont parfaitement incolores, aucune bande
n'étant révélable par ce réactif, Les protéines solubles totales quelque soit le

mélange étudié ne contiennent donc pas de phosvitine,

2« En gel d'acrylamide - agarose

Les électrophoréses de la phosvitine et des protéines solubles totales
ont été conduites en gel d'acrylamide - agarose, simultanément. Aprés la migration,
les électrophorégrammes sont révélés s

- au bleu de coomassie (Figure 34, a,p. 141) et,

- au bleu de toluidine (Figure 34, b, p. 141).

Ayant montré, en gel d'agarose, que les protéines solubles totales ne conte-

najent pas de phosvitine et ce, quelque soit le mélange protéigque envisagé, le choix
du témoin de migration importait peu.
Des diagrammes obtenus, on peut déduire que la phosvitine a une mobilité

électrophorétique de préalbumine et qu'elle n'est pas colorable au bleu de coomassie.
4° - CONCLUSION

La phosvitine que nous avons préparée par le procédé de MECHAM et OICOTT
(1949) (474) n'est pas pure. lLa fraction obtenue est suffisamment enrichie pour per-
mettre 1'étude du comportement électrophorétique de ce constituant, Des résultats
obtenus, nous pouvons déduire que la phosvitine possdde une mobilité électrophoréti-

que de préalbumine mais que les bandes PA1 et PA2 mises en évidence dans les différents

mélanges protéiques (PST - 3, PST - 4 et PST - 5) ne sont pas identifiables & ce
composé, '
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PHOS. PST PHOS. PST

B. de Coomassie B.de Toluldine

Figure 34
Etude Particulidre de la Phosvitine
Electrophordses en Gel d'Acrylamide - Agarose de la Phosvitine (PHOS) et
des Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf (PST)
a - Coloration au Bleu de Coomassie
b - Coloration au Bleu de Toluidine.
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III - ISOLEMEAT DU COMPOSE PA1

Ltétude de la riboflavoprotéine nous a permis d'identifier le composé PA.,.
Mais le probldme des bandes PA1 et PA2 reste posé,

Tout d'abord, nous avons envisagé le composé PA1 et, pour tenter de l'isoler,
nous avons fractionné le mélange PST ~ 3, qui ne contient que lui dans la zone des
préalbunines,

A ~ PREPARATION ET ETUDE D'UNE FRACTION A.1

1° = FEIFCIZE

Ce composé possdde un comportement anodique sur les électrophorédgrammes.

Il stagit dono, vraisemblablement d'un composé acide. De ce fait, 11 devrait 8ire
bien f£ixé sur un échangeur 4'anions et au contraire peu, voire pas fixé, sur un échan-
geur de cations. Ue dernier type d'échangeur d'ions nous a permis d'aboutir & un
résultat valable,

A 1a suite de BAPPAPORT et LEONIS (1962) (475), nmous avons essayé de frac-
tionner les protéines solubles totales du jaune d'oeuf sur des colonnes de (N -~ Cellu-
lose* éludes & 1l'aide d'un gradient de pl et de force ionique., Un procédé oomparable
4 celui que RHODES, AZARI et FEENEY (1958) (476) ont mis au point, pour fractionner
le blanc d'ceuf, nous a donné un meilleur résultat.

2% = KODE OPERATOIRE

10 g des protéines solubles totales du jaune (PST - 3) sont dissous dans
100 ml de tampon acétate d'ammonium 0,1 X en acétate de pH 4,0 et sounis & la ohro-
matographie sur des colonnes (3 X 40 cm) de CM - Cellulose stabilisée avec la solu=
tion tamponnde précédente. L'élution des constituants est réalisée par passage du tam-
pon de stabilisation de la résine et d'un tampon acétate d'ammonium 0,1 M de pH 4,0
molaire en NaCl, dans le but de déplacer l'ensemble des protéides fixés sur la colomne
" la fraction imtéressante n'étant pas fixée et élude de ce fait par le premier tampon.

# CM ~ Cellulose : Carboxy - méthyl - cellulose (CH 32 b. Whatman -~ DAKNA'H' - PARIS).
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Ap:éés regroupement, les fractions sont dialysées et lyophilisées : les
protéides réoupérés sont soumis aux analyses chimiques ( composition en glucides )
électrophorétique et immunoélectrophorétique.

o= TS

Le diagramme chromatographique correspondant & ce fractionnement est présen—
t6 & 1a Figure 35 (p. 144).

Le dosage d'acide sialique permet de regrouper les solutions effluentes en
une fraction A, « Outre A.1 s la chromatographie donne deux autres fractions : A2 et B.

Les rendements sont les suivants :

A : 220 ng,

1

B : 71,8 g

L l]

Cela représente une récupération de 81,5 % des protéides déposés sur la co-
lonne.

le microdosage des glucides effectué sur la poudre correspondant & la frac-
tion A, fournit les résultats suivants :

Oses “neutres" s 27 %,
Osamines : 13,2 %,
Acides Sialiques : 15,1 %,
Oses "neutres®

H 2,05

Osamines

QOses "peutres®

H 1,79.

Acide Sialique

L'étude électrophorétigue de cette fraction, tr2s riche en glucides, pose
des problémes : en effet, l'acétate de cellulose s'est révélé impropre, le composé
correspondant & la fraction A1 étant soluble dans les colorants et fixateurs utilisa-
bles. L'agar-agar nous a fourni de meilleurs résultats car il permet l'emploi de
fixateurs efficaces. Nous avons utilisé un mélange d'alcool et d'acide acétigue (9 :
1 : v/v). Aprds fixation, les électrophorégrammes ont été révélés i 1'amidoschwartz

et par la coloration au P.A.S. la Figure 36 (p. 145) montre les schémas obtenus.

On peut en conclure que la fraction A'est P.A,S. positive et présente un

disgramme composé d'une seule bande, ayant la mobilité d'ume (X 1 Jjobuline,
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PST

O

%ﬂc Amidosch
Ay
PST

D

e P.A.S.
A,

"

5%

Figure 36
Electrophorése en Gelose de la Fraction A1
Obtenue par Chromatographie sur CM - Cellulose
Des Protéines Solublee Totales du Jaune d'0euf (PST)

Coloration & 1l'Amidoschwartz et au P.A.S.




146

Btudide par 1'électrophordse en gel d'acrylamide - agarose, elle donne une
image intéressante comportant un comsti t majeur, an niveau de la bande PA, du

témoin. L'électrophorégramme présente en outre une zons faiblement colorée de mobilité
électrophorétique inférieure (Figure 37, p. 147).

Le_composé ”PA1 contenu dans la fraction A‘ n'est pas g‘ur. Il fixe relative-
ment mal la coloration par le bleu de coomassie, ce que nous attribuons & sa richesse
en glucides. La révélation au P.A.S., appliquée & ce support, ne domnne pas un bon ré-
sultat, car l'asgarose gqu'il contient fixe cette coloration.

L'immunoélectrophordse,appliquée directement, avec le sérum antiprotéines
solubles totales, dont nous disposons, ne donne pas d'arc et cela & aucune des con-
centrations essayées entre 0,1 et 10 % (Figure 38, p. 148). Notre immun-sérum ne con-
tient donc pas 1'anticorps correspondant au constituant PA'; cela peut &tre du au
fait que, ce composé est présent en faible quantité dans le mélange des protéines
solubles totales. On peut également penser gqu'étant donnée sa richesse en glucides
PA1 est faiblement antigénique. '

Nous avons ainsi été amenés & préparer un immunesérum spécifique de la
fraction A, en 1l'injectant & des lapins selon notre technique (voir p. 119).

Le diagramme immunoélectrophorétique obtemu, avec cet immun-sérum (AA1)
Pigure 38 (p. 148) présente deux arcs trds nets, l'un d'eux ayant le comportement
d'ane (X g ltautre celui d'une (X 2 globuline,

Ce résultat vient confirmer celui de l'électrophorése en gel d'acrylamide -

agarose et permet de préciser que la fraction A,‘ isolée svr CM - Cellulose contient

deux constituants antigéniques, 1'un d'eux, le constitusnt majeur étant gA,' o

Quant aux autres fractions, lt'électrophordse montre qu'elles sont hétérogines
Ia fraction B présentant un schéma identique & celui des protéines solubles totales.
Toutefois, la bande correspondant au composé ]?.l‘z1 est absente des diagrammes obtenus
avec le gel mixte d'acrylamide - agarose.

4° -~ CONCIUSIONS

La chromatographie du mélange des protéines solubles totales (PST - 3) sur
carboxy - méthyl - cellulose permet de préparer une fraction A,‘ de nature glycopro-
téinique, riche en glucides, et contenant deux comstituants antigéniques. L'un d'eux,
le constituant majeur, correspond au constituant PA1 N
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PST A,

Figure 37
Electrophordse en Gel d'Acrylamide - Agarose de 1la Fraction A1
Obtenue par Chromatographie sur CM - Cellulose
des Protéines Solubles Totales (PST - 3)
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Figure 38
Immunoélectrophordses de la Fraction A'
Obtenue par Chromatographie sur CM - Cellulose
Des Protéines Solubles Totales du Jaune (PSP - 3)
A. PST : Immun-sérum Anti-Protéines Solubles Totales du Jaune
A, A1 ¢ Immun-sérum Spéeifique de la Fraction A1 o
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B ~ ESSAI DE PURIFICATION DE LA FRACTION A1

la fraction A, se révdle hétérogine en immunoélectrophordse. Cette technique,
conduite avec 1'immun-sérum epécifique de la fraction A‘ dont nous disposons, est en
fait trds sensible. En effet, 1'électrophordse en gel d'sgar ne révdle la présence
que d'un seul constituant, et 1'électrophordse en gel d'ucrylamide - agarose montre,
outre la bande correspondsnt su constituvant PA.l » une zone légbrement colorée, de mo-
bilité électrophorétique plus faible.

Nous avons essayé d'obtenir le comstituant PA1 dans un meilleur état de pu-
reté, en cherchant & éliminer le constituant antigénique responsable de 1l'arc de pré—
cipitation en position de (L o &lobuline sur nos diagrammes.

12 = NODE QPERATOIRE

600 mg des fractions A de 3 chromatographies des protéines solubles totales |
(PST ~ 3), sont rechromstographiées sur une colomne de CM - Cellulose (2 x 15 cm), |

stabilisée dans les mémes conditions.

2° = RESUTATS

Le diagramme d'élution est composé d'un seul pic dissymétrique.

les solutions effluentes, correspondant i la premidre partie du pio, condui-
sent aprés dialyse et lyophilisation A 1la fractiion PA1 dont on récupdre 200 mg.

a fournit les résultats suivants i

Oses "neutres” : 28 %,
Osamines t 14 %,

Acide Sialique s 15,7 %,
Oses "neutres®

Oganines
Oses "neutres"

k.
b

Acide Sialique

se révdle homogdne, le aohéma obtenu (l‘igur- 39, Do 150) ne comporte qu'une :aulo
bande au niveau du composé PL1 .

in, 1'immunoélectrophordse réalisée avec 1'immun-sérum anti A, montre que
la fraction 1"‘1.1 n'est pas immunologiquement homogdne. Mais l'arc en position d' (X >
globuline est attémué, en particulier lorsque la concentration de PA, est de 5 %

(Figure 40, p. 151).




150

S
wifinne PA1
i
PST3  PA,
Figure 39

Electrophordse en Gel d'Acrylamide - Agarose de la Fraction PA
Obtenue par Rechromatographie sur CM - Cellulose
PST - 3 : Protéines Solubles Totales du Jaune d'0Oeuf,
Préparées selon la Méthode 3.
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. Figure 40
Immnoélectrophordses de la Fraction PA

1
Obtenue par Rechromatographie sur CM - Cellulose

De la Fraction A,
PST ¢ Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf

A, PST : Immun-sérum anti-Protéines Solubles Totales, -

A, A1 ¢ Immun-sérum Spécifique de la Fraction A, .
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39 -~ CONCLUSION

Nous n'avons pas réussi, jusqu'd présent, & obtenir une fraction PAT inmro-
nologiquement pure. Cependant, 1'électrophorése et 1'immunoélectrophordse permettent
d'affirmer que le composé en mélange avec P.A.1 , dans la fraction obtenue, y est en

faible quantité,

C - CONCLUSION GENERALE CONCERNANT LE COMPOSE PA1

La chromatographie des protéines soclubles totales (PST - 3) sur CM ~

cellulose a permis la préparation d'un constitusnt nouvesu du jaune d'oeuf, que mous
avons appelé PA.1 o C'est une glycoprotéine, trés riche enm glucides (57,7 % de glu-

cides totaux) présentant les caractires d'une 4 lobuline, en gel d'agar et
ceux d'une préalbumine en gel d'acrylamide -~ agarose.

IV ~ PROPRIETES COMPAREES DES CONSTITUANTS A COMPORTEMENT

PREALBUMINIQUE,

A - PROPRIETES PHYSIQUES

19 - COMPORTEMENT ELECTROPHORETIQUE

a) Mode opératoire

Kous avons réaliséd, parallélement des électrophorégrammes en gel d'acry-
lamide - agarose des trois composés & comportement préalbuminique, que nous avons
préparés : riboflavoprotéine, phosvitine et PA1 » Aprés la migration, la phosvitine
est colorée par le bleu de toluidine tandis que les autres composés, ainsi que le
témoin de migration, sont révélés au bleu de coomassie.

b) Résultat

La Figure 41 (p. 153) montre le résultat que nous avons obtemu.

¢) Conclusion

Les trois coniposés possédent des mobilités électrophorétiques différentes.
I1 s'agit 12 4'un premier caractire distinctif.




PST PA1 RFP PHOS
a b
Figure 41

Electrophordses en Gel d'lcrylamide - Agarose
Des Composés & Comportement Préalbuminique :
PA, Riboflavoprotéine (RFP) et Phosvitine (PHOS)
PST : Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf
a - Révélation au Bleu de Coomassie
b - Révélation au Bleu de Toluidine.

153




154

Les courbes d'absorption de la lumidre ont été réalisées en cuves de 1 om
de trajct optique sur des solutions de protéides 4 0,1 % dans 1'esu & pi 7. Elles
révdlent un maximum d'absorption & 278 nm, dans 1'ultra-viclet, longueur d'onde &

laquelle nous avons mesuré le coefficient d'extinction s B ;73‘1;00 . |

Pour ce qui est de la riboflavoprotéine, nous avons iracé la courbe d'ab- !
sorption en lumidre visible, elle présente deux maxima : 1l'un & 375 nm, 1l'autre &
458 nm, Nous en avons déduit, pour ce composé, deux valeurs du coefficient d'extinotion

® 575 | ot E is8 ¢
Les valeurs que nous avons obtenues sont rassemblées dans le Tableau XXVI
(p. 153).

b) Pouvoir rotatoire spéoifique

Les mesures ont été effectuées & 546 nm, sur des solutions & 800 mg de
protéides pour 100 ml de tampon phosphate - citrate 0,1 M de pH 6,5 & 1'aide d'un mi~
cropolarimdtre ZEISS, Dane ces conditions, nous avons obtemu pour les composés étudiés,
les valeurs figurant au Tableau XXVI (p. 155).

Hous avons déterminé les points isoélectriques des constitusnts & compor-
tement préalbuminique par électrofocalisation en gel.

Cette technique est due, semble t~il & YRIGIEY (1968) (477) qui a associé
1'éleotrofocalisation et 1'électrophordse en disque, le mlme annde, AWDEY (1968) (478)
a déorit 1'électrofooaiimtion en gel de polyacrylamide en plaque dont le protocole
a été repris dans la revus générale publide par HAGLUND (1971) (479).

A la suite de SAVAGE e% THOMPSON (1971) (480), HEBERR (1972) (481) a utili-
sé cette technique pour étudier les protéides de la bidre., Nous avons appliqué le
mode opératoire proposé par ce dernier.
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Aprés la migration, le gel eat ddécoupé latéralement & 1l'aide d'un emporte-
pidoe, selon la technique préconisée par AWDEH (1968) (48B2) et les disques ainsi ob-
tenus sont immergés dans 1 ml d'eau distillée, en tubes & hémolyse. Aprés deux heures,
le pH est mesuré dans chaque tube h i'alde d'une microélectrode. On peut alors trscer
une courbe, donnant le pH en foncition de la distance de migration (Figure 42 , p. 157)
Le gradient de PH obtenu n'eat pas lindaire, aussi, la détermination de la courbe
s'impose t-alle,

la révélation des électrophorégrammes peut &tre faite, soit au bleu de coo~
wassie, soit par la coloration au P.A.S., pour la riboflavoprotéine et le composé
PA1. Quant 2 la phosvitine, elle est mise en évidence selon la technique de CALDWELL
ot PIGMAN (1965) (483) par immersion du gel dans une solution de bleu alcian®* &

0,2 % pendant 4 heures,

b) Résultats - Conclusion

L'examen de la Figure 42 (p. 157) nous améne & donner, pour les composés
étudiés, les points isoélectriques rassemblés au Tablesu XXVI (p. 155).

Le composé RA1
étant donnée sa richesse en glucides (15,7 % d'acide sialique) et son comportement
chromatographique sur CM - Cellulose. Le diagramme obitenu est composé de deux bandes
1'une correspondant au pH de 3,8 , 1'autre & celui de 4,0.

Lt'image donnde par le riboflavoprotéine est composée d'une bande majeure,
situde dans la zone ou le pH est de 4,0, Ce résultat est peu différent de celui de

4,1 - 4,2 proposé par OSTROWSKI e} Coll (1968) (484).

s & un ocomportement anodique, ce & quol on pouvait s'attendre

B - PROPRIETES CHIMIQUES

12 - COMPOSITION EN PHOSPHORE

a) Méthode

Le phosphore & été dosé apris minéralisation par la méthode colorimétrique
d'ALLEN (1940) (485).

|
|
|

* Bleu Alcian : GURR'S - 19,519,
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Figure 42
Electrofocalisation en Gel de Polyacrylamide
Des Composés & Comportement Préalbuminique

& - Gradient de pH,

b - Schémas Electrophorétiques de la Riboflavoprotéine (RFP),
de la Phosvitine (PHOS) et de PA,.
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b) Résultats - Discussion

Les valeurs que nous avons obtenues sont rassemblées an Tableau XAVII
(pe 159)« Pour ce qui est de la riboflavoprotéine, la teneur en phosphore est net-
tement plus élevée que celle qui est donnée par OSTROWSKT et Coll (1962) (485 bis).

La teneur en phosphore de la phosvitine que nous avons préparée est 1lé-
gérement inférieure b celle de 9,7 % qui est donnde par MECHAM et OLCOPT (1949)(486).
Cela esat vraisemblablement du au fait que notre phosvitine est dans un moins bon

état de pureté que celle des auteurs.

Enfin, le composé PA1 ne contient pas de phosphore, le chiffre que nous

avons obtenu n'étant pas significatif de la présence du phosphore dans la molécule.

2° « COMPOSITION DE LA FRACTION GLYCANNIQUE

a) Composition Centésimale en Glucides

1._Méthodes

Les glucides ont été déterminés par les méthodes colorimétriques préco-
nisées par MONTREUIL et SPIK (1963) (487) :

- Les oses neutres ont été dosées par la méthode & 1'orcinol sulfurique
de TILIMANS et PHILIPPI (1929) (488) modifiée par RIMINGTON (1931) (489),

- Les osamines sont détermindes, aprés hydrolyse chlorhydrique, par la
méthode d'ELSON et MORGAN (1933) (490), modifiée par MONTREUIL et SPIK (1963) (491),

- Enfin, nous avons utilisé la méthode de WERNER et ODIN (1949) (492)
(1952) (493), u la diphénylalanine, pour doser l'acide sialique.

2. Résultats

Les résultats sont rassemblés au Tableau XXVIII (p. 160). Ils sont & rap-
procher, pour la riboflavoprotéine et la phosvitine, de ceux qui ont été obtenus et

proposés par les auteurs.

b) Composition en "oses neutres"

1+ Méthodes

Les protéides sont traités par le méithanol chlorhydrique, en tubes scellés
pendant 24h & 80° € afin de libérer les oses neutres. Les monosaccharides sont ensuite
dosés, sous la forme de leurs dérivéds méthylglysosidiques, par chromatographie en




Tablean XAVII
Composition Centésimale en Phosphore
des Constituants 3 Comportement Préalbuminigue

Constituant Phosphore en g p. 100 g
Riboflavoprotéine 2,85
Phosvitine 8,78
PA, 0,01

159




Tableau XXVIII

Composition er Glucides des Conatituants
& Comportements Préalbuminiques

A

Glucides g p. 100 g Riboflavoprotéine Phosvitine PA1
Composition Centésimale

Oses Neutres 5,8 2,6 28
Osamines 3,89 1,2 14
Acide Sialique 3,85 1,7 15,7
Osee Neutres/Osamines 1,49 2,17 2,0
Oses Neutres/Ac. Sialique 1,51 1,5% 1,78
Composition en Oses Neutres
Galactose 3421 1,11 11,61
Glucose 0,51 0,38 2,52
Mannose 2,08 1,41 13,87

160
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phase gazeuse selon la technique de CLAMP, DAWSON et HOUGE (1967) (494) modifide par
FOURNER (1973) (495).

2. Réguliats

Les compositions en oses neutres des constituants & comportement préalbumi-
nique, que nous avons obtenues, figurent au Tableau XXVIII (p. 160),

c) Copclusions

1. Riboflavoprotéine

la teneur en "oses neutres® du composé que nous avons cbtenu est plus faible |
que celle qui est proposée psr OSTROW, Coll (1968) (496) (voir p. T1).
Par contre, notre composé est plus riche en acide sialique que celui des

auvteurs.
Enfin, les teneurs en osamines sont comparables. Quant & la composition

en "oses neutres", notre résultat est comparable & celui des suteurs, bien que nous
n'ayons pee mis en évidence de fugose dans la molécule.

I1 est difficile de conclure, étant donné que le constituant, que nous avons
obtenu, n'est pas pur. Toutefois, QOSTROWSKI et Coll (1968) (497) pemsent que l'acide
sialique ne fait pas partie de la molécule, ce qui parait en désaccord avec notre
résultat,

2. Phosvitine

Les résultats que nous avons obtenus pour les oses et les osamines sont

comparables & ceux de ALLERTON ot PERIMAN (1965) (498) (voir p. 61).

Hous avons obtenu une teneur de 1,7 % d'acide sialique, mais, notre composé
n'étant pas pur, il n'est pas possible de conclure que l'acide sislique fait partie
de la molécule de phosvitine, Il serait ndammoins intéressant de préciser ce poimt.

S ~-C SITIOR DE LA FRACTION PROTIDIGUE

a) Méthodes

Les acides aminés ont été déterminés, dans chacun des trois composants &
comportement préalbuminique, par chromatogrephie & l'auto-anslyseur Beckman, aprés
une hydrolyse chlorhydrigue.
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 Le tryptophamne a été dosé et simultanément avee la tyrosine par la méthode
spectrophotométrique de GOODWIN et MORTON (1946) (499).

b) Résultats ~ Discussion

Le Tableau XXIX (p. 163) regroupe les résultats correspondant aux trois
composés,
1. Les chiffres que nous avons obtenus, concernant la riboflavoproiéine
du jaune d'oeuf, sont comparables & ceux qui ont été proposés par OSTROWSKI et Coll
(1968) (500) (voir p. 73). I1 faut souligner les fortes teneurs en acides aspartique

et glutamique, ainsi qu'en sérine.

2, De la méme fagon, les résultats obtenus & propos de la phosvitine
peuvent &tre rapprochés de ceux d'ALLERTON et PERIMAN (1965) (501) (woir p. 61).
La phosvitine est riche en sérine, bien que la teneur de notre composé soit légérement

inférieure & celle qui est donnde par les auteurs. Par ailleurs, le composé ne ren-
fefme pas de cystine, notre résultat étant en accord avec celuil des auteurs sur ce
point.

3. Enfin, la détermination de la composition centésimale en acides aminés
permet de distinguer PA1 des deux sutres composés & comportement préalbuminique étudiés
EA1 renf'erme une forte teneur en tyrosine et per ailleurs ne renferme pas de c¢yatine.

€ — CORCLUSIONS CONCERNANT LES PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES DES

CONSTITUANTS A COMPORTEMENT PREALBUMINIQUE.

L'examen des résultats obtenus permet de dire gutil sfagit de trois composés
présents dans le jaune d'oeuf, présentant entre eux des analogies {comportement élec-
trophorétique en gel d'acrylamide — agarcse), mais nettement individualisés les uns

par rapport aux autres.

Deux de ces composés, la riboflavoprotéine et la phosvitine ont été étudiés
et le rapprochement des résultats que nous avons obtenus avec ceux des auteurs a pu
8tre fait. Bn ce qui concerne la riboflavoprotéine, nos résultats sont voisins de ceux
de OSTROWSKI et Coll (1968) (502) et la conclusion de JAKUBCZAK (1971) (503), selon




Composition Centémimale des Acides Aminds des
Composés & Comportement Préalbuminique

Tableau XXIX

163

Acides Aminés Riboflavoprotdine Fhosvitine TM.l

en g pe 100 g
Acide Aspartique 8,16 4,42 %3953
Acide Glutamique 30,00 4,21 1,33
Arginine 3,80 4,57 0,47
Histidine 2,40 3,89 0,37
Lysine 4,30 5,25 4,39
Alanine 2,96 1,54 1,66
Cystine / 2 5,75 0 o
@lycocolle 1,27 0,9 0,33
Isoleucine 2,16 0,47 0,31
Leuoine 2,77 1,00 0,50
Méthionine 1,00 0,41 0,09
Phénylalanine 1,95 1,00 0,75
Proline 2,85 0,91 0,93
Sérine 11,64 23,00 1,04
Thréonine 6,00 1,64 2,42
Tryptophanne 3,65 0,77 11,7
Tyrosine 3,80 1,05 11,50
Valine 1,37 1,03 2,34
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laquelle les flavoprotéides du blanc et du jaune d'oeuf sont différents, se trouve
renforcée. Cependant, la teneur élevée en acide sialique & lagquelle mous aboutissons
est en contradiction avec la conclusion de QSTROWSKI et Coll (1918) (504). Pour ces
auteurs, l'acide siaslique ne fait pas partie de la molécule de riboflavoprotéine.

Les données que nous avons acquises concernant le composé PA,, bien que

fragmentaires, n'en permettent pas moins de distinguer trés nettement ce nouveau

composé du jaune d'oeuf des deux autres.

YV -~ CONCLUSION GENERALE CORCERNANT LES COMPOSES

A COMPORTEMENT PREALBUMINIQUE.

L'électrophorese en gel mixte d'acrylamide — agarose nous a amené & caracté-
riser trois composés & comportement préalbuminique dans les protéines solubles totales
(PST - 4 et PST - 5), que nous avons appelés PA1 ’ PA2 , et PA3 par ordre de mobilité
croissante (voir pe 115).

Nous avons montré que le composé PA3 correspond & la riboflavoprotéine, puis
isolé le composé PA1 y Jusqutalers inconnu. ¥ous avons établi, par ailleurs, gue la
phosvitine, qui possdde également un tel comportement en électrophorése, n'est pas
identifieble & 1'un de ces composés.

L'étude de leurs propriétés physicochimiques nous & permis de préciser leur

nature 3
- la riboflavoprotéine (PA3) est une glycoprotéine et nous savons qu'elle fi-

xe la vitamine 32’ responsable de sa coloration en Jaune,
- La phosvitine est une phosphoprotéine, riche en phosphore (10 %),

~ Bnfin, PA1 est une glycoprotéine, trés riche en glucides (57 % de glucides

totaux).

Il reste done & isoler PAZ. La chromatographie d'échange d'ions sur CM -
Cellulose des protéines solubles totales (PST - 4 et PST - 5) conduit & une fraction
A‘ renfermant en mélange les trois composés PA, , PA, et PAT Cette fraction doit done
&tre soumise & un autre type de chrometographie, afin de préparer PAZ.

Nous n'y sommes pas parvenus jusqu'hs présente




3 -~ ISOLEIENT ET ETUDE DU VITELLOMUCOIDE

———
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Le vitellomucoIide a été caractérisé par ONOE (1936) (505 ) qui a isolé ce
composé du jaune d'oeuf, aprés extraction des protéines solubles et fractionnement
au sulfate d'ammonium, traitement par la chaleur, le vitellomucoide étant enfin pré—

cipité par l'alcool.

la premidre étape de sa préparation nous & conduit aux protéines solubles
totales, méthode 5 (PST - 5)(voir p. 103).

SEZILLE (1964) (506 ) a fait une étude critique de cette préparation, met-
tant en évidence les imprécisions qu’elle comporte, pouvant &tre la cause d'une mau~-

vaise reproductibilité.

Il aurait été logique, pour préparer le vitellomucoide, de fractionner le
mélange des protéines solubles totales, méthode 5 (PST - 5).

En fait, le composé que nous avons caractérisé, proche par ses propriétés

de celles conmues, du vitellomucolide, a été mis en évidence, par haserd, lors de
1tétude chromatographique du mélange des protéines solubles totales, méthode 3 (PST -3,

I - ETUDE CHROMATOGRAPHIQUE DES PST -~ 3

A la suite de MANDELES (1960) (507 ), RAPPAPORT et LEONIS (1962) (508 ),
nous avons soumis les protéines solubles totales que nous avons préparées selon la
méthode 3 (PST - 3), & 1'analyse chromatographique sur différents supports (résines
échangeuses d'ions, tamis moldculaires). Toutes ces expériences ont révélé 1'hété-
rogénéité des protéines solubles totales du jaune d'oeuf.

Le choix du mélange PST ~ 3, pour ces fractionnements, se justifiait & nos
yeux, étant donnée la moins grande complexité révélée par l'électrophorése en gel
. dtacrylamide - agarose, et par ailleurs nous disposions d'un immun-sérum anti-
PST - 3,

Au cours de cette étude, les fractions obtenues ont été systématiquement
analysées '

o Détermination de la composition centésimale en gluecides,

« Etude électrophorétique,

o Etude immunoélectrophorétique.
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Des différents fractiomements chromatographiques réalisés, l'un d'eux
nous a paru particulidrement intéressant, en ce qu'il permet de caractériser une

fraction riche en glucides.

& - PRINCIPE

Nous avons soumis les protéines solubles totales (PST - 3) & un fraction- ‘
nement chromatographique sur DEAE - Cellulose, selon un procédé voisin de celui
utilisé par JAKUBCZAK (1971) (509 ). ' '

B -~ MODE OPERATOIRE

2 g des protéines solubles totales (PST - 3), dissous dans 20 ml de tampon
phosphate 0,005 M pH 5,0 , sont soumis & la chromatographie sur des colomnes (2,0 em
X 40,0 cm) de DEAE - Cellulose (DE - 32 Whatman) stabilisée avec le méme tampon phos—
phate 0,005 M pH 5,0 .

L'élution des colonnes est réalisée & l'aide d'un gradient discontinu de
concentration en NaCl, par passage successif :

« Du tampon de stabilisation de la cellulose modifide,

o Bt d'un tampon phosphate 0,005 M dont la concentration en NaCl a été portée |
successivement & 0,05 M et 0,2 M,

: La vitesse de passage des tampons est réglée & 25 m1/h. cm2 et des fractions
de 8 ml sont recueillies toutes les 6 minutes,

Les solutions effluentes sont analysées en continu par spectrophotométrie
U, V. afin de repérer les protéines : le diagramme obtenu est donné 2 la Figure 43
(p. 168).
: Par ailleurs, 1 ml de chaque fraction recueillie est prélevé pour dosage
d'acide sialique selon la méthode de WERNER et ODIN (1949 - 1952) (510 ) (511 ).
Les points ainsi obtenus sont reliés par une courbe (Figure 43)(p.168 ).

Aprés regroupement, les fractions sont dialysées et lyophilisées : les
les protéides sont alors soumis aux analyses chimiques (composition centésimale en

glucides), électrophorétique et immuncélectrophorétiques
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C - RESULTATS

Le résultat du fractionnement est {llustré par L igure 43 (p.168 ).

§ fractions ont 6t6 obtenues,’

Les protéides des fractions A ns sont pes retemus par la celluloss Sohan-
geuse d'anions, la fraction A, étant éluée avec le front du tampon phosphate 0,005 M
de pH 5,0 .

le dosage d'acide sialique permet de regrouper les solutions effluentes
correspondant 4 la fraciion “‘2 o I1 eat en effet poseible de mettre en évidence, dans
1tefflivent, une forte teneur en acide sialique.

Le pic B, bisn que dissymétrique, est récupéré en une seule fraction.

Enfin, le pic U correspond i des comstituantsz blen fixds sur la réaine.

Les rendements de cetie chromatographie sont les suivants s

11$233m€t
Azt 90 ng,
ABzﬂ'Ong.
B 3 540 nmg,
¢ ¢ 450 mge

3 de ochacune de

uloralyee dlectrophorétigus sur acéiate de oellulose, révdle que la fraction
A, et hétérogbno et migre su niveau de la livétine ¥ (voir Figure 44, p.iTi ).

Les fractions Az A3 et B su . plus homogdnes et migrent toutes trois au niveau de

la livétine ‘3 Enfin, la fraction ¢ est tris snriohie en un constitusnt corres-
pondant vraisemblablement b la livétine (L . Ce type d'électrophorése ne permet pas
de discerner les fractions ‘2 ¢ 13 et B qui présentent cependant dee différences sen-
sibles de composition chimique.

3¢ itunod o 18 (Pigure 45 , p. 172 ), ne permet pas non
plus, de mettre en évidonoo de différonce entre les trois fractions ‘2 A3 et B, Dans
1a zone de migration correspondant A la livétine (3 , zome oh se situs le vitello~
mioofde (WILLIAMS - 1962) (512 ),(SBZILLE -~ 1964) (513 ), ces trois fractions pré-
sentent deux arcs, correspondant vraisemblablement aux ares de préoipitation 4 et 5
du mélange PST -~ 3, (voir Figure 25 , p. 121).

la fraction 11 présente un diagramme immuno-électrophorétique asses simple
ol i1 est possible de caraotériser deux arce & comportement cathodique.
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PST A, A, Ag B c

Veronal pH 8,65 p 0,07

1OVecm 2h30

Figure 44
Electrophordses sur Acétate de Cellulose
Des Fractions Obtenues par Chromatographie
Des Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf (PST)
sur DEAE - Cellulose (’T.“«




PST
APST
A,
y, &
i

i . APST

Figure 45
Immunoélectrophordses des Fractions Obtenues par Chromatographie
Des Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf (PST)
sur DEAE - Cellulose
A, PST : Immnsérum anti-Protéines Solubles Totales
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Enfin, la fraction C se révéle tris hétérogene, le diagramme obtenu se rap-
prochant de celui des proiéines solubles totales (PST), la zone cathodigue du diagramme
étant toutefois légérement différente.

D ~ CONCLUSIORS

La chromatographie des PST - 3 sur DEAE - Cellulose permet de préparer une
fraction glycoprotéique riche en glucides,

¥i 1'électrophorése sur acétate de cellulose, ni 1'immunoélectrophorése ne
permettent de mettre en évidence entre les fractions A, A3 et B une différence permet-

tant de localiser la fraction riche en glucides.

Toutefois, 1l'électrophorese sur acétate de cellulose révele dans la fraction
A2 la présence d'un composant majeur migrant au niveau de la p livétine.

Le rendement de la chromatographie, en ce gui concerne A2 est faible. Nous
avons essayé, sans succdés, de modifier le procédé de fractionnement (augmentation de la
taille des colonnese..) pour préparer de plus grandes quantités de cette fraction, en
vue de la soumettre & un autre type de chromatographies '

Nous avons donc cherché & mettre au point un autre procédé de préparation
d'une fraction de ce type, capable de donner un meilleur rendement.

II ~ ISOLEMENT DU CONSTITUANT C

Selon ONOE (1936) (514) le vitellomucoide est difficile & précipiter. Une

des étapes de la préparation de ce composé consiste en une précipitation au sulfate
S'ammopjum des protéines solubles du jaune autres que le vitellomucoide.

Il était donc logique de fractiomner les protéines solubles totales du jaune
par le sulfate d'ammonium, afin de préparer une fraction riche en glucides contenant
le vitellomucoide pour ensuite la soumettre & 1l'analyse chromatographique en vue de

purifier ce composé,

La fraction .A.2 ayant été isolée sur DEAE - Cellulose, & partir des PST - 3

il nous a paru souhaitable de travailler sur le méme mélange protéiques



174
A - FRACTIONNEMENT AU SULFATE D'AMMONIUM DES P3T - 3 |

® - P

A 1a suite de GORINI et LANZA-VECCHIA (1955) (515 ) mous avons pensé &
soumettre les protéines solubles totales du jaune d'oeuf & des précipitations frac-
tionndes & 1'aide du sulfate d'ammonium. Nous les avona, de plus, associéez & un
gradient de pH pour esssyer d'améliorer la séparation des différents constituants du
mélange des protéines solubles totales (PST - 3),

2° - }ODE OPFRATOIRE

Le schéma du fractiomnement que nous avons mis au point est donné & la

Figure 46 (p.175).
Le procédé comporte les étapes classiques ; toutefois, l'étape du précipité

P, (1/3 de saturation & pH 4,0) a été éliminée. En effet, les essais que nous avons
réalisds ont montré que F’2 était en tous points semblable A P3 (composition en gluci-
des, analyse électrophorétique et immunoélectrophorétique).

Le surnagesnt obtemu & 1/2 saturation et pH 4,0 eat réoupéré dialysé contre
eau courante puis contre eaun distillée et lyophilisée t c'est lg_mm_‘.

Au oours de ce fractionnement, les précipités sont repris par la solution
qul a servi & les obtenir afin de les purifier.

30 = RESUDATS

Ce procédé permet d'obtenir 4 fractions,
Les rendements de ce fractiomnement, conduit sur 15 g des PST - 3, sont
les suivants :

P, : 0,503 g,
P 3 1 6,1 &
Pyt 1,730 g
S, t 0,750 g

La détermination de la gomposition centésimale en glucides de chaque frac-

tion (TableauXXXI, p. 176 ) montre que la fraction S 4 8% Tiche en glucides,
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Mis en smolution & 5 % dans de l'eau distillée
Ajouter 1/2 vol. de sol. sat. de 80, (NH4)2

Ajuster & pH 7

Laisser reposer une nuit & 3¢ C
Centrifuger & %° ¢, 30 mn & 5.500 t/mn

$1
Ajouter 1/2 vol., de sol, sat. de 304(NH4)2
Ajuster & pH 7
laisser reposer une nuit & 3° C
Centrifuger & 3° C, 30 mn & 5.500 t/mn.

l

|

B

Remis en suspension dans une solution
De 804(NH4)2.?/3 de sat. pd 7
Centrifuger , dialyser , lyophiliser,
503 mge

|

S3
Ajuster & pH 4
laisser reposer une nuit & 3° C
Centrifuger & 3° C, 30 mn & 5.500 t/mn.

1

P3
Remis en suspension dans une solution
De 804(NH4)2 1/2 sat. de pH 7
Centrifuger , dialyser , lyophiliser,
6,1 2.

S
4
Dialyser contre esu courante
Puis contre eau distillée

Lyophiliser
750 mg.

Figure 46
Schéma de Fractionnement au SO4(NH4)2

Des Protéines Solubles Totales (PST - 3).

l

7
Remis en suspension dans une solution

De S0, (NH4)2 1/2 sat. pH 4
Centrifuger , dialyser , lyophiliser,

1,130 ge
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L'analyse électrophorétigue sur ascétate de cellulose {Figure 47, p.178 ),
montre qu'il est possible, & l'aide du sulfate d'ammonium de fractionner les protéines
solubles totales du Jaune en trois groupes correspondant aux précipités P1 s P2 et P4 :

~ Le précipité P; correspond aux composants les plus lents, migrant au
niveau de la [ 1ivétine,

- Le précipité P5 est hétérogéne mais contient une fraction majeure au
niveau de la B livétine,

~ Le précipité P’ est trés enrichi en un constituant ayant la vitesse de
migration de 1' ¢ livétins. ‘

Pour ce qui est de la frasction Sy s hétérogdne, elle comporte uhe fraction

mejeure ayant une mobilité électrophoréticue sensiblement inférieure A celle de la
11 gétine Q .

L'immunoélectrophortse, appliquée & ces fractions, (Figure 48, p.179 )
confirme ces résultats 3

- la fraction P1 présente un diagramme immunoélectrophorétique composé
essentiellement de deux arcs dont un & comportement cathodique. Cette fraction est done
assez peu hétéiogéna.

- les fractions P, et P, présentent des diagrammes beaucoup pius complexes.

3 ===

- Enfin, la fraction S1 parait intéressante. En effet, le diagramme obtenu
révele 3 arcs de précipitation, que nous avons appelés a, b, ¢, de l'anode vers la
cathode, dont un, l'arc b dans la zone de mobilité électrophorétique moyenne, corres-

pondant & celle des arcs 4 et 5 des protéines solubles totales (voir Figure 25, p. 121)

il n'est pas possible de dire s'il s'azit de l'arc 4 ou de 1'arc 5. Les deux autres
arcs sont L'un plus rapide : a, l'suire plus lent : ¢.

4° ~ CONCLUSIONS

Le fractionnement au sulfate d'ammonium des protéines solubles totales du
jaune (PST - 3) selon le procédé que nous avons mis su point est intéressant pour

plusieurs raisons 3

1e I1 permet la préperation d'une fraction S4 riche en glucides présentant
un composant majeur ayant une mobilité électrophorétique voisine de celle de la [3
livétine. Cette fraction est hétérogine et 1'immunoélectrophordse permet d'y mettire

en évidence 3 constituants antigéniques.

2, Le rendement de préparation de cette fraction S4 est relativement faible
si on considére que le fractionnement est effectué sur 15 g des PST - 3, ce qui repré-
sente environ 150 oceufs. Mais néammoins, il est convenable la fraction obltenue pouvant

8tre soumise par la suite & 1l'analyse chromatographique.
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1 P3 P4 S4
Veronal pH 8,85 p0,0?
10 V/em 2h30

Figure 47
Electrophoréses sur Acétate de Cellulose
Des Fractions Obtenues Par Précipitations au Sulfate d'Ammonium
Des Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf (PST)
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Figure 48

Immunoélectrophordses des Fractions Obtenues
Par Précipitations au Sulfate d‘'Ammonium
Des Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf (PST)
A, PST 1 Immunsérum Anti-Protéines Solubles Totales
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3+ Le procédé permet d'obtemir, outre cette fractiom S,, d'autres frac—
tions intéressantes, en particulier, la fraction P,. Ce précipité faiblement hétérogine
doit permettre, aprés purification, 1'isolement d'un comstituant antigéniquement homo-
gone,
Les précipités I?'3 et I’4 peuvent 8tre utilisés pour préperer les constituants majeurs
qu'ils contiennent, 1'un ayant la mobilité dlectrophorétique de la [3 livétine,
1'autre celle de 1' (I 1livétine,

Par ailleurs, nous avons soumis les protéines solubles totales, préparées
par les méthodes 4 et 5 (PST - 4 et PSP = 5) & ce schéma de fractionnement. Les frac-
tions 84 récupérées sont comparables & celles que l'on obtient em fractionnant les
PST - 3. Toutefois, elles sont plus hétérogdnes, contenant, en particulier, la ribo-
flavoprotéine.

B -~ PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE DE LA FRACTION S 4

Le vitellomuco¥de ayant, selon les auteurs (WILLIAMS - 1962) (516),
(SBZILLE - 1964) (517) la mobilité électrophorétique de 1a 1livétine [3 d'une part,
la fraction S 4 présentant dans cette zone un constituant majeur, révélé par 1'élec-
trophorése et par 1'immunocélectrophorese d'autre part, il paraissait logique de cher-
cher & isoler le constituant correspondant & cet are de préoipitation b (voir p. 177),

par chromatographie de la fraction 84

10 = FRINCIFE

Le constituant recherché apparait, dsns la fraction S,, en mélange avec un
composé plus amodique et un composé au contraire plus cathodique. On pouvait domc as'at-
tendre A éliminer le premier par fization sur une résine échangsuse d'anions et le
second par fixation sur une résine échangeuse de cations, la puriﬁoation chromatogra-
phique se faisant donc en deux étapes,

a) Shromatographie du S, gur DEAE - Cellulose

La chromatographie des PST - 3, sur DEAE - Cellulose, stabilisée en tampon
phosphate 0,005 M pH 5 permet, nous l'avons vu, de séparer les protéides em trois
groupes : les composants de faible mobilité électrophorétique d'une part, ceux de
mobilité intermédiaire, d'autre part, et enfin, ceux de grande mobilité électrophoré-
tique, les plus fortement fixés sur la cellulose modifide, Par ailleurs, la fraction
riche en glucides n'est pas retenue par 1'échangeur d‘ions.
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Nous avons soumis la fraction S, , & ce méme type de fractionnement

4
chromatographique.

T00 mg de la fraction S4 » dissous dans 10 ml de tampon phosphate 0,005 M
pH 5,0 sont soumis & la chromatographie sur une colonne (2,0 em X 30,0 cm) de DEAE -

Cellulose (DE - 32 Whatman) stabilisée avec le méme tampon phosphate 0,005 M de pH 5,0.

Ltélution de la colonne est réalisée & l'aide d'un gradient discontinu
de concentration en NaCl, par passage successif ”

o Du tampon de stabilisation de la résine, _

« Du tampon phosphate, 0,005 M de pH 5 dont la concentration en NaCl a
été portée & 0,2 M,

La vitesse de passage des tampons est réglée & 25 mi/h. cm2 et des frac-
tions de 8 ml sont recueillies toutes les 6 minutes.

Aprés regroupement, les fractions sont dialysées et lyophilisées.

b) Sous-Fractionnement du pic A

Les 350 mg de protéides correspondant au pic &, fraction riche en gluci-
des, dissous dans 5 ml de tampon acétate d'ammonium 0,1 M de pH 4,0 , sont rechroma-
tographiés sur une colonne (2,0 em x 15,0 cm) de CM - Cellulose (CM - 32 ~ Whatman)
stabilisée dans le méme tampon acétate d'ammonium 0,1 M pH 4,0.

Le déplacement des constituants est effectué & l'aide d'un gradient de

pH, par passage successif :
o Du tampon de stabilisation de la résine,

« D'un tampon acétate dfammonium 0,1 M de pH 7,0.
Les solutions effluentes sont regroupées, dialysées et lyophilisées.

0 . RESULTATS

a) Chromatographie du S‘ sur DEAE - Cellulose

1. Le diagramme chromatographique est donné & la Figure 49 (p.182 ),
il comporte deux pics : A et B, donnant lieu, aprés dialyse et lyophilisation aux
quantités de poudres suivantes :
A : 380 ng
: S S T -
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2. Les images électrophorétiques de ces fractions montrent que les
protéides contenus dans la fraction 84 ont été séparés en deux groupes (Figure 50,
p«184), La fraction A correspond aux constituants les plus lents, la fraction B aux
constituanta anodiques, qui ont éité fixde sur la résine,

3. L'immunoélectrophordse de la fraction A (Figure 51, p. 185), rdvile
la présence de deux arcs, confirmant le résultat de 1'électrophordse sur acétate de
celluloses Sur la méme figure, nous avons repris 1'immuncélectrophorégramme de la
fraction S4, sur lequel il est possible de caractériser 3 ares a, b, ¢, {voir p. 179).
Les deux arcs de la fraction A sont 1l'are b et l'arc ¢. La chromatographie sur DEAE -
Cellulose a donc permis d'éliminer, du mélange étudié, le constituant antigénique res-

ponsable de l'arc a, qui se retrouve dans la fraction B.

4. le détermination des glucides contemus dans les fractions (Tableau
XIXII, p. 186) permet de constater que 1la fraction A est plus riche en glucides que
la fraction 34 qui & servi & faire la chromatographie. Les rapports oses/osamines et
osea/acide sialique, ont par ailleurs les mémes valeurs, Quant & la fraction B sa
teneur en glucides est beaucoup plus faible., Il s'agit 1a d'impuretés qui ont été
éliminées au cours de la chromatographie.

b) Sous— fractionnement du pic A

1. La Pigure 49 (p. 182) illustre également le résultat de la rechroma-
tographie du pic A sur CM - Cellulose. Aux deux tampops d'élution utilisés successi-
vement, correspondent deux pics : C et D. Les rendements sont les suivants @

c 175 ng,
D t 23 mge

2. Les électrophoréses de ces fractions, sur acétate de cellulose ont €..
réalisées parasllélement & celles des fractions S4 et A. (Figure 52, pe. 187)e On peut

ainsi sulvre le fractiomnement du S,. En effet, l'image domnée par le pic C ne révidle

qutune seule tache. La fraction D cgrraspond a4 un constituant plus lent que le cons—
tituant C,

3¢ La fraction € est immunologiquement homogine : c'est ce que révéle
1'immunoélectrophorégramme de la Figure 51 (p. 185). De la comparaison avec les sché-

mas des fractions S4 et A, on peut déduire qu'il s'agit de l'arc b,

4. Le composé C est de mature glycoprotéinique, riche en glucides (37 %
de glucides totaux) (Tableau XXXII, p. 186), les rapports oses/osamines et oses/acide
sialique ayant des valeurs voisines de celles des mémes rapports calculés pour les

fractions 34 et A,
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Electrophordses sur Acétate de Cellulose
Des Fractions Obtenues par Chromatographie
du 84 sur DEAE - Cellulose
FST 3 Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf
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Figure 52
Electrophordses sur Acétate de Cellulose _
Des Fractions Obtenues au Cours de la Rechromatographie du pic A
sur O - Cellulose
PST 3 Protéines Solubles Totales du Jaune d'Oeuf
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5 Quant & la fraction D, elle se présente aprés lyophilisation sous
la forme d'une poudre légérement teintde en rose, cela fait penser & la Tm;lsferrina,
Son imsge électrophorétique (Figure 52, p. 187) montre qutelle est relativement homo-
géne, Sa composition en glucides {Tableau XXXII, p. 186) n'est pas trés éloignée de
celle qui est proposée par WILLIAMS (1962) (518), & propos de la transferrine du sérum

de poule, constituant en tous points identigque, sslon 1'auteur, & la transferrine pré-
sente dans le jaune d'ceuf (voir p. ©0).

49 ~ CONCLUSIONS

1« Le procédé de fractionnement chromstographique, de la fraction S 4
que nous avons mis au point, résumé 2 la Figure 53 (p. 189), permet de préparer un
constituant C, immumologiquement homogine. Le rendement bien que faible (175 mg & par-
tir de 150 oeufs) peut &ire considéré comme acceptable.

2, Le composé C est une glycoprotéine, riche en glucides. Les compo-
sitions glucidiques comparées, données par les auteurs & propos du vitellomucoide d'une

part et celle du gomposé C, que nous avons obternu d'autre part, sont raessemblées au
Pableau XXXIII (p. 190). Notre composé C est plus riche en acide sialique que le vitel-
lomucoide (WILLIAMS - 1962) (519), (SEZILLE ~ 1964) (520). Sa teneur en osamines est
voisine de celle du vitellomucoide, donnée par ONOE (1936) (521). Par contre, pour ce
gqui est des oses “neutres", notre composé est moins riche, (15,6 %) que celui qui est
étudié par ONOE (1936) (522).

Enfin, globalement notre composé C est plus riche en glucides (37 % de
glucides totaux) que le vitellomucoide décrit par ONOE (1936) (523) (30,3 %), ce der-
nier n'ayant pas dosé l'acide sialique,

3. La glycoprotéine que nous avons isolée, posséde, en acétate de cel-
lulose, une mobilité électrophorétigue comparable , bien que légérement inférieure, &
celle de la 3 livétire. Cette mobilité est celle d'une o globuline., Les auteurs

WILLIAMS ~ 1962) (524) , (SEZILLE -1964) (525), ont étudié le comportement éleciropho-
rétique du vitellomucoide sur papier et en gel d'amidon. I1 est done difficile de com=
parer notre résultat aux leurs.

4o Aucun auteur n'a soumis le vitellomucoide qu'il a préparé & 1'im-
munoélectrophorése. L'arc de précipitation que nous avons obtenu avec notre composé C,
se situe au niveau des arcs 4 et 5 obtenus avec le mélangs des protéines solubles
totales. Cela confirme que la mobilité électrophorétique du composé C est celle d'une

« P globuline, Il n'est toutefois pas possible d'identifier avec certitude l'arc

obtema & l'arc 4 ou ltarc 5.
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Sa
Obtenu par précipitations
Fractionnées au S0, (NH")2 des PST 3

Chromatographie sur DEAE - Cellulose
En tampon phosphate 0,005 M pH 5

| ,
| |

A B
Elué dans le tampon Elué par un tampon phoaphate
De stabilisation. 0,005 ¥ pH 5 + 0,2 K NaCl,
|

Chromatogrephie sur CM - Cellulose
En tampon acétete d'ammonium

0,1 K pH 4.
C D
Elué dans le tampon de Blué par un tampon acétate
Stabilisation de la résine. D'ammonium O,1 M pH 7.

Figure 53
Purification chromatographique de la Fraction 54




Tableau XXXIII
Compositions Glucidiques Comparées du
Vitellomucoide et du Composé C

Vitellomucoide
Glucides p/100 Compogé C
ONOE (1936) (521 ) WILLIAMS (1962) (519 )| SEZILLE (1964) (520 )
Oses "Neutres" 15,6 20,2 (Mannose) 7,8 11,5
Osamines 11,0 10,1 (Glucosamine) 5,5 -
Acide Sialique 10,35 - 2,0 4,3

061
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5. La_présence de lu transferrjine dans la fraction 84 st'explique fort

biene. En effet, WILLIAMS (1962) (526) a isolé la transferrine du jaune d'ceuf & par-
tir du précipité obtenu en amenant les protéines solubles totales 3 80 % de saturation
en sulfate d'smmonium. Notre fraction P, étant obtenus & une saturation inférieure

&
il est done logique que la transferrine se retrouve dans le S,.

4

. 6. De la méme fagon, lorsque la préparation du S4 eat faite sur les
mélanges des protéines solubles totales, préparées par les méthodes 4 et 5 (PST - 4,
PST - 5), plus riches en riboflavoprotéine, ce constituant se retrouve normalement
dans la fraction S,. En effet, OSTROWSKI et Coll (1962) (527), ZAK et OSTROWSKI
(1963) (528) ont préperé la riboflavoprotéine i partir du préeipité obtemu en amepant
les protéines solubles totales méthode 4 (PST ~ 4) & 80 % de saturation en sulfate
d'ammonium, '

C ~ CORCLUSION GENERALE CONCERNANT L'ISOLEMENT DU

CONSTITUANT C.

Le composé C que nous avons 180lé A partir des protéines solubles totales
du jaunme et le vitellomucoXde déorit par les auteurs, possddent en commun deux pro-
pridtés

- I1 s'agit dans les deux cas de glycoprotéines riches en glucides,
- Les mobilitéa électrophorétiques des deux constituants sont toutes
deux comparables & celle de la F3 livétine,

III -~ ETUDE DU COMPOSE C

A - PROPRIETES IMMUROLOGIQUES

La purification chromatographique de la fraction 84, obtenue par précipi-
tations fractionnées des protéines solubles totales du Jaune, nous & permis d'obtenir
un constituent immunologiquement homogéne, dont le schéma 1mmuncélectrophorétique ne
comporte qu'un arc : b (voir p.185).

Nous avons cherché, dans un premier temps, & identifier cet arc de
précipitation.

Par milleurs, nous avons vu que la fraction A1, obtenue par chromatogra-
phie des protéines solubles totales sur CM - Cellulose, présente, lorsqu'il est réa-
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lisé aveo un immunsérum spéeifique de cette fraction 11 , un disgramme composé de
deux arcs, dont un arc en positiom 4! (X 2 globuline. Nous avons fait réagir, dans
un deuridme temps, noire composé C contre cet immunsérum,

1% -~ IDENTIFICATION DE L'ARC b

a) Mode Opératoire — Principe

Nous avons préparé un immnsérum anti-fractiom S, (a. s 4).

Cette fraction contient trois constituants antigéniques : a, b, et ¢,
par ordre de mobilité déeroissante (voir p. 179). L'imsmmeérum obtemu eontient dome
~ trois anticorps : anti - a, anti - b, anti - o,

L'immmoélectrophordse des protéines solubles totales (PST - 3) réalisde
avee cet amtisérum devait logiquement domner trois arcs, correspondant & ces trois
constituants antigéniques. |

En faisant réagir, aprds électrophordse, les protéimes solubles totales,
d'une part contre 1'immunsérum anti-protéines solubles totales, et d'autre part,
contre cet immunsérum anti-fraction S 4 on devait obtenir le raccordement des arcs
correspondants et identifier les ligues a, b et o & 3 des 9 arcs du disgramme
rapporté & la Figure 25 (p. 121).

b) Résultat - Comclusion

Le résultat que nous avons obtenu est donné A la Figure 54 (p. 19%).

L'arc a est absent du diagramme obtemu en faisant réagir les protéines
solubles totales contre 1'immnsérum anti-S )y (4, s 4).

Mais on peut observer que 1! b_se corde 'ars 5 du schéma obtenu
en faisant réagir les protéines solubles totales contre le sérum anti-protéines solu-
bles totales.

On peut donc attribuer l'arc 4 & la livétine [3 et 1'arc 5 au composé O,
qqi présente, nous l'avons va, des analogies avec le vitellomucolde.

20 — REACTION DU COMPOSE C CONTRE L'IMMUNSERUM ANTI-A,

L'immmnoélectrophore#se du constituant ¢ i=olé, réalisée avec 1'immun-
sérum anti-fraction A,, est donnée b la Figure 55 (p. 194).

Nous voyons gue le constituant C donne, avec cet immunsérum, ume ligme
de précipitation en position d' L , globulizme.
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Identification de 1'Arc de Préciﬁitation du Composé C
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Réaction Immunologique des Composés C et PA’
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Nous pouvons dome en déduire que le comstituant C se trouve en mélange
avec le constituant PA,, dans la fraction A1 isolée par chromatographie des protéines
solubles totales sur CM - Cellulose. (voir p. 146).

Ce fait est d'ailleurs tout & fait logique, puisque le compoaé C n'est

ras fixé sur la CM - Cellulose, dans la deuxidme étape du procédé chromatographique
de purification gque nous avons déerit.

B ~ PROPRIETES PHYSIQUES

1° « PROPRIFTES OPTIQUES

a) Absorption de la lumidre

la courbe d'absorption de la lumidre, réanlisée em cuve de 1 cm de trajet
optique, sur des solutioms de protéide & 0,10 % dans 1l'eau & pH 7, présente um maxi-
mum d'absorption & 278 nm, dans l'ultra-violet, longueur d'onde A& laquelle mous avons
mesuré le coefficient d'extinctionm.

Nous avons trouvé, pour le composé C, la valeur de : E ;718)‘;\;00 = 3,4.

b) Pouveir Rotstoire Spécifigue

La mesure a été effectuée b 546 pm, sur ume solution & 800 mg de protéide
pour 100 ml de tampon phosphate - citrate 0,1 M pH 6,5 , & 1'aide d'un micropolari-
-mbtre ZEISS, Dans ces conditions, nous avons obtemu pour le composé C la valeur de

220 ¢
(&) 546 gn= =30 %0 -

2% - POINT ISOELECTRIQUE

Le point 1soélectrique a é1é déterminé par élestrofocalisation en gel
de polyacrylamide selon la technigue déerite & la page I54.
' Appliquée au composé C, 1'électrofocalisation en gel conduit au résultat
donné & la Figure 56 (p. 196). Le schéma obtemu présente plusieurs bandes de poinmts

isoélectriques compris emtre 4,9 et 5,3.

20 - CONCLUSIONS

1. Selon OROE (1936) (529) le pouvoir rotatoire spéeifique du vitel-
lomucoide est de ¢
( o )%= a1,
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L'auteur ne précise pas la pature du tampon ayant servi & dissoudre le
vitellomucoide. La mesure a été faite avec la raie D du sodium, clest & dire & une

longueur d'onde de 559 nm.

Afin de pouvoir mieux comparer notre veleur avec celle de cet auteur, nous
avons mesuré le pouveir rotatoire spéecifique du composé € & 578 mm, longueur d'onde
la plus forte donnde par le micropolarimétre ZEISS. Nous avons trouvé i

22
( & )Smmz“gsszov

Nous pouvons donc conclure que le pouvoir rotateoire spécifique de notre
composé C est relativement proche de celui qui est domné par ONOE (1936) (530) a
propos du vitellomucoide.

2. Ltélectrofocalisation en gel permet de dire que le point isoélec-
trique du composé C est compris entre 4,9 et 5,3 , ce qui donne comme valeur moyemne
5,1,

ONOE (193%6) (531) propose pour le vitellomucoide celle de 5,5, valeur
voisine de celle que nous obtenons pour le composé C, par une technique tout & fait
différente.

Les propriétés physigues étudides, pour le vitellomucoide et le composé
C, que nous avons isolé, bien que fragmentaires, n'en permetient pas moins de rappro-

cher les deux constituants.

C - PROPRIETES CHIMIQUES

16 -~ TEREUR EN PHOSPHORE

a) Méthode

Le phosphore a éié dosé, aprés minéralisation, par la méthode colorimé-
trique d'ALLEN (1940) (532).

b) Résultats

Le composé C renferme trés peu dé phosphore puisque nous avons cbienu la

valeur de 0,03 %.
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2% - COMPOSITIOR EN GLUCIDES

a) Méthodes

Les techniques de dosages utilisées sont les mdmes que celles qui ont
été appliquées aux constituants & comportement préalbuminique (voir p. 158).

b) Résuliats

Elle a été donnée au Tableau XXXII (p. 190) et nous 1'avons reprise su
Tableau XXXIV (p. 199).

2. Composition en oses neutres

Les résultats figurent au Tablesu XXXIV (p. 199).

0 =C SITION EN ACIDES AMINES

a) Méthodes

Comme dans le cas des constituants A comportement préalbuminique, les
acides aminds ont été déterminés, aprés hydrolyse chlorhydrique en tubes scellés, &
1ltauto~analyseur Beckman, Le tryptophsnne a été doséd simultenément avec la tyrosine
par la méthode spectrophotométrique de GOODWIN et MORTON (1946) (533).

b) Régultets

La composition en acides eminés du composé C est donnée su Tableau XXXV
(Po 200)-

4° ~ CONCLUSION

Nous avons comparé plus haut la composition centésimele en glucides du

composé C aux résultats donndas par les auteurs & propos du vitelliomucoide (voir
Fableau XXXIII p. 190).

Lt'étude de la composition en ome est intéressante car elle montre que
trois oses neutres entrant dans la composition de la molécule du composé C 3 le galac~
tose, le glucoss, la mannose, dans le rapport : 1 : 1 : 2, Le résultat est en par-
faite concordance avec celui de (SEZILLE - 1964) (534) (voir p. 87).




Tableau XXXIV
Composition en Glucides du Compoad C
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Glucides p. 100 Composé C

Composition Centésimale

Oses "Heutres" 15,6
Osamines 11,0
Acide Sialique 10,35
Oses Neutres/Osaminee 1,42
Oses Neutres/Acide Sislique 1,52

C 8 Ones Neutre

Galactose 3,9
Glucose 3,9
Mannose 7,8




Composition en Acides Aminés du Compoaé C

Pableaun XXXV

Acides Aminés en g p. 100 g Compoané €
Aoide Aspartique 6,58
Acide Glutamique 5,21
Arginine 2,31
Histidine 1,75
Lysine 6,51
Alanine 2,19
Cystine / 2 4,30
Glycoocolle 1,15
Isoleucine 1,93
Leuoine 2,55
Méthionine 0,57
Phénylalanine 2,08
Proline 1,51
Sérine 4,16
Thréonine 3,97
Tryptophanne 4,9
Tyrosine 5,10
Valine 4,05

)

J_) \‘l :‘
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la composition en acides aminés n'a pas été étudide par les auteurs 3
remarquons toutefois, que le composé C contient de ls cystine. Il diffdre donc en
cela du composé RA1 que nous avons mis en évidence. Sa forte teneur en cet acide
aminé (4,3 %) doit &tre rapprochée de la teneur en soufre de 2,6 % donnée par
ONOE (1936) (535).

IV ~ CONCLUSION GENRALE CONCERNANT LE COMPOSE C

Aprés avoir mis en évidence, par chromatographie d'échange d'ions sur
DEAE -~ Cellulose des protéines solubles totales, une fraction riche en glucides,
nous avons préparé la fraction S,, par précipitations fractionndes au sulfate d'am-
monium. Cette fraction S, a été ensuite purifiée, par chromatographie et nous avons

4
obtemu le composé C.

Le composé C est de nature glycoprotéinique, riche en glucides (37 % de
glucides totaux). Il possiéde une mobilité électrophorétique, sur acétate de cellu-
lose et en gelose (immunoélectrophorése), comparable i celle d'une o &lobu~
line, 1'amenant au niveau de la [3 livétine,

Son pouvoir rotatoire spécifique, son point isoélectrique, pour les
propriétés physiques, sa composition en oses neutres et sa richesse en cystine pour
ce qui est des propriétés chimiques, permettent de rapprocher le composé C du
vitellomucoIde décrdt par ONOE (1936) (536), WILLIAMS (1962) (537) et SEZILLE
(1964) (538).

Nous avons en outre identifié avec certitude l'grc de précipitation du
composé C & 1l'arc 5 du disgramme immunoélectrophorétique des protéines soclubles
totales du jaune d'oeuf.




202

CONCLUSION GENERALE

Aprds avoir précisé 1'héiérogénéité des protéines solubles totales du
Jaune d‘oeuf, au moyen de 1'électrophorése et de 1'immunoélectirophordse, nous avons
été amenés b dtudier quatre constituants présents dans la fraction hydrosoiuble
du Jjaune d'oeuf.

Prois d'entre eux ont été signalés et décrits par les auteurs i

ts Pour ce qui eat de la Riboflavoprotéine, nous avons confirmé cer~
taines des donndes acquises. Toutefois, nous obtonons; pour ce composéd, des teneurs
en acide sialique et en phosphore supérieures & celles qui sont données dans la
littérature, Il y aurasit lieu de préciser ces deux points. Pour cela, la ribofla-
voprotéine, doit 8tre purifide, ce que nous n'avons pas réussi & faire.

2. Nous avons préparé la phosvitine et montré que le procédé mis au
point par MECHAM et OICOTT peut également conduire & un mélange des protéines solu-
bles totales du Jaune d4'ceuf,

Nous avons étudié son comportement électrophorétique, en gel d'agarose
et en gel mixte d'acrylamide -~ sgarose, par rapport & ceux des protéines solubles
totales et de la riboflavoprotéine. Pour cela, nous avone du mettre au point une
technique de coloration des électrophorégrammes au bleu de Toluidine,

3. Quant au vitellomucoXds, nous l'avonas obtenu dans un état de pure-
té convenable, afin d'en faire, par la suite, une étude plus détaillde., Néammoins,
nous avons précisé, le oconcernant, un certain nombre de donndes, en particulier sur
sa nature glycoprotéinique et son comportement électrophorétique. Nous avons éga-
lement identifié l'arc de précipitation de ce composé, dans le diagramme immuno—
électrophorétique des protéines solubles totales du jaune d'oeuf,

L'étude que nous avons faite nous a enfin permis de caractériser un
composé nouvesu dans le jaune d'oeuf : PA1. Il s'agit d'un constituant nettement

individualisé, par sa nature et ses propriétés,

Les caractéristiques principales de ces quatre protéides sont rassemblées



Pableau XXXVI

Propriétés Physiques et Chimiques

de la Riboflavoprotéine, de la Phosvitine,
du Constituant PA1 et du Vitellomucoide.
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1po 100
278 nn
) 22°%
546 nm

E

( a

Pi

Glucides

| « Oses Neutres
Galactose
Glucose

i Mannose

+ Osamines

« Acide Sizlique

Composition en Acides
Aminéd
« Cystine
« Sérine
. ogine

Propriétés Particulitres

Composition Centésimale en

Riboflavoprotéine| Phosvitine PA1 Vitellomucolde
11,5 6,0 1+4 3,4
- 47°5 - 575 - 31025 - 30°0
4,0 4,75 - 5,14 3,8 - 4,0 5,1
5,8 2,6 28 15,6
3,21 1,11 11,61 3,9
0,54 0,38 2,52 %,9
2,08 1,11 13,87 7,8
1,2 14,0 11,0
3,85 1,7 15,7 10,35
11,64 25,00 1,04 4,16
3,80 1,05 11,50 5,10
Fixe la Richesse en
Vitamine B Phosphore

2
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au Tableau XXXVI (p. 203). Nous pensons poursuivre le travail entrepris, afin de
le compléter. |

Par ailleurs, 1'étude bibliographique nous a appris que plusieurs cons-
tituants du sérum de la poule sont présents dans le jaune d'oeuf et plus parti~-
culidrement danes sa fraction hydrosoluble. Il parait intéressant de reprendre le
probldme de cette filiation et d'essayer de 1'étendre aux composés que nous avons
isolés : vitellomucoide et PA1. Ce dexrnier, par sa nature glycoprotéinique et son
comportement électrophorétique, qui est, en gelose, celui dfume (X 1 globuline,
présente une analogie certaine avec l'orosomucoide. Nous essaierons donc de démon~
trer la présence de l'orosomucoide de la poule dana le jaune d'oeuf, les techniques
de fractionnement et d'analyse don%t nous disposons devant nous permetire d'aboutir
asses rapidement & un rémltat. '
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