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a) *Pm&amtfon des ProteW. Solubles Totales 
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1. Obtention âe~ la ribofIrrroprot6ine brute 



1' - P m -  



Cr - CaaraIitrSIoa GamuLFi cm- &Ti m S B C  PA, 
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20 - C o S I l ' I O B  $II GLUCIDES 



IV - CONC~SIOIY G E S E U T 3  CONCERNANT LE CO#POSE C 
e 

B I B L I O G R A P B I E  



Voyes-mus cet oeuf ?. 

C'est a m  cela qu* on renverse 

tates 1- ecoi- de ~heoiogie 
et t o u ~  les tes;rples do la terrre. 

DIDEROI 

Entrotion avoo d*Aïaknbort. 

Dam 10 cadre dos activit8a du Laboratoire do Chimie Biologique do l'Un%- 

vcrsit6 dos Scionccs ot T e ~ ~ h n i q w  de L i l l o ,  ot B la suite du b v d l  deilkd par , 
3- ( l m )  (i), mr les giyc~prot8inos àu blanc d90& & pouîe il paraissait 

logique de s'intéroeser au sauno o t  en partioulier aux giyctoprot8 



Le jaune e t  l e  blanc de l loeuî  sont t r è s  diffdrenta l'un de l fau t rec  

Le blanc d'oeuf e s t  trbs hydrat6- e t  ne renïenne guhxe que des protides e t  

des macro-min4rsux, 
I 

Le jaune, par con%=, e s t  peu hydrat6 e t  uonrrentre tous lee constituante 
1 

biologiquement indispensables r protidee, lipidee, tnaoro-616mente e t  ol~-=élQments.  ; 

Le jaune occupe l e  centra de Itoeuf. 11 e s t  entour6 par la membrane vitel- 

l ine,  qui, en adparant l e  jaune du blanc, assure 1 ' h t 6 g r i t i  de 1 ' oeuf. 

La etmature de la membrane vi te l l ine a 6 tQ $tudide par J'IVOLD (1 951 ) (2). 

BELLAXRS et Col& ( f  963) (3) ont montré que la membrane vitell ine,  dont le 

poids total  e s t  d'environ 7mg/mg/oeuf, comprend 2 parties s 

- Uxae xiartie interne f o d e  de f ibree analogues A cellee du t ieau connectif 

e t  secrétée par 1' 6pith6lium f 01liouLaire au niveau de l'ovocyte, 

- U n e  e e  externe d m  fo i s  plus Bpaisse, conatituee par des protdbea 

de mQme constitution que cel le  de 18albunien, seordtds rraimblablement par l 1 ~ â i -  

bulm Be l'oviducte (BAIN e t  Col1 - 1- (4). 

Lo Jaune dloeuî e s t  conetihte de oouches uon~entriques le8 une8 plw fonodes 

que le8  autres (ROMANOFF e t  RONBWOFF - 1949) (5). Cette organisation régulière a s t  

vieible sur la ooup. d'un $aune d'oeuf mît dur. Cette diffQmnce de oouïcnrr ao f i s t i  

pond B dea dîffdrenceer de composition ohiimfque. Ler oouohere #les reprdaentent 5 $ 
du jaune, Leur rapport lipidesbprotidee e s t  p1u.a faible  que aelui  dea aouuhere plus 

eombres ( p n > ~ f r ~  - 1911) (6) , @POEH e t  Col1 - 1916) (7). 

Les Constituants du Jaune d'Oeuf 

Ettu z 49 k 
Protides t 16.5 $ 

Lipidere t 33 $ 
Gluuidee 8 1 %  

Mineraux r 0,6 5. 

Il e s t  poasible, selon JACQUOT e t  ARRIAB (1954) (9) de distinguer un 
dldmlggf conet& : protidee, lipides, glucides, nurc-draur, e t  un (5118aeat 
variable, rep.résent8 par lee  oligo-conetituants t Vitwînes, Aaides Amindi l ibree 

e t  mindraux. 



1 - LA FRACTION LIPIDIQUE 
C'est la fraction la plus importante du jaune d'oeuf : elle f a i t  

l'objet de nombreux travaux. 



11s mpd~entent en mugeme, '39 h 35 $ du poids Bu jsuas dlosuf frais. 

A - mARTITIOaf 

Les diffdrents lipides du jaune d'oeuf ont Bt6 BtudiBe en partiaulier par 

KAUCHER (1944) (10) e t  && (1%2) (11). 

Selon SEZILU (1 964) (12), les l ip ides  du jaune d'oeuf as répeutlesent en 

2 &rOUpe8 Z - : d'une part, pour T3 96 de8 lipide8 totaux, eu -  

m h e  répartie en t 

Qlyc6rfdss : 93 $ 
, Choleatdrol et Stdrole 2 6  5% 
, 8tdridsu r i  $ 

En outre, cret auteur a ps6ais4 Ts pdeenue d'acide gras libres dana le 

&une d' oeuf?, 

La ctomposition moyenné en lipide8 du jaune selon SEZILLE (1 964) (1 3) est 

A d e  dana le tableau 1 (P. 5), 

Il aonvient de rrtttaoher aux lip.tdea, les pigmenta lipoaolubles, oaro- 

tdm%des, représentant 0,2 % du jaune [JACQUOT et  bD1RI.U - 1 (1 4)  ainsi que 
les vitamines A, D, B et  K préeente~~ dans le jaune d'oeuf. 





ber l ipide8 toterux sont surtout ~ L I L B ~ ~ B L S B  du point de vue de leur oompositiorr 
en aoides gras, 

Les p h o j p -  ~ F B V B ~ M X  sus oettta queetion ont Qti I.QaUaBs psr t 

(1957) f 16) , JdMES e t  MEBB (1958) 

1 (19). 

(1 964) (21 , pprxr *-to4mlzhie 
oouche terrain6 aetto oompoaition aveo pmk 
oiaioa, levant abr r i  ltincertieUd,e dea r9mltats disaombnts obtenus par l e s  autre@ 
auteurs. Cet-te oonipasition est pdcia8e dm8 le %bleau II (p, 7). 
11 faut noter la prédont as trbs nette de l*aoj.de oléjiqw (44 9& dea aoidea gras des 

U p i d e ~  totaux) a lîckcL&e gras aturé 1s plus important B b n t  18aoide pairnitique 

(27 $ dsét  acide^ gras deéi lPpf&es toim.~).  

Pour ce qui aat des acides gras libres, leur powentagg en acide araahidonique (4 $), 
aoider p s  indisrnnsabls, es t  loin d 1 8 W  ndgligerrble. 

118 font l'objet de travaux rehkivement p m  nombretu, parml lemquela il 

aoavient de e i ta r ,  .tout d1abord, eeiu~ de (1951) (22) REISER. (1951) (23) 
(1 9 6 2  ) (24). Aprba avoir i aoU le8 glyodrides, aee auteure, ont 

dtudi6 la oonposition en acideer $rsrar. 

(1962) (25) , ont dperé l e s  diff6mntes fracrtionu l ip ia iqws 
Bu Jaune d'oeuf par ohromatographiet sur couohe mfsce et ,  aprea avoir Qtudid la compo- 

ait ion en aoides g r a m  de ohame  d'entre elles,  ont Btudid Is etruoturo des glyo6riders. 

h a  r6at l tate  qu' i ls  ont obtenua eont ressseiaibl6s daris 1. Tableau III (P. 8). 

, salon (1964) (26) eut d o d e  au 
Teiblgau II (P. 7). Elle eat  t rès  voisine àe oelle des lfpidear totaux aveo un f o r t  

goeraentag. en aoiüe 016ique (48 $1. 





Tableau In 
BQpartition de8 IF~Lycdr ides  du Jaune d'O& 

PlXïVETT e t  60113. f1962) (25) 



Concernant cette composition en acides grasi las chiffres proposés par 

les auteurs pdsentent antre eux, des diffirences parfois  sensibles. A t i t r e  

d'exemple, ItATPRLE e t  COOK ($968) ( 21 )  ont propos6 les chiffres ffgPrant au Tableau 

IV (p. 10). 

U s  ces auteurs ont d6termin(5 &alement &i struc.f-_urs déta;iLlée dea kr2, - 
Ils ont &valu$ à 60 le nombre des différents glgeérides prdsents e t  

donnent, pou. t 6  dtentre eux qui, quantftativment, sont l e s  plus impartsnts, les 

proportions figurant au Tableau V (p. 1 1 ) . 
Wh, ils ont prcqod une répartition au ?haawdW des acides m e  dans 

les alvcérides . 
249 - LES PBOSPHATIDES 

De xmnbreux travaux ont BtB consacrés B lem étude : 

- LEB e t  Col1 (1955) (28) ont mis en Qvidence l a  presence des lysocoapposés 
e t  dss plasnmlo&nebj. 

- REODES et Cal1 (1 956) (29) (1 957) (30) ont propos6 une dthode de frac- 
tionnement par chromtogr~phie. - InOLJPE e t  NODA (1958) (31) TASTRLE (1959) (32) , EVANS (1961) (33) ont 
dtudie la amposition en acidea grma des constitr;lcuats iso1Ba. 

Lee travaux de sBWlLE (1964) (34) ont pimis de lever l tfncerti tude zésul-/ 
tant de la discordame des rdsultats obtenus par l e s  Wférentts auteurs. 1 

La composition en acides gras, a ins i  que la structure des Lécithines du i 
jaune dg oeuf', ont 6 t B  rapportdes par PBIVClPT et Col1 (1 962) (35)  , TA!FMUX et COOK I 

(1968) (36). 
Les r6sultats donnéa par l e s  auteurs imrs Ea composition en aoides gras 

i 
différent sensiblement de ceux proposés par SEZIUE (1 %4) (37). I 

Lis. caract6ristiqw essentielle des phosphatides rdside aBns leur richesse 
en acides gras satuiés, Les c4phB&es, par ailleurs,  sont plus riches en acide 1 

1 

stéarique que les autres constituants Iipiâiques du jause. I 
i 

JSo - LES s!lmri3;6S 

l 

KAUCHEfi e t  Col1 (38) dha 1944 ont signal6 la p&sencét de stérides a ins i  que 
ce l le  de cholestérok l ib re  h a  l e  jaune d'oeuf, 

I 



Tableau 

Composition en Acfdes Gras des Glycdrides du Jaune d'Oeuf 

'EB.m et  CQOK (1 968) (27) 

Acides G r a s  Acides Grae en p. 1 O0 

Palmitoldique (PO) 



I 
'Pgps d. OlyaBridsir * 

1 

$ darr Giyeériaee 

OOL 4.1 
IJ;rO 1 ,f 
OLX) 5 ,O 

OLP 

ou 
OOPo 

000 

UIP 

POP0 
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LtQtud~ de ces constitrsants dgaletront, a 4tB reprise par S_GZILLE (1964) (39) 
qui s propos6 une m6tho6e de dosage des stérides aprbs fsolement par chroltiatographie 

sur crowhe mfnoe de gsl de silice, et  a dosé les aaides gras présents, uonstitu6s 

essentiellement (32 $) e t  mide O- (35 $). 

D -VARIATION DE SA COMWSITIO~ F3T LIPIDES 

La tsneur en lipides du jaune dt oeuf est raUtiv8nwt constante, Par contre, l 

qualibtivement, les lipfdes sont vzwkables t I 1 

L'influenue du r~&e aUslenterlire mr la coapoeition en saides gras des 

lipides du jaazsg d*oeuf fait  l'objet de nombreux travaux. 

C'est sinsi que GAGE e t  FlSH (1924) (40) , REODES et ïJU (1956) (41) 

lWmR et  LEvJ3II.U (1957) (42) , (1959) (43) , ~~IGmUM (1959) (44) 
(1959) (45) e t  ~ ~ D S O R  (1962) (46) , (1969) (47) 

O& BtabTi ltinuidencs des Lipides ingérés per la poule sot la oomposition en mides 

gwle des fratrtiom lipidiquss du jaune, 

Lîinf'luence de l taci&e liaoléique en particulier, a B t B  Btudiée. Cet aciâe 

gras, indiepensable, ne peut pas B t r e  syntnBtis6 par la poule, Il eert ob~to i rc rmant  
d'origine alimentaise, &si (48) a nion* que l'addition de 7,s $ 
dpacide UrrolBique dans fa ratfon fait passer rapidement l es  tsur initiaux âe aet 

aaide, qui eont de 12 $ et de 16 $ respectivement dans les glyaéridere e t  l e s  phoapha- 

Dane l e s  ration@ habituelles, Xe m a 8  asmxre largement l'apport alimentaire 
n6oessaire, ce qui n'est pas toujours l e  cas lorsque l e  ma'fs est remplau6 par dîaûtrerr 
cérge~xe~ C B ~  - t m) (49). 

COPPOCg et Co13 (1962) (50) signalent 1'Snfluence des aaiaons sur les ré- 
gimes e t  sur la composition Iip&dique du jaune. 

Seloa BAIiafS et WUCOK (1 963) (51 ) l e s  àiffdren~es de composition des 
lipides, observées entra souches aont di importanoe mineure. 



P m  (1964) (52), on peut eriregiii* des âiff6~neosi de 001pori- 
tion ~ i o ~ t i ~ ~ ,  (M qui ~ O W ~ ) Z W B  -1h.e pdlaitoi4iqu0, sturique, l l n o i e i p ~ ~  

e t  arrahiidonfque, rra f oaotioa 84 la raae. 

DîffBrenta tzlamzx ont eu paur objet 116tudt) de la variation âe la oaqa- 
mition ï%pidiqw bu jaune d'oeuf mis en fil#\iibatiorz a (1956) (53) rioi* 
l*holut ioa  de la conoentratlon en phorphore du jawas d'oeuf. (1958) (54) 
a 4tuâî6 1 9 h l t i t l o n  Uea 16~ithinam ru a m s  de l1iPaibrtion. 

mfn, (1955) (55) d8- part, (1964) (56) 
dl.tltro put, ont mal* 18&rolution, pumll+leilcrnt, ber î ipid.8 @ m b ~ r  et dam 
lipide. du *w A~id-1. 

aeak  demibro Btude montre qua les  lipide8 du 3.M, mat utfflr(ls par 
1'08- A 6491:1;5041 t . Biram unr, p & h  pbee (jumqu'au 120 jowr), i lr  rorrrt; u t i l i d e  O- 

. aoail um deulirib phase (aprbs l e  120 jour), l 1 ~ n  aymt mqpiu un 
paprol;r 40 m t h b ~ )  B l e d ,  les glyobrides du $aune de& -mont i 

(lipoprot6inss orïltxlaîror, en prrtiaulier) 

On sait, bspuie lem trovawc de (1S5) (57) qua Ir -3- 
partle b s  lipides a r t  prdiisnto âam l e  j a ~ i u  d ' a d  eowil la fomo âe amplszss 
(aonapmr), a m  d.8 p ~ ~ t d - m r  Lo. plbol~0~1016Wea f l p o p r o t d ~ m ,  d'un8 &CIIYI. f m  

&lit&, amatmnt aux lipiâer ua oaraotbre Eqâmphlle, l e s  ~pisinkarnt rn rolution. 

Hoàiffunt oetta mdthode de f ~ u t i o ~ t ,  (1942) (59) r im16, 
aprbo dilution diti Jaune po3. l e  ahloniro âe sodium, d6lipldation A 1'6thu. âîaïyae 

e t  o c l n ~ t l o n  t 



L1extraotion h ïB&lctooï de ae aonpos6 conduit 8 : . f l m a t i e  #rot6iaue : ;La vitellfnta , représentant 18 k du oomplexe, 
Une -: coristitude esst4ntieilemnt par dea 

repdsentant 54 k b 62 $ des phospholipiàes du jaune. 

e t  FEVOU, (1945) (60) ont préparé par u ï t r a o e n m t i o n  & j ~ u n b  

d ' m  dflu6, un complexe iipoprotéique présentant des caractdriatiques roiafnee de 

cellear d60rites parr CIMWFF , qu'i ls ont ident i f i i  & la 

Aprbs extxaation dtùdrée du surasgeant obtenu prétd-t, m m  et 
(1 946) (61 ) ont iisoT6 e t  QtudiB un complexe Upoprotdique diff6rent pau: ms 

pc0prfdt68 dû b l i M t û l l i ~  t l % D O ~ i ~ û l l @ S ~ ~  

Par une methode diffdrente, SHEPPdBD et  HOT!lU (1 949) (62) ont obtenu un 
aompZeae aux propriétds ocraapasables B @elles de la 

(1 952) (63) ont propos6 dea modifioatione aux te&miques de 

pdparation de la lipovîtell6nine. 

VmU. B f C w  e t  COOK (19%) (64) utiUaant l'ulkfaoentrirug;ation, 
ont dist-6 deux fraations : . L'une de faible  dersité appelde L. D. B. (LOU Denaity Practioo), . L'autre de denait6 plus 61evée appelée H. D. F. ( ~ i g h  Dsnsity Blnrrxrtion). 

(1 9 ~ 7 )  (65) a la prdsence de 3 aonstiturnts majeûrrr dana l e  
Jaune d'oeuf t . Deux îipovitelUner~ : O( et 0 . Une phoqhoprot~ine : la phosvitiae (qui sera Btudiee plus loin). ( p. 54 ) 

P m  aet auteur, la lipovitall6nine de PEVOLD e t  WIUSTEU (1946) (66) 
n'est autre pue ~a B îipovitelïine. 

J-@$ (1958) (67) ont mis au point une néthode d. prépl?.tion 
d'une l lpovitell ine pure, par prdcipikrtion au sulfate âe magdsium. 

&%JEIDE et UBIS11 (1959) (68) , aprba ultracentrifugstion du jaune d'oeuf, 
ont obtem deux fractions : . ,&'une "f l*w , contenant, selon eux, deux constituants, l'.un de faible 
t b 8 i t 6 ,  l 'autre  de deasit6 sup$rieum, 



• t deux constitxmta t 

t Ir?l phomit;i3ne, 

tant les aasaotdristiques de 

1' C( l i m t e l L i 9 s  d8a;rfter par 

Les auteura ont donc sinsi nt%% rn Brldenûe 4 a o n a t i ~ t s  dans Ie jaune d'oeuf 

(1960) (69) ont ddrtrit uai. plan &ml de f'raotionnement 

matione faitere pcblr 

pt COOK (1 958) (71 ) aht9i que sttr celles de 

Le sah4nra de ce p h  da Sractiomement est  sepria h h Figurs 1 (P. 16). 

La mILme annda, (1 960) (75) ont soumisi La fraation la plus 

dense (B. D. P.) B une, chm>rntoppMe sur colorne dtbydroqylapatite. Ce pro06dd 

mroduit en parfimiiier 'h Ir prdpantton des lipovitelline. a e t  P . Prr a i l l w a ,  

on obtient lee U-dtinee, constituaate BtudiBs plus loin 36). a i m i  qw la phos- 

vitinb. 
A partir de aee obastil9.fionar e t  de crslfse fai te8 par (1961) 

(74). (1 961 ) (75) a aecri t  LUI pm~dad gdn6nsr de fraotioan4pmt du jeune, dsns 

lequa3 l l u t i l i ~ t i o a  du mlfttte de maga8siuin e s t  abaadoméo. Ce procede permet âe 

nattn en .6vidsncre dane 1% j1bun8 d'oeuf. eait eoh(Immti8~ A la 

IrigUrcb 2 (PI 17)r  

Les diffdmtrs  erorapoeoa iwxrlda aont Q t u d i Q ~  pax lea auteurs au moyen de 

deau teuhniquet~ prinalpsllatj : 
*I 

LI 

Pour ae qui est de 1' ilectropharbae, de nombreux tmvaux ont u t i l i d  mg 

P 

- (1949) (76) ont mi@ en Qvidsnaa lthomgéndit6 de la 

l i p o v i t e l l e ~ e  que ils ont %solde. 

... (1951) (77) ont appliqu8 oette 'teahnieue au jaune d'oeuf 
ex t ra i t  B IrBtharre '1 1s ont obtenu un oompos~ de *ois pics, dont un gia 

majeur mpr6tmntant 1 enaremble des lipoprotdines. 





Jaune d'oeuf &lu6 au demi avec de laettu 

cm du HàC1 O,t6 H 

repris par du HaC1 1 EiI 

Centrifugation 16h 2% 30.000 t/mn 

Couche inf érieure 

amené B 37 - 40 $ de Sat. Reprise et centrifu&e 

avec (m41a SO4 p 1 ~ i - s  foise 
I 

Centrifugation 

SBparation 
6lectmphoré tique 

nGmmIena 

Dissous dans de 1 'acdtrrte de ala 1 Mi 

amende B O,? M en acéfate de Ha 1 
v I 1 

Elution de Is oolonne avec un tampon Efution de 3a colonne aveo un tampon sc6tate ' 
l 

0 ,? # acdtate de Ha, D i a l y s e  contre de Ha 3 1 . Purification sur Amberlit. 120 H'. j 

4 
Ilution avec un tampon Po4 0,6 1 pB = 6 

$ 
Elution de la colonne avec un 

Figure 2. 

Scbdma GQndral de Fract io~emat  du Jaune d'Oeuf 

Selon COOK (1 962) (75) 



- - StiGABO (1 957) (78) a ruontrd l%h8t6rog6n6it8 de la lipovitelline e t  a 

étu&i6 le  comportement Blectrophorétique da la phosviGEne. Le même autetu? (1 959) (79) 
a prgcisé ltiafluence du pè? e t  de la force ionique du tampon s u  l e  comportement 

électmphos8tique de la lipavitelline. Les variations observées ont été attribudss 

aux liaisons que fc1men.t; les ions du tampon avec les moi6cules prot8iques. 

- 3OüBERT st COOK (2  9%) (80) ont soumis, B 1' 8lectrophorbse l ibre,  la 

lipovitelline purifiée qu'ils ont préparde, 

- BERNARD1 et COOK (1960) (81) aprèls avo i r  m~n%rd lth8férogén8it8 de l a  

Îraction dense obtenue par centrifugation (E, D, P,) , ont B t u d i S  l e  comportement 

blectrophor6ti que de cham des c o n s t i ~ t s .  LI BleetmphorBse Libre leur a permis, 

daris oertaines zones de pH, de sépetrer la lipovitelline en ses deux composantes a 
e t  f3 . 

Ces travaux ont é.t6 repris par TA'IWTRïE e t  Cûûlil (1 968) (82). 

LtQlectro~horérse de zone a été employ8et, dès 1953, par MBC K;UVLEY e t  C O U  

(83) . - EVANS et W- (1 g!jT) (€34) ont soumis l e  jaune dr oeuf ?A lr éïectropho- 

&se sur papier. Lt Blectmphoré e composte 7 bandes e t  les  auteurs en ont attribue 

3 aux lipoprot&ines. Ils ont mont,r6 également que l e  scheSma Blectrophorbtique obtenu 

est modifii par ltextractLon à l f6 ther  du mst8riel btudié, l i é ther  causant La 

rupture des liaisona fipides - protdfnes. 

- - STEXEli (1961 ) (85) a montré que l e s  constituants du jaune d'oeuf pouvaiésnt 

6 t m  sépads par électrophorBse en gel d'amidon auais n'a dom6 aucune interprétation 

des 6lectrophodg~annnes obtenus, 

- MAC €XIUT e t  Col1 (1 959) (86) (t 962) (87) ont utilise5 lt électrophorbse 

sur papier e t  analysé 1s jaune d'oeuf. d,ilué, La fraction dense (H. D, F a )  et la 

fraction légère (L. D. P.). Ils ont montrd la présence d'un complexe lipoprotéine - 
phosvitine, complexe d6tmi.t par diluticrn du jaune ou traitement par des agents 

complelrants. Les électrophorbaes réalisées ont amené les auteurs 8, penser pue l a  

l ivétine Y , mal  separée du complexe lipoprotéine - phosvitin@, f a i t  Qgaleraent 

partie de ce complexe. 

- Sl3ZLUiE: (1964) (88) a établ i  une description de l~électrophor6grame 

global du jaune d 9 o d  dilué. Pour Ge fa i re ,  l'auteur a u t i l i s e  deux procédés r 



. - ProtdiPras t vert  de l&aeainins, - Upopro t8ha  a aolr Oetrol, - Glyaoprot4iaes s aolosation au P. A. Se, - 1iCwopolybwaohar%de1~ & a l b e  r bleu alaiam, - Phoaphoprotdhea t A a t i o n  du phosphore. 

obtenni, mrnmis B l'enregiatm-t ~ i tom6tz? ique ,  

est repris  A Ist Pigure 3 (P. 20). 

L ' h m  s6alis6e par oet auteur a RlQntri que La PipotitellliaQ et la lipo- 

vitreiï6aiae %ont derr lipo-%iyoopmt4iras0, Mai r i d e i  en lipides. Oee &mm oonplexen 
ont daai m b ~ t b ~ ~ v o i s ~ ~ i ,  la lipovitelldnine &tant 16&rcsisnt plua =pi& e t  l e  

front de ni(pation de ae eonatit\lknt ayant, par rillswrs, une viteam d. xûgmtion 
A oeil* de u Uv6ti.m Y . 

La phosritbu, ghosphoprotdins lib&& deai oomplexe~ qu'aile forme avec l e e  
lipopratiiner, poaebde uos -de r i teesr  de mSgnation. U1e est ooloreble au bleu 

aloisa. 

Eaifir, 1' Bls~tr~phod pemet ~ e r  ai- cm évid.noo b a i  lir4tineai OL , 
p , , aoœpod# obt.ims pu leu pmold40 &n$run de f m o t l o ~ t  âu jaune 

d'oeuî, d8txLtrr plus haut. 

IIOW aaVO~.QtOB Les lipovit.lllasr font partis de la fm.tfon 1. plus daus 

(H. De F.) obt- par oentrfJhUgnrtion du Jaune mlon (1960) (90). 
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(1 960) (91 ) ont p&@ les lipovitell%nes O! e t  P 
par c3hromatographie sur calooine dthydroxylapatitet. 

WALLACE ( 1 965 f (92) TA'LTm et COOK ( 1 9fjB) ( 93 ) , ont P ~ O P O ~  ~ c d d d  - * 
Be prép~ration de ces dewt aonratituants p u  chromatographie Enur T m  - Celhiiot3e. 

Selm COOK (1 962) (94) le eoinplentat liapovitellénique repdmnte 1 6,3 5 des 

aolides du jaune dVaeufr, répartis ainisi : . ~ i p . s r i t e l l b ~  a 6,0 s, . Lipovitslline p : 10,3 %. 
&,&&$bue un : 

(1961) (95) PBRKTBSQM (1966) (96). 

far composition globale en l%pides des complexes lipovitell6niquerr a ét6 
&mde par 3-1 et COOK (t 960) (97) , BTJBUX a t  COOK (1st) (98) , ITû e t  EPIJX 

(1962) (99) , ,MARTXZl e t  Col& (6 963) (100). SEZLLLE (1 964) (101 ) a donné une Apar- 

t i t ion  mogsm pour la lfpov5telline. 

' ~ b l p r ~ ~ f ~  e t  COOK (1 968) (102) , ont propose une répartition moyenne, des 

î ipd .8  l e s  lipovltellînes a, e t  P , r e p ~ r i .  au Tableeu VI (p. 22). 

Eh aucord avec W&NS et BBND= (1 961) (103) remxquonrs que le@ phospha- 

tîàea de la lfpovitelline aont essentiellement constitués de 16ciikines. 

ha eommsition en acides - a  B t B  également étudi6e r 

2EEEXDE (1963) (104) a donne la composition centdsirpale en acides gras de8 

lipiders toiaux de La lipovitelline. 

EVUS e t  BA.NDEBBR (1 961 ) (105), après extraction des lipides du coaplexe 

lipovitell8nique, ;e8paration par chromatographie sur colonne gn lipides neutres, 

adphaliines et  lécitainear, ont détemin4 la composition ~n acides gras des trois 

fiactiona. 

WXLLE (1 964) (106) a do& la composition en auide8 gras des gl jcdridea 
totaux e t  phosphatidea totaux présents àans la lipovitelline. 

.Au 'Pableau VI1 23) figurent les rtlsultats obtenw par !i!ATEUE e t  COOK 

(1968) (107). 
* !PEU3 - Celluroae r ~ ~ t h y ~ e t b y l a e 1 l U l 0 8 e .  





Tableau VI1 
Composition en  cid des ~ n u r  des ~ i p i d e s  dea Mpovitellines a et (3 

TPIWRIE et COOK (1 968) (1 07) 

Acides Gras en $ 

a mat- 

- Lipides neutre 

- Mcithlnae 

- Lipidee neutre 

- Ueithbes 



Cea stutewer oat àdte-4 3a oompctsition en aoidea grmis dee diffdrente 

oonatituants ~ipidiqusa,  aéparQmant, et  oekr. pour les ~ i p o r i t e ï ï î n e s  (I e t  P . 
X 1  est po8sible, h pa~tfr da aerp ahîffme e t  de la oogapoaiticn glolwtls en lipideta 

de retrouwr 3.a t e a m  en etoidetl gras de+ 4haque aomplexe. 

a 

VmismbPabltement les pwlgiersr, (1 908) (1 08) ont prépar6 

la vitsllin_a, en tmi îan t  Le aonplexe lipopxot8fque ]par la m d e  A 1 96 , ai 'TIo a 
va-% 24 40 h ~ ~ m t a  

(1 961 ) (3  IO), ont iaoltS l a s  uompLexea Iipovitaill6niques 

puis extrait ,  B 1'8ther, l e s  lipides peu 196a, et B ltallloool Ise lipides fortement 

lids, obtenant a i m i  les prot4;inea c?orrsspn&nteie. 

(1 962) (1 11 ), ont fait u n a ~  rfQlipidBtion deai aompleres lipo- 

(w59) (112). 

Il taut  note^^ emj aaeor~d lpanga (1 964) (1 13) que paru. cPissoeier le& 

odnapees, l e s  awnte pbaiquee. de, ~Qpera t i sn  ieoxt inopérants cst qu ' i l  e s t  n6uessaiFe 

d@ut;iï.iwr des agent@ ohfmiqucss I alesal, &&sr, abilorofonnea 

Ce heMI1er a f a i t  di&iZlsurrr une Btude aomp.mtive des mBthodes d'extraotion 

des lipides, 

Du point de, vue de la vitel l ine a BtB Bttadide pew: 

( 1 ~ )  (114) : 
1963) ( t  16) ont oonfirmé quf il eli@t paur l e s  

e t  one d d  l e s  oàiffres h o r i t a  au 

Tableau VIX1 (*. 25), 



!?ableau VI11 
Composition en A ~ o t s  e t  en Phosphore des Vitellines CL et P 

D'aprBs W ~ ,  ?!A!lTiUB et COOK (1 %3) (1 16) 



ki p v i t e l l i ne  e s t  dono moins riche en phosphore que 1' a r i t e l l i na .  

Le  oomposition en skcidere amindie a 6td rcapportde Qaalsment, 

(1 950) (1 1'1), u t i l i s an t  uxha dthodsr ~embiolo@pahe dts da 

travail, Dee rdsul ta ts  plus prdcia ont dt4 

(1 960) (1 19) qui ont donne lea  conigositiona en aoides 
l 

amines de chacune dea protlinea de base r v i t e l l i m e  CI et (3 . Les r4sultats 

de COOK et C a  (1962) (120) sont seprie, au 'fableau IX (p. 27). Selon ces auteurs, 
1 

aprbe i n t e rpd t a t i on  ~ t a t i a t i q u e  dé8 r6stlPtats q u i i l s  ont obtenus, il n'y a pas da I 

diffdrenae e,i@îficati?e de point de m e  de La crompoaition en rtcEdea aminds entre l a s  

vîtslliius CC et  (3 , si oe n 'es t  une teneur plus faible en h l s t w  duia la I 

v i t e l l i ne  p , 

(1 21 ) ulilki9ant 

phorr*opeptide t 
l 

nant environ 9 $ de phorrphare e t ,  en outre, O,6 $ de fer. l 

(1 927) (1 22) (1 23) ont obtenu, par hydrolyee em~nnatiqucl i 

qua* peptidee dont l e s  compositSons s ~ n t  d o d e s  au Tableau X (p. 28) 8 
1 

1 
il e t a g i t  des • I 1 

Ayant mia en Qvldenas dans les ovotyriners, en part iculier ,  l t ao ide  1 
oee auteurél ont pense que l a  phosphare e s t  pr6sen-t dane la v i t e l l i ne  

m e  i.a forme de oe C O ~ ~ Q B B ~  

( 1 ~ )  (124) reprenant ce8 t ram ont i so l e  un peptide 

dont ils ont QtabYi la composit;ion en aoidea aminda. Ce peptide oontient 6mlerpen.t; 

1 'acide s6rlso-phû8phorique. 

Les W C ~ ~ B B  min68: R - PrsFBëfnau de. ~rr vitelline sant PFOPOBIQII par 

e t  COOK (196.1) (125) (126). Il s8q i t ,  selon ces auteurs, de e t  de la 

La lipovîtell6nine, isolde g r t ~  1946) (1 27) oorrespond 1 
la fraotion de f a ib l e  deneitdi ( P = 0,9$) iraolda par l ~ u l t m - o e n t r i f ~ t i o n  d8 la 

L e  D. P. tJti3iean-t unr méthode W f é m n t e ,  (1 964) (128) ont obtenu 1 

i 



Ttableau LX 
Composition en Acides ~LIII~S des Vîtellines a et P 

et Col1 (1 962) (1 20) 

Acide aspartique 

Acide glutamique 





B e u  a o ~ ~ t i ~ t p i  B wtlr da la LI D, P. r 
- k L4 D. Pol gour 1/5 d. Ir L, D4 Fe, - k L. De PO2 pour laqueelle ils ont obt.im des ouiot6r&rtique~ pbpioo- 

& I ~ Q u o ~  diff thntesr  

PourPtrivseL ma Weat-tioo, Ja dme dSQuips de aherohewr (1964) (129) 
a , par extnotion Bthdde de U D, F.. te D o  l'el e t  L. D. Po2 9 5 0 0 ~ p 0 4 8  

de nature lipopro.t;Qi~ue e I  jirolpoad ur @ah&- de aatsuetnirar du cromplexe lipovitelld- 

 que. 

( 3  968) (130), ont repris  cee .t;nr~~aux e t  pr4ioio6 les FB& 
b t e  obtemr, alon 13Q1g ( 1  961 ) (131 ) , 

- 1962) (132) , e l l e  es t  
dono beaucroup plus ri& sn lipfdoa que let lipovitelline (22 k)' 

de Ir ï î ~ t e l l 6 n i D I  a B t &  doande par i 

(1 958) (1 331, 
(1959) ( i ~ ) r  

1 (1951, 

(1 $468) (1 39), f -0 au Tableau 

0a note &na 

(1964) ( l a ) ,  Salon oe dernier, l e s  r6sul-t;art. pcwvent présenter bea diiioor;8snoepi 
d'une b t i o r i  b l'autre, 1ea caenditf onr op6ratoirsr d&~~atummt, effet, partiel- 

lanuit, cre oornplexm extrBp~ement fragile, 1 

fait ftobjut de peu de trsvau, h a  r6mI.œ 
141 ) , figwel~t au IP~bleau XII (p* 31 ) 



Tableau XI 
Composition Lipidique Globale de La L. D. F. 

Selon TATTBIE et COOK (1 968) (1 39) 

r 

Constf tuants Lipovitell8niol, 

Jd&l&w% 
($ du complexe) 

&&&des 1aeuS;rea 

e& des lipideei) 

& 

74,2 

- Lysolc4ci.thinear 

- ucithînetl 





Let vitellénise est la protéine de base du complexe bipovitelldniaiqua. 

Les mdthodes décrites h propos de la vitelline sont valables pour préparer 

la vi.tell$nins, protéine de base de la lipoprotbine, à partir du com~lexe li~ovitel- 

18nfni~ue. 

Pour ce qui est de ltanaf.yse dlémentaire, la vitell8nine a BtB étudi6e par 

FEVOLD et LAUSTEX (1946) (1 42). W W ,  TAYfRïE et COOK (1963) (143) ont repris ces 
travaux et confirme? que la vftelf dnine est une phosphoprot8he, qui. renferme 14 $ 
d'azote et 0,04 à O,11 $ de phasphore. Cette faible teneur en phosphore distingue 
îg vitelldniae des vitellines. 

COOK et Col1 (1 962) (t  44.1 ont isoï8 la vitell6nine pa3. ddlipidation, B 
lSaide de la méthode de BLXGH et DPER (1959) (145), en ont determin4 sa com~osition 

en acides am;lnés : Tableau XIXI (p. 33). 

Selon NEELIX et COOK (1 961 ) (1 46) les acides minés l'l - Teminaux sont 

lea mêmes que pour les vitellbes : &Rinine et L~eine. 

Les tmntia d l A B U  et Col1 (1 960) (147) ont montré que la lipovitelli- 
nine ei~t de nature li~o - tirl~conrot8infaue. Selon ces auteurs, la composition en glu- 
cfde~ est la suivante t . Oses t 1,3 5, 

0san;ines : 0,67 sr 
Acides Sîaliques t O,3 9&. 

La nature glycoprot6inique de la lipovitell6nine a Qt6 confirm6e par 

SEZILLE (1 964) (1 48) qui a obtenu des élsctrophoxégmunmes P.A.S. positif a. 

Pour terminer cette description de la lipovitell6nine, il convient de rap- 1 
peler le pian de structure du complexe pxoposé pa.r A U G U S T ~ ~ .  MARTIN et COOK (1964) 1 

l 
(149) d'une part, par T A I G  et CûûK (1968) (150) d'autre phrt, selon ces auteurs, 1 
les lipides neutres occupent le centre àe la mol&cule, phcapholipides et  protdines 1 
étant s i M a  à la périphérie du complexe lipovitell~nsnique. 

Ces conclusions istappuyent sur les observations rapportées plue haut ainsi 

que sur les donnkes obtenues en traitant le complexe par les enzymes : phoapholipaae, / 
protdase, (TAT'MXU et COOK - 1968) (1 51 ). 





Les rapports entre les lipoprotéines du jaune d1 oeuf et celles d-u aérwn 

de poule ont fait l'objet d'un certain noabre de travaux : I&X-$3Jd (1935) (152), 

&JJ$JQColl (1954.) (153), m T X C o l 1  (1955) (1%). 

- (1956) (155) injectant du phosphore radio-actif à la poule 

en pdriode de ponte, a constaté, tout dtabord, un stockage au niveau du foie puis 

une apparition de phosphore marqud dans les protdinea s6riques et enfin dans le 

jaune d'oeuf en formation. 

- ~ 1'Ic -- INDOE (1959) (156) a signalé que le sérwn de poule, en période de 
ponte, contient un taux important de & & é ~ i d & 8 ~ i ~ ~ - g ~ & & e _ - @ - @ ~ ~ e ~ =  

- -_ SCILJXIDE _ -- _---- ot URIST (1956) (1959) (1960) (157) (158) (159) ont isole les 

protéines du sérun de poule et ont retrouvé cos constituants dans le jaune d'oeuf. 

- Enf in  (1963) (160) a nontré quo, sous l'action des oestrogènes, 

10 foio do la poulo synthétise dos lipoprotéines qui passent dans le sang ot se 

deposent dans le jaune d ' oeuf. 

Provenant d 'un transf ort mécanique, &s~i . - r -o>$iqe~-d~ S a x  sont donc 

l e  r e f l e t  des lipoprotéines ---.IIIiLIIWr sériques --- de~oy&.pnp~r~~o&~eppn.to - 1964) 
(161) . 



2 - LA. FRACTION HYDROSOLUB~ 

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

protéiques du jaune d'oeuf représentent environ 85 $ des solides du jaune. Les 
solides hydrosolubles rxrésentent donc 15 fizs-s&eg_d.auU~. -* - -  .--a --.-..--..----. ----.-.- _--- 



C'est (1908) ( 1 6 3 ) ~  qui p o u  4a predbrca. fois ,  en preparant la 
l 

l ipovitell iae par La mdthode d80Sf301BE e t  CWBEZL (1900) (164), a signal4 la &sence, } 
ant squeux, résultant du Trarrtiomement, dP 1 l 

l 

HdLY e t  lUBSEALL (1 928) f 165), ont repr i s  lt6tude de ceete protéine e t  mon- 

tré qu'il. asagi t  en fe$t ddun nr6 de pluta%ms consiÛi"tnxasts t les l fv&thea,  I 

Deux Srpas de m&ho&es sont h envisager : 

11 a étB vu plus haut que l e s  proe8dés gén6raux de fractionnetment du 

jaune dlo& de poule, proposés pas EVUS e t  BBM)mEN (1957) (166) , BERàIBRDI e t  COOK 

(1 960) (1671, COOK (t 962) (1 681, permettent, en atm, de p r 6 ~ a r e r  lea 1idt;laes. 

- KAY et HARSW& (1 928) (1 691, ont pr8& l e s  Ifdtjines par précipitation 

tra sulfate d'anxnonium B demi-saturation e t  extraction avec wn mélange d'alcool e t  

d'dther B - 1 5 O  C, apAe avoir Q l M n Q  les lipoprotéines. Par ce proct5de5, ils ont 

Zcçsuasi B préparer l e s  l ivétînes sans les d8n~twer .  

- SHePPdRD e t  H O m  (1949) (170), ont décrit deux techniques de pdpara- 

t ion des liv$t.fnes. .. Dans la ~mmière, l e s  lipoprotBjiues sont précipitées par dilution du 

jaune avec deux volumes de chlorure de sodfum B 0,85 $, en présence df8ther. La 
phase aqueuse obtenue e s t  extraite B l q t h e r  e t  enfin l e s  lipoprotQines r6siduelles 

prhraipitent, 10x8 de lt6vaporertion de l t6ther,  la solution obtenue contenant les  

livétines, 

Dans la rreeonde méthode, Les lfpopxbt~ines sont également précipitées 

par dilution àu Jaune avec du chlorure da soilium B 0,8S 4& et ,  par dialyse contre 

cet te  meme solution. Aprbs dialyse, l ipides l ibres  e t  lipoprotéines résiduelles sé 

sbpgsent quand le pi3 est aSust6 B 6. Les l ivétines prépades par cette methode ren- 

f ement; des lipiiies e x h c  tibles. 



- Une technique est proposée par ,@iIGHT et SCHECHTMlLN (1 954) (1 71 ) , dans 
laquelle chaque jaune d'oeuf est additionné de 10 ml de NaCl à 10 $. Après homogé- 

néisation, le liquide visqueux obtenu est extrait à It6ther jusqulà ce que la phase 

éthdrée soit incolore. La phase aqueuse est alors dialysée contre une solution de 

NaCl à 0,9 $, dialyse au cours de laquelle la majeure partie de lt éther est Qliminée. 

Le cox-~tenu du sac à dialyse est centrifug6 et  la phase aqueuse, surnageante est lyo- , 
philisée, après dialyse destinée à éliminer l'éther résiduel. 1 

- La méthode de préparation décrite par MARTIN. VANDEGAER et COOK (1957) 

(172), comporte les étapes suivantes : . Les jaunes sont séparés du blanc d'oeuf et ponctionnés à travers la 1 
membrane vitelline. Le jaune d'oeuf obtenu est dilué avec trois volumes d'eau dis- 1 
tillée et le précipité de lipovitelline est éliminé par centrifugation. Le surnageant , 
est 6mulsionné avec un volwe d' é ther éthylique à - 20° C en ampoule h décanter. 

. Après quelques heures de repos, la phase inférieure aqueuse, renfemnt 
les liv&tines, est séparée de la phcise interm6diaire contenant ï.a lipovitellénine 

et de la phase supérieure éth4r6e lipidique. Elle est extraite 31 l'éther k - SOO C 

puis dialysée et lyophilis6e. 

Selon les auteurs, une autre méthode peut &tre employée, qui fournit des 

résultats tout à fait comparebles : cette technique consiste B émulsionner le jaune 

avec deux volumes d'eau distillée et deux volumes de tétrachlorure de carbone. TÛ. 

phase aqueuse est extraite à nouveau, dialysée contre de l'eau distillée et lyophili- 

sée. 

Ces méthodes de pseparatian sont reprises dans l'exposé des travaux 

personnels (voir p. 96). 

B - PROPRIETES FHYSIWS ET CHII4IQUES 

1 O - PROPRUTES PHYSIQUES 

1. L1électrovhorèse libre : 

SiG3PA.R.D et KOTTLE (1949) (173) ont mumis les préparations de livétinea 

qu'ils ont obtenues B l'électrophorèse libre ;.n tampon phosphate de pH 7,95 et de 

force ionique 0 , l .  



Ils ont obtenu un ~ ~ n s  co1~posd de 5 pies  mais leurs r&u.ltafs ne sont 

gas reproductibles du fait de ht présence de Lipides aon ext ra i t s  &ans l e m r ~  pdpa- 

rationer. 

It'ar~~olystg dLectrophorBtigua, réalisde pa;r. GOBDY3: e t  WZllVECCaI4L (1955) (174) 
en iaxupon phosphate de 7,8 e t  çte fora@ i ~ n 4 . q ~ ~  0,) r8vble la pr6sence de troia 
constituants l ~ a  j e o ~ s  : Pl P2 , F3 e t  d'une quatriéme fniction de mobilitd intermé- 

disim de celle. des fractions F2 et  P3 que les auteur8 appellent P2 Ms. 

A l 'a ide de la m6me technique, Pr;ABT13. V U m U  e t  COOI[ (1 957) (175). ont 

Btudie  l e  àiagmme dom6 par l e s  LilarBtineei qu'ils ont prépades. Les expériences l 

sont da l i sdes  en tampon phosphata de force honique 0,1 ot de pH 8,O. 
i 

Dgns ces conditions, 1 @ 8lecrtrophorèse l ibre  rdvble t ro io  comtitUBllt8 m&3eur8 1 

que les auteurs appellent a , P et  Y de mobilit6s respeotivei : 

6,3 IO , -5 2 -3 * -3 .8  r 1 0 ~ ~ ~  @ t m 2 , 1  a 10 . . 1 

l 

Cette donride e s t  confirmde pax l ~ u l t r a e e n t r ~ ~ t i o n r  I 

l 
B 1 et  C a l g  (1 960) (1 76) ont dgalemnt appLiqd cet te  technique aux 

p =e et  O 0 1 r n i t  de b O 

iro CüLLY e t  Coll (1959) (1 962) (ln) (178) ont sounia les l i v 6 t h e a  et le 1 
jau~se d'oeuf dilu6 (2 i 5 v/v) avec: du HaCl B 1 4% B l'analyse QleotrophorBitique sut 

papier. Ils ont u t i l i s6  un tmpon v6ronal de $3 8,6 , e t  de force iomiiqae 0,OS. 
1 

WïLLW (1 962) (179) a ut i l iad  &galement cet te  technique4 A diffQrents pH 1 
-(5,4 z 6,5 t 8,6 z 10,0), l e s  dleukrophiorB es nrontmnt la priaence de t ro i s  bandes, 1 
migmat vers ltanode, que Ltauteur a attribd aux eons$ituaiits a , P et Y 
en accord avec Les rdauttats obtenus par Ec C ü U Y  et Coll. I 

l 
1 

Par ailleurs, confîmmnt caur de mGHP e t  SCBEC= (1 954) (1 80),  

WILLUH$ a pr8cis4 qu'il est possible, dans cehins  sas, d'obtenir unet bonne &solu- 

t ion à.@ la bande correspondiant au coastitnéast Le plus lent, en d a  composants r 
4 L'un 6tturt la ou cona1btminer . L'autre, la 

Cet auteur ar u t i l i d  auas5 1'9lectmphor&se en gel d'srmidon horiaontaï, 

appliquant la technique décrite pai. St4X:'E8ES (1955) (181 ), B l'aide, d*un s g a b  



(1 964) (183). a employé; lt61eotmphorbrae an gel df antiAon vwtioal, 
aelon la teohaique ds Ublbpimt A li~leutrophorbrn sw? papier, en tas- 
pon barbital da pB 8.6 e t  de fome ioaique Q,1, e t  en tampon ppriàina de pE 3,9* 
Lee Bïecttrophoré n sont dv8lBs peur diffdrentea teahniquer, ba t  oelle au 

P. A. S. qui permet de mettre en dvidmoe la nature glyooprotdinique des livétiriftn. 

W b ,  (1964) (la) , repizrwint eee travaux, ont 
u o p l m  lesl Qlectraphol.Bgmmeis obtenu d'uns part, en tanipon baxbihl  (pl3 8,Q ; force 

ionique 0.05). et d'autre part en tampon barbital ,  aodtate de aoàium (plf 8.6 8 forae 
ioniqw 0.07). Sle ont oonfîmB l e s  rdsultats selon l equ6 le  il eat poeaible de 84- 

parer partiellement deau oonstituantlr dsne la bande la plue lente (lldtjsz(s Y ) 
qu i i l s  ont appel lh  y, e t  y lidtinea. 

Iies enregistrements deaeitomdtriqueis dei Q l e o t r o p h 0 ~ 8  sont repiria 

b la figure 4 (p. 40). 

L ~ ~ o - 6 l e o t r o p h o r Q ~  des livétjmss brutes propose par 
(1962) (185) est dom6 h la ffgun, 5 (PO 41). 

C s t  auteur a u t i l ia6  la teohnique ddorite par (195)  (186) 
i lhî& d'un gel dtagar A 1,5 $ en tmpon t6tmborate de aodtixp, aaide aiocinî~ue, 

Il a obf;eau ahs i  oorreupondant A sir oon* 
t i l m a t a  antigeniquen o . Vne calbuipins, . OL , ~1oôuliaes. . v- g l ~ ~ i n ,  a *. 

fa au ooaalbumlne, . Une Y gïobuïim. 

Un autre  ainprrnmme d'analym ~ l e a ~ p h o r é t i q w )  est propotad par: 

(1964) (lm), ffguro 6 (p. 42). 11 prérrcuite quafra, da 

préufp%tation lpsjeura (arisr 1,3,4 et 5) e t  deux ares minma (ares 2 et 6). Lianalysle 

Bleotrophodtique f a i t e  par oes euteure &&le la présençre de quatre oonetftpant i 
QDs lem livdtinen. Aprbs avoir i w l 6  par Bleotrophdae gr8parstivet crbaoun de ocra 
uonntituanta, île ont identifid l e s  ana obtenus en ~0-8lec t ropho1pbno o 



4 
Enregistrements DansitomBtriques des Electrophorb~es de% Lidtines 

Selon CHI CHïiVG MüK e t  COMHOI (1 964) (1 84) 
(pour La eignifiurtion des lettres grecques voir le texte p. 39) 







* 

H ü X  e.t; CCMHON (1966) (188) ont montrd A l'aide dtQleotrophorbaea en gel 

dfuidon, que la lir(ltfns P est h8tdrogbm, bien qu'elle ne donne qu'mi geUl 

en immuno8leotrophorbae, correspondant B 

Quoiqueil en soit, les deur diagrsnmies immunoélsotrophort5tiques propodr 
sont en acoord pour ce qui est des aras de prdaipitation majeure maie prdsentent des 

dU'f6renoee aenaibles pour oe qui est dea am~l mineure. 

Lf iminunodleotrophorbee permet donc, B la m i t e  de oeei trlztaux, de oaraa- 

tdriaer 

Lee travaux aette queetioa sont peu nombreux. Ile oonaernent eessntiel- 

lement 1 fanaIsise QlBisenkaire et la oom~oeition en aoides ainînds r JWES (1 933) (189) 

(19%) (1~0). 
Les rdsultatis obtemrcs par oes auteurs aont reprie au Tableau Xrtl ( p. 44 ), 

Par ailleura. ?lXBS (1 933) (1 91 ) a troud 4 9b dfoeee daner les ïiv6tinei. 

Win, @&?& (1964) (192) a propos6 ute t e e u r  de 7,s $ d'oaes neutres, 

et une teneur de 1,64 k dt aaide uirllque, 

Les livdtinare ont QtB &tubi6es par ohromatographle snr D M  - Celluloee, 
PrU. (1960) (193). 
frr chromatogrcnphie eat effeotuée aveo un tampon glyoooolle-phoephate de potaasiun, 

h leaide d'un gradient de oonaentration et de pli. 

Le dhgmme dtQlution montre dir fraotions mais l'auteur nta dom6 auoune préoieion 

aur ohsoune dfellee. 

Par ailleurs, RAPPBPORT a l  LEûNIS (1962) (194) ont wumis les proteines 

* DEAE - Oelluloas r di6thylaminodthyl - oelluloae. 



Tableau XT9 

Compositf on Wmiqw des Livétinea 

Selon a (1933) (189) - KAY et lWW&& (1938) (190) 

1 
Selon 

f i g / l w ! !  t ,-, (1933) 

I5,l 

0.05 

h o t e  
Phosphore 

Soufm 

15.5 

1.8 

Acide aspartique 

Acide (plutsrnique 

k g f n i g e  

E i ~ t i d U t ~  

Aïaxxbe 

~gatine / 2 
Glyeocoïle 

Xsoleuloiae 

Leucine 
WUlioniae 

Phé~laimàne 

Prolise 

S6rfne 

'PhréonJse 

'Ergptopbanne 
'14yroaine 

vtaine 

'je0 

6.8 

596 
0.93 

590 

692 
3,5 

I 

291 

!;cc 
592 CJ 



solubles du Jaune ds oeuf au f ractiomemmt chromatographique sur Carbolrg-méthyl- 
cellulose, gel de dextrane, Amberlits IRC 50 e t  D m  - ~ephadex. Les auteurs ont 
donné les dbgmmes dtélution obtenus, maffs n'ont pas étudid l e s  nombreuses frac- 
tions auxquelles ces chromatographies pannettent dtaboutir, montrant, mlon eux 

la conplexit6 du rn6lqp QtucU.6. 

DWQrenter auteurs ont BtablS. les. proportions relatives des conertituants 

a , f3 e t  1 l i v 6 t b e s  aans l a  meiangs obtenu A p t i r  jaune d80eul. 

d m l t a t a  sont asses discord?~ntcs e t  figurent au Tableau XV (p. 46). 

DiffQmntea méthodes permettent dtobtenir ,J&,J&vétine Y - $HEPPART) e t  HOTTLE (1949) (199) ont obtenu ce constituant B 95 $ de 

puret6 peul pdaîpitatjtoa B lfalcoo1 Bthylique B 18 $, 

- Di. V'EGAER et  .COOK ( t 957) (ZOO) ,  ont ddcrit deux méthodes de prd- 

pawtion âe La Y liv6tine par prdcipitation, m i t  avec du aulfate dtammonîum h 
3 t$ àe saturation, B 40 C, so i t  avec âe l ta lcooï  isopropyliqua B 20 $ et B 00 Ce 

Toutefois, la livétime Y qu'il8 ont obtenue n'est pas pure, mai8 souill6e 
des autres constituants, De plue, ils ont signal4 qu ' i l  s'agit d'un oompod instable 
cette inrrtabilit6 se traduisant par une perte de solubilit6 au c o w  des Btapea de 

pwnlficrrtion et lo r s  de la lyophilisation. 

- MARTIN e t  CûOq (1958) (201 ), ont rdussi B. purifier Ja liv6tîne Y par 

préaipitations succ4ssives B 34 $ de saturation en sulf'ate dlamaaonium. 

Aprbs BlfmJnatiLon de la îidtine Y , d d -  
&es l ivétines CL e t  B , ont B t B  ddcrits B partir bni mélange de ces deux compos6s. 

- En 1955, GORRKï e t  ~ Z B V E C C B X B  (202) ont publie un proe6d6 de f m t i o n -  
nement des l i d t i a e a  au sulfate d'ammonium. 



En $ dei solides 



b a  fractions FI et P2 , corresponüant reapectiment aux l i d t i n e s  Y et  P se 
r é d l e n t  honogènes en Qlectrophorbser libreo Le sch6m de ae proc6dd es& d d  B 
la figure 7 (P. 48). 

- Selon et (19fil) (203), il nNeat  Pa8 possible, 

d'isoler l e s  Ilrétines a et  P , par prdoipitation f r a a t i o d e  au sulfate d'isio- 

niam. En effet, B dani mtwation,  û3 $ dee pxotéinea en solution p d i p i t e n t .  11 

s ' e t  alors dtun rndlange dea liv8tiaes a e t  P . Préoipitrible par le nillate 
d8mmonfain B 50 $ de mturzrtian, octe auteurs ont attribud B la livdtiru, 01 &es 

oaraetbres d'une pseudo-g1obuline, 

- Wl3iLfBMS (1962) (204), a obtenu dee r i su l ia ta  dif'fdrents et  selon lui, 
une faible  partie seulement de 1' CL livdtine précripite h 50 4& de eatturrtion, mi 

d a t e  c9~amonîum, La maJeure partie précipitant 8 une ooncentmtion sqdrieure 

et la &&&&&, ayant alws l e  oo~aportes~ent d'une a 1 b . a .  

- La m 8 M e  adoptee par MARTïiV e t  (195'7) (205) , pous Mparer l e s  
a et p l%dtines est &t61eetr~ph~rE,se ~d- t ive~  Ces auteurs ont ainai %sol6 

de petîtea quantites de chacun des constituants afh de le8 etudier. 

- Vn proced6 r~emblabls a Bt6 u t i l i d  par WSïiLSâMS (1 962) (206), qui a 

riQ~al6 qw la Jiv6tine $J en solution A 0,5 $, n'est pas précipitée par l taaide 
perahloriqae 0,6 Bi, ni par Ehauffage au b a h d e  bouillant, ~IL.,LB, par crontre, 
l'est par ltauide aiulfosalicyliquca 0,2 8§ et par l taoide triohioraeéItique B 5 $. 

Ces difSBrentls points font l 'objet de travaux parmi l eque la  oswc âe 8 

.. . vm- et COOK ( 4 9 ~ 1 )  (207), 

.Ii .I ml3 et  COOK (1958) (208), - COOK - (1961) (2091, - COOK (t 962) (2101, 

-WrUIBMS (1 962) (21 1 ) 

Les résultats obtenus par las auteurs sont raesembi6a au Tableau XVI (p. 49) 



amené B 60 k de ssturation repria par du 8aC1 B 0.85 $ 
amend A 4.û I$ h saturation 

Centrif.%@ion 

P i g o r v  7 
80hdila de htrticnneaent dea Lldtinee au spliate d * h n l u m  

(1955) (202) 



(1) - MARTIN. VANDE&AER e t  COOK (1957) (2071, 

(2) - UTXH e t  COOK (19%) (2081, 

(3 )  - COOK (1961) (2091, 

(4) - gQQg ($962) (210)~ 

(5) - WILLMS (1962) (211). 

g& du conetituant Livè tine 
a 

Azote (1 1 (2) (4) 
Pho8phore (4) 
Poids mol6culaire (4) 
Acides dminds BI-Temimu (3) 

Gpport mihvlre i~sr/'h.s (t  ) (2) 
haposition en glueides (1 ) (2) 

WivBtae 

P 

I 

LivB t h e  

‘d 

14,3 

0 9 1  
80000 

- Oses 
- Eexonaniines 
-  cid des sis~iqueiol 

14,3 

0,1 

15,6 

0 ,O3 

L 

... 
- 

41a 

1,6 

bTg. l y s *  

6,4 

42 000 

Lys + 2 auti-~e 

2 ,4 

7 2,6 

150 000 

(5) 397 
( 5 )  098 

1 9 8  - 



On sait depuîlg la fin du alhale derniex que l e s  antiaorpa de la poule 

se retrouvent au aireau du jeune pouïat u t  de l'embryon, aïin de lea ~ a e r .  

Dfff6rents anticorps ont Qtd Qtudide ds oe point de vue, parmi leaquele : 

Ltantioorps anti-tdtanique, par iü33.P- (1893) (212) , puia WON (1 9m) (213) , 
(21 4), 18tanticorps aritî-diphte%riqus, par ( f ~ 1 )  (2151, @a 

9- (1934) (216). 

Ce fait  gdndral semble prouver l e  pa~iaage de prot6iners du s~mrie do la poule 
vara l'oeuf, tout d'abord, pow se retrouver au nimu Cht sdnua e r ~ b r y ~ ~ a f r e .  

Dba 1932, JMES e t  KAT (2t7) ont s-16 ia préssaoe d'au moins deux 

prot4ineier du s h  dans l e  jaune d'oeuf. Ce fait a 6tB oonfim4 par R o m  
BU- (1936) (218) e t  rejoint lea travaux f a i t a  B pmpor dea lipoprotdines. 

(voir ohapitre 1 t p. 34). 

(1947) (219) a pense que leo liv6tinear aont dee oonetihrants 

impoxkrats e t  peut &tm le# seul61 dane le e8ruai de l'embryon au coure des premier8 

~ O W S  de l ' ino~bation* 

Puie en 1949, SBFPbaD e t  BOlPmiE (220) ont ramarqu4 que l a  lidtine se% 

semblable & llalbumine adrique de la poule, pour os qui eiat dia la oonatante de 6 

aierentation, du poidia mol6oulaire e t  de la mobilit6 QlwtrophorB tique. 

Reprenant l e s  rschemhes dse auteur5 prdo6drrnta, 

COOK (1957) (221) ont pans& qu'il a 1 W t  en fa i t  de deux aonstituante âistimtr, 
bien que leurs rapporta Tyr/- soient identiquee. 

Les tramux de WCE (1 953) (222) ont préciad les oonoluaiona de 8- : 

selon , lee livdtizoea contiennent des constituanta homolog~lers de ohaque pro- i 1 

Mine présente ches ïa pouls. Par ail leurs,  l e s  pmtdines du jaune, issuea de 1'0- 1 
l 

ganisrne maternel, oonsltituent une source da proteinea d r iques  disponiblee pour 1 
l'embryon jusqu'hi ae qu'il sgntb8t;iae ses propres uonrrti.htant8, ayathese dana laquelle 1 
ellea servent de modéles. 

e t  SCHEC- (1954) (229) ont indeet6 par voie int~aveineuacr, & 

des poules en $riode de ponta, de la s~rumalbumîne e t  dea Y globulhee, borirJes. 



Ila retrouvent ces constituaats dans les oeufpl pondus au cours des deux samaiaes 

qui suivent 1'3a;jection. Ils ont d6montxé ainsi l e  transfert paasible du sérum vers 

l'oeuf, des anticorps d'une part ( Y globulines), d'un constituant prot6ique dé- 

pourou & cette activit6 d'autre part (drumalbumfne). 

Ces résul ta ts  sont coafSnn8er peur PA'fWBWI, (1961 ) (224). 

392ïUAHS (1 962) (225), a repris ces travaux e t ,  ut i l isant  l * ~ d l e c t r o -  

phorèse, a montré que, 1' a 1ivBi;ine a le mhe comportement antigénique que la 

sdnuoalbumine, de la poule. Cet auteur, aprbs avoir isold l e s  deux constituants, a 

eaupar6 également leur comportement électrophorétique en gel d'amidon. Enfin, il a 

soumis l e s  deux prot4Snes & uïts byclrolyse par la trypsine derns l e s  mêmes conditions 

e t  étudid l e s  électM-chrom&t01p18mmes des peptide8 obtenus qui présentent des buges 

trés voisines, 

Il a dono Bt6 amen6 8. oonclure que la 88% en Sai t  identiaue B la sérwn - 
albumfxie* 

Ce &me auteur, poursuivant sont étude, a comparé auasi l e s  autres l i d t b e a  

aux protéines adriquea. Tout d'abord, il a étudié les images obtenues en dlectropho- 

rbm en gel d'amidon. ;Ensuite, faisant réagir en imnmo-8leotrophorbse, le sdwn de 

poule contre un immun-s6mun anti-livdtinea totales, il a obtenu un certain nombre 

d t m s  de précipitation ( ~ i g w ~ s ,  8, p. 52). 

11 en déduit que : 

- b, livdtine mut  B t r e  i d e n t i f i b  B une qp gbco~ro t6 ine  sériaue. - la livdtine 7 do- m8ne A c t i o n  antirrég,&ue aue lee alobtillass 

CHi CHïi?G NOK e t  C M O N  (1964) (226) (227) ont fait une 6-tude îmmuno- 

é1eut;rOphorétique analogue, Ils ont obtenu, dans l e s  &es conditions, l e  diagramme 

de la Figure 9,(p. 53), e t  B l t a ide  d'immuno-6lectrophorèses h fente partielle,  selon 
la technique de CLBUSEN et HiWBAliS (1 $360) (228), ont montré, par raccordement, 1' i- 

dentit6 des arcs8 1 e t  a, 3 e t  d, 5 e t  h. 

Leurs conclusions re joZgnent donc cel les  de hXLLIAK3. Lt identification antigenique 

de ia s6rumalbumine e t  de la livétine a d'une part, d'une a2 globuline et de la 
l ivétine p dtautre part, e t  enMn des Y globulines e t  de la làvétine Y est  

p ~ s ~ i b l e e  

En outre, ils ont obtenu l e  racrcordement des aras 4 e t  f mettant ainsi en 

Bvidenae un quatrième compod antighiquement aomwup aux liv6tines e t  au drum. L'arc 

4 e s t  celui  de la JivBtine Tl  , auquel oorrespond la &@erra  dans l e  diagramme 

obtenu par WILLIdMS. Ce composé e s t  B t u d i B  plus loin. (p. TI ). 
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(1 949) (2150) ont ioald chii trru dg oepi 
protdiw trOs r%ehe ar *il# oab appeldo ~ l a t s c p h -  

a u b  & ~ @ t % 8 m  Lib m t  PB8 d'obkair ~ p Q V % f o l ~ ~ e  

mr Z~WWRS autcrprs Q R ~  pd ~I M D  ;Ir phomitb, po9rcrit Ok?. ~ Z W -  

duit âe dbgradaticw de la UporiteUlne~ ou pu entltd lpsot&qt10 fonant un oomplere 
a m  la ïiparitel~ne~ - 1956) (251). 

C'est al- que (1958) (2%) up. -8 & 

rno4&mmmaat da d'ocvPf.pPiZ-t deprdprrvrk- d'-Iwi't, 
e t  Ir deautre par%, t l k t m t n t  qu*il ~*q#t kicBI1. lb &&L&&k&df"-- 

polwrat s'triiir pour formm aa wmpIrr,. 

Les prooédbi gémhaa da h . a o t î ~ t  &a jmaa $*Olllf prq10ds ptm 

(19W (234) (ml- 2, 
rm oütra a8 ~~ Ir 



J a w  d'Oeuf 

Emulsiom& avec du Mg S04 1,2 W 

et de l'eau dist. (2 : 1 : 10 : &/v) 

Centrifugation 

B 
Surnamant PrtSci~&& 

(élimin6) mis en suspens%on dans du 

(as,), so4 0,4n pa 4 
a jouter de 1' dther 

C 
Fraction Lipidique 

soluble dans 1' 8ther 

(éliminBe) 

D Fraction h~àrosoluble 

prot6înas insolubles amende h saturation 
(dlimin6es) en (m412 a4 

Prdcisit6 

repris par Cldla 0,25 M 

dialyse 
I 



( 1 9 ~ )  (z~). (1958) ( 2 ~ ) ~  ont d b i t  des p r o ~ i a e ~  

de iraotimnement Bu jaam d80euf, m e  dr, pr6- la phosoitîne, pr006dda m i r h  
de oelui ds u t i l i a a t  Bgal(~i~ent dea pdoipitatioairr fraotionndes par 

le  sulfate de magnQuima 

Un proodd6 diff6rcrnt de pdparatioa a Btd ddcrrit par 

(1960) (239). gea auteurs ont p r k i p i t 6  le acmplexe 

dilution du Sauts d'oeuf avea deux volu~pee d'eau diatill6e. Le pFBaipit6 est SB@ 
du enirnagagnt pas oentrifugiltion et reâîasoue cies aolution squsuai, de Sa01 h 10 $. 
Puis aelon la teahnique d8crit.e par (1 955) (240) la solutfon eat ex- 
h i t e  B l'aide du butanol, puia B 1'6th~. Win, La phosvftfilct est pdaipit4e de 
la phaere ~~~ar rBsiduelle par Le W a t e  de ~ Q ~ i u n i a  Ls pAoiplt4 est rbmpéd, 

dial+ et  lyophilid. 

do îa phoait i ru 
ssondre, l e  préeipit6 do dirnrr MO solution 

de o i t ra te  trieoâîque 9.1 1. La eolutîon 1 o f  I 1 ' b t h . r  

afln d'hm la 

( 1 , ~ )  (242), ont propod un pzooédé & fnrotiamumenf ckt 

Saune d'oeuf atr oolomm de MIWX 1, prmsttant df obtenir, h l'aide dg= grsdient li- 
daire do onic1en~t ion  en aaltate de rroââca~, 

1964) (243). ont u t i l i d  par aine-, Is chromatographie 

siv w - c*ili08@ a &radient de forw ioaiqw poirr dpnz leu a et f3 ~ p o -  
vitellirrcla ainsi que îa Co prooddd ahropo~tographiqu~ l m  a penirio do 

mot- en $vS,deme wn crut- aonetitmnt qui @et identifié A wn eoipplexe 

Jllumaa@ 

8 )  

II, ressort des travaux de MECBW et 0ICO!tT.(1949) (244), que 



Cette donn6e a 8tB confinaee par JOIJBERT et CNûK (19%) (245) ant 1 
conduit une étude dans Wfbrents tmpo3nsb 

Les travaux rt3alisés ilt l'aide de cette technique ont amené les auteurs à 

d& termines, 

Selon le tampon employé pow: faire les me sure 8,  MEClUM et OLCO<PII ( 1 949) (246), 

ont obtenu des valeurs comprises entre 12,000 et 39.000. 

Basde sur la pression omotbgue, la méthode de I1iIJ. (1 946) (247), employée 

par ces même8 auteurs, les a conduît B biir valema comprises entre 21 .O00 e t  38.000, 

Ces résultats ont amend les auteurs à conclure qu'en présence d'ions m6tal- 

Squea, en particulier d'ions magné~im, IA farmatfon de complexes mol4culairea est 
possible, B partir du rnonom&rs de base. 

JOUBERT et  COOK (1958) (248), ont obtenu par ultracentrifugation dans dlf- 

fdrents systbmes tanpons, des valeurs de cette même masse moldculaire oomprises entre 

26,900 et 30.400. 

Rectifiant ce ~Qsuf ta t ,  COOK (1961) (249) a propos8 celle de 36.000. 

1. 

Utilf sant 1' électrophoaése libre, BIEXXAH et OLCOTT (1 949) (250)~ d'une part, 

j3SNMDI et COOK (1960) (251 ), &'autre part, ont montre5 que ce coqos6 est h6tero- 
gène puisqutil dome de 1 Èi trois pice selon le tampon utilis6. Par ailleurs, le com- 

portmetnt électropl?or6tique est diffdrent eelon qw l*observrstiorr est faite dans 
fs branche ascendante ou deocendarite da la cu-Je. 

Cette particulerit4 est due, seinible t-il, aux r6actions de pontage possibles 

entre deux groupements phosphates de deux moldoules voisines de phosvitîne et un oation 

divalent (~a* ou Xgt+) prdsent dans le tampon. 

Quoiqulil en mit ,  la mobilitd électro~hoxétisue de la &omitine est 61evée : 
-5 2 selon MM:W et  OLCOTT (1 949) (2521, elle est comprise entre -9 et -1 2 . 10 cm . 

1 -1 volt- . seo en tampon adtate de sodium de pH 4,6 et de force ionique 0,1. 

B-1 et  COOK (1 960) (253) ont obtenu deri valsurs comprises entre ~ 7 ~ 4  
-5 2 e t  -1 2 . IO an . voit-' . secœ1 , en tampon vdronal de 9.0 et  de force ionique 0,3. 

Le comporternent de 3.a phosvitine en électrophoi.Bse sur papier a &el 8tudiB 



(19!jg) (254). Xle ont signal8 qua la phosvitiri. eat di f f io i le  

aahaarfs, l'ar~oaarmia B e t  l e  bleu de bromophdnol, us qui 

dt intégrer valablement le% Bleotrophord es. 

Par ailleurs, ils ont aoniimé au moyen de oette teohaique, l *obsemt ion  

f a f t e  p m  (1958) (255), mlon bquel le  phorrvftiru, e t  Up0ritell.h 
gcwmn.b alunir pour fonner un aoapleze. 

ont d6@0~t~%!4 que Isr. bande corrsspon&ragt A la phoaritino, 

le8 / r l s a t r o p h o r r t i ~ e ~  obtenu en taBipoa vbolal d. 

pH et de f orecl ionique ,O5 , ne oorrespond pae adoessairement ik la t o t a l i t é  de 

la phoarrritine p r d m t e  dans l e  jaune d'oeuf, mais sauleorsnt A La fraation lib6réa âu 

oomplexe lipovitellina, - phoeritino3 au oowrs de 3tdlectrophorb~. 

Le faît dVabandoMex 2 A 3 j o u r ~ s  2i Se C du jaune d'oeuf dilu4 am@ du Ha01 b 1 $ 
auip.nto la guantitd 1%-e de phomitine, la bsuldr aorreaponâante sur les bleotropho- 

IpBeTuPIIpBs ue trouvant rsnfoxaQe. 

D1autro prrt, apsBr préoîpîtation de la lipovitell ine du j a w ,  e t  oentrifug;ation dtt 

pdoipit4, lf ilsofn,pho réalis6 & partir dti d o t  montre aïne bande crorreepon- 
dant h la phoaritine, ne figtlrrrnt pacr gur cselu5 *lits4 b part* du aurnagesnt. 

Ors o b m m a o n e  pszlniettanf donc aux sutour8 de aonelure que, dana le jaune 
d'o.&, & 

Min, selon leta mhea auteurs, ltanalyse 6leotro@orétique sur papier d'une 

fraotion 4@ phoaritiru pure permet de mettre en dvidlrnae t ro i r  bmdee au niveau de 

la soiu dai migration âe ae oomporild. (Iettr hdtdrog8neitd ooaparabble $ ocelle obtenuo en 

BleetrophosBae l ib re  es t  arttribuable au &e phdnodw. 

(1 960) (256), ont sis an Bvidenee, Qgalsirrnrt, 18hCt& 

rogbnéiitd de la phosvitinte par dleutrophorbae wir p p i e r .  

(1962) ( 2 ~ )  ont repria 1 1 8 ~  du u o p p o 1 p ~ t  de 

la phowitiioo en Qlectrophorbse de sono, en u t i l i ssn t  ure, teohaique opécrîfique ds 

r d d h t i o n  de& liaisoarr se te rs  phosphoriques ddarite pas (1w) (2%). 

(1964) (259) a ut i l ia6  deux type. de trampon pour dtudier Ir pho.- 

vithm t un tampon v6ro~al de pH 8.6 e t  de foroe Ionique O,t d'uns parlr;, e t  un tanpon 
aoide t pyrldfns, auide aadtique, eau de pH J,9 d'autre part. 3Duas ae ag iar tb  tampon, 

la phosvitine ai&re vera l'anode e t  reete homo&ae. Cet auteur ar pdconird la oolonr- 

t îon au bleu aloian poux mettre en d~id%1lc16 e t  appx6oier quantitatfvc)n(~~t la phosvitîne 

Win, il a montrd qu'en tampon vdroaal la phoavitine ar une ritamse âe migration nt- 

p d r i u o  b oelle do la i a ~ l ~ e  de poulet, aomposant, aelon lui, l e  plus xapîdo 

d.u dniar. 



p h o m i t h ,  W 4 r e n t s  travaux ont 6tB Ir*8aliads, vîeant B dparw les â i f f b t e a  

i2lsa#cws présentee, 

(1961 ) (260) , ont soumis la phospitine h l*mmîyaa 
ohramatagn~phîque sur colonne d4 D U  - Cellulose en tampon M e ,  1'6lution Btamf 

onQaik B ltaib dsuri w e n t  de oomenfration en W1, 

âietincirtes ne prbaentaPrt qw dsa 

en fer et  ouivre. 

'ô," ...: ",", -'":g?w; 
:&:%1,j2 8 , 

Par ~ ; U ~ ( Y U T ~ ,  le8 meases malhaîaire8 des wmstîtuants aiasi préparés mit 

A î f f b t o a  - 1967) (263). 

(197'0) (270) que la phoarit5.m oon 

- Dg 11.35 B 12,9 S$ d'aeotr, d'am part, - De 9.4 1' 10.4 $ d. ~spbolcé)  d'autre part. 



EFXHb# e t  OUI'OTT (1 949) (271 ) ont mis en dv idme  , ainsi qua 
La pr4aence de ouivre, de aodiua e t  de caloiu~l par d6tenafnation specrtrographiqub, 

e f feoh6e  sur Les cendres du oompos8. 

BIU@HGARD e t  C o u  (1964) (272) ont aonf'inaid la prdsence de f e r  dans la phos- 

d t i n e *  Cea données sont e n d t e  reprises e t  pr6ci~6eE3 par -N e m  (1965) 

( r r 3 ) .  
b 1 

La aopaposition en acidea aminés de fs phornithe f a i t  l 'objet de nombreux 

travaux parmi leequtels ceux de MECK4M e t  O U O Z  (1949) (2741, ïBüïS e t  O&$& (1 9%) 
(275) u t i l i san t  de8 m8thodaei Pinicrobiologiqueei de dosage, creux de TaBORSKY et ALLlXûE 

(1962) (276). BELITZ (1963) (277) e t  (1 965) (278) l e s  rémi ta ta  
obtexmrr par ces hederr r  figurent su 'Pableau nVII (p, 61 ), 

CLABK (1 970) (279) a ddtennfn6 la oompomiition en aoidee aminde des deux 

constituants q u ' i l  a obtenu par chromatographie de la phoarftbe aur Sephadex Q - 100 

e t  a mis en dvidenoe des diff4renoes appréoisblerz~~ 

Irr diffBrence essentielle ooncerne l'acide arain4 H - Terrainrsl, Les traveux 

de (1960) (2801, MOg e t  C o u  (1962) (281). J@&&& (1%) (282) ont 
montré que l'on remontre, h cdtd de , prhafpal aoide-amh6 I - Ternlloal 

J lua?& 
Selo& C m  (1970) (283) l'un des constituante isolde, l e  consti.Want nuajeur 

a pour aoide amine ff - Tenainfil r , l 'autre ayar v la -. 
(1949) (284) a observé que la moldaaie de phosvitina oon- 

t i en t  dea nombres comparablb~ da résidue a6ryl et phosphoryl e t  a pend que le phos- 

phore e s t  prdaent dans la mol6cule trous forme 

(1965) ( 2 8 ~ )  ont repris oe travail, d6montr6 la pdsenue 
de ~&&~oisirj.ne niaie signal4 &gralement oelle d'au moina un xéaidu de &&&&&Q- 

atep par mol6cnrle de phosvitine, 

MECIillM e t  0ZX:Oa (1949) (286) ont muligne l'absence de pentoeea dans lar 

phoavitine. 

Par contre, TüIWAH e t  SXtBERZABi (1962) (287) ont mis en Qvidenae la 

de La phosvitine en dosant la gluoosamfne, pdsente. 



Tableau XVIX 
Composition en Aoides Ara~.n6is de la Phasvitkm 

Selon AUSRIYIW et  P W W  (1 965) (2'78) 

Nature des Acides b ines  e;/l ûû g de ProtQibss 

Acide Aspartique 

Acide Glutmique 



Ce fait  est c o n f i d  prar (1 965) (288) qui ont donne 

l e s  teneurs de dsns la phosvitîne. 

Les mecnirea ph;ltaiques aoad.uS,tes par (19%) (289) drune I 
Part $ (9g0) ( 2 9 )  dtautm part, ont permis B ces auteur8 de 

I 

propomr pour La phomitine, tane mol6cule da f ~ m e  a l l o ~ e ,  dans laquelle l e s  charges i 
QXeotriques ndgatives des groupemente phoephorgl se repoussent les unes les autres 

oonfdrant par ail leur6 B ca oomposd les proprietes &n4rrales deun 

BELIT2 (1 964) (1 065) (1 966) (291 ) (292) (293) a 6tudiB Za sdquenoe des ami- ' 

noacidea dans la phomitine afin &'en Btablir la structure aomplbte. 

Selon (1 949) (294) , la teneur en phosvitine du Jaune 

d'oeuf est de 1 $, Diffdrents d l e s  ont Bti4 attribuds A oe oompos8. 

(1963) (295) e l  (1 964) (2%) ont pend que 
Se fer ae trou- dans l e  Jaune d'ocatxf prinaiplenaent sou8 forma de aomplexe avao la 

phosrithe. 

(1942) (297) a indeet6 B une poule une solution be phoephate de 

mcUwi aontcuiant du phosphorei radioacltif e t  aonetaté que celui-ci es t  rapiâmaent in- 

sorporé dana la fraction vitell8nique B laquelle appartkent la phosvitin.. 

Par la mi te ,  l e  phosphore raàioaatif es t  d6cselsble au niveau deci phos- 

pbatidea du jaune. On p u t  dono peaeer que l e s  de la phoa- 

vit îne interviennent alana la biospthbse des phosphatides. 

DBB 1960, (298) ont signsld que la phoisvitine joue 

un rd10 dans l e  

(1966) (2991, puis BOSENSTE@ e t  fkBORgc% (1970) (300) 

phosphoylatllon oqdative de la phosvitinr. Lewe tra- 

vaux l ee  ont amend B conclure que oe oomposd peut 8.- un modble macrornoldmlairar 
ds n8oessaiire au d6veloppement de l'embryon. 



U t i l i s a k l t  l 0 u i i z a c e n i ; s i f ~ t i o n I  SELTEXDE a t  m(3ST (1 956) (1 958) (1 959) 1 
(301) (302) (303) ont isole da s&mm de ta poule une phosphoprot$îne riche en skine. 1 

pfc ClXLY, MAId et  COWQI (1 959) (304), P4C CUUY: e t  COHEON (1 961 ) (305) ont 

duairsi A piettre en évidence un constihaaat, eapt l e  comporlentent de la phosrithe 

dana le  s4rum de pouLs b i t d e  aux homsnea ocsst~o&nes+ 

Pour uela, ils ont extrait les lfpaprotéinss du sejrunt e t ,  aprb 4mitemetl.e 

par l'ozalate, ayant pour, but de prdoipîter l e  calciun, ils ont soumis la solution 
B 1*8leutrophorése ds zom swc papier. 

Apx&~ colomttion, 1*Bleotrophort?grame, r6vBle tane zong de lipoprotdlne e t  

une sone comesponht  B un çorapoa6 ayant le  comportement de la phosvitinet du jeune 
d'oeuf. 

L'QlecMphorbss Bu s d m  t e l  quel ne pairnet pra de inettra.en Mdence oe 1 

COPdMOIü e t  HOK (1 959) (306), HOK. MTIB3 e t  CCMMOM (1961 ) (307) ont isol4 

da s6rum de la poule en période, de ponte, traitde t lux hormones oestrogbnes, uwie 

phosphoprol8in.e tout à f a i t  cornparabla, par 8aa propriétés, h la phasvitlm isolde 

du jaune d'oeuf. 

HEAUl (1962) (308) a montre qu'il est possgble d'ieoler la - sdxine 
des phosphoprotBiares sdriques de 3.a poule ea pdricide de ponte mis n'a pais réwsi 
S i soXe~ la phosvitbe, 2~ paxtir! du s b w ,  par les proc6dds dtfcrfts B propo~ du 

jaune. d'oeuf. 

En 3963, cet auteur ('509) a proporPe un pxoc Jd6 original de pdparation deune 

phoaoitfns B partiat du p l a m  de, la poule en phriode de ponte, non b i t d e  aur ho~l~~nes 
oestrogènes. Il a Btudi6 le compot3é e t  Lu% trouve des 

11 en a conclu qt i ' i ï  s'agit du 

dans le jaune et danrs le s8rwai. 



En 1962, (310) ont m i s  en dvidanoe dans l e  jaune d t o d  

un compJ,exe protdique ds la riboflwias, : . 
BLUM (1966) (31 1 ) a sepris l e  fmctio9nsmen"cu Jame dDosuf d6cri.t par 4i111111 

BEItEEARDI: e t  COOK (1960) (312) e t  dos4 Ici ribnfuvine dans lea diff6rentes fsaotioncs 

ainsi prdpadsa, I L  a BQmantrd que Pes lipopsot6lnes sont d d p a m e a  ou renferment 

trbs peu de riboflavine. Selon lui. Ls vitamine B2 se trouve presque exclusivement 

bans l e s  protdines rralubicjs et .La richesee de la fraction la plus mabila en 6lectro- 

phorese lrambne ti supposer lFaxis~t;enca d e u e  l correspondant h, l' antf ttl. 
isolée p r  (1962) (515). 

de prépra t ian  ddor i t  par les auteurs conpor-ta les Qtapes 

suivantes : . Is jaune dbeuf  est: hiamog&fidisd avec trois volumes de ClNa B 0,&5 $ et la 
me51 e s t  extrait B l'étherr 

8 h ph~se OQUC?USB abteme est mende ~t 55 $ iis aaturertion en sulfate d'an?- 

rnonium. Le prdcipit4 obtenu est  &imbnB. 

La solutfan est  amendet & £30 % de s a t w a t i o n  en sulfate drmonivhm. Le 

pr8cipit6 forme est rdcupdrè, dj.ssous dans un faible voluroa df eau e t  ex t r a i t  au phiinal, . Xbl couche phétrslique est d o r a  extraite h. L%&u en prdsence dt6.t;hsr. La 

p h s e  aqueuse contient a 

. 3;e fractiun sinsi obtenue est strouiiféle à le6Lectrophorkse prépesrative en g@1 

d @miamidon, oondtPflxb11t B a 

Ce oompoad n%est pas obtenu purc La pm;Sf%ca.t;ian est faite par chromato- 

graphie d' éc dtion sus D M  -. CelluTose an -8ien.t de pEi e t  de force ionique. 

- 1963) (314) a modifi.6 oe 

Le pr6cripitd obtenu b 80 $ de saturation en sulfa te  dramrnoni,um est dissoutr 

dania l'eau. et dialys8 oontse un tampon phospkte O,OT Ea , pH 5,9, 



La so1.ution obtenue est soumise b un fractionnement chromatographisue 
sur DEBE - Cellulose, stabilisde dans ce meme tampon phosphate O,O5 W de pH 5,9. . Lt61ution est faite en gradient discontinu de pli et de concentration. 

Cette chromtopphie conduit une fraction aontewiant 60 (i& de riboflavo- 

pro tdinq,. . La purification est r6alisde s u  colonne de DEBE - Cellulose à lfafde 

d'un gradient continu linéaire de pH et de force ionique, 

Le second ~rocédd permet de préparer 200 mg: de riboflavopmtéhe purifi&% 

& partir de 100 oeufs. 

Afin dt6tudier ;la ribofiavoprot8ine, les auteurs ont cherché B séparer le 
composé protdique ou apoprotéine du groupement prosthétique : la riboflavine. 

Dans le procédé deoret par OSTROWSKI et; Col& (1962) (31 5) la riboflavine 
est BIfmin6e du complexe 8 pH 2 en pr6sence de sulfate dtammaniwn, extraite pax. le 

phénol et enfin identifiée ~ E W  chromatographie sur papiex. 

ZAK et OSTROWSKI (1 963) (31 6) ont signalé que la liaison riboflavine proteine 

est rompue L pB 3 mais qutll nfest,ps possible dr611ipiner la vitamine B2 par dialyse 

bu fait de ltexistenoe d'un équilibre entre le complexe et ses éldmentrs. 

Les auteura ont proposé un procédd de prdpasation de ltapoprotéine par chro- 

matographie rrur gel. de Sephadex G 25 équilibre en tampon citrate de sodS.un 0,1 # 

de pB 3, ti 3 O  C. L'apoprotBine, exolue, est élude en tate, La riboflavine peut ainsi 

Qtre facilement récupérée, dosée et étudi6e. 

B - PROPRIETES PHYSIQUES ET CHXMIQmS 

1 a - PROPREl%S PHYSIQUES 

a)  Masse moléculBire 

h a  études pr4linainaires réalisées par OSTROWSKI et Col3 (1962) (317) con- 
duisent les auteurs B proposer, pour ïa ribofbvoprotdine, une masse moléeula~ de 

40.000. Far ai Lleurs, le composd étudié se révble homogbne à lrultraoentrifugation, 

WLK et OSTROWSKI (1963) (318) , QSTROWSKI et Col1 (1968) (3119) se basant, 

deune part 8 1 ~ ~  les résultat8 obtenue B l'aide de ltuitracentrjfugation, 8-1; d'autre 



part sur La o o m i s m c e  de la cornpoerition en riboflavine ont obtenu la valeur 

dat 3 6 , 0 0 0 b  

Ces résultats *ont rassembl6is au Tableau XVIII (p. 67). 

(3968) (320) ont dtudib La riboflavoprot6;tne qu' i ls  ont pré- 

pade en uotroahoAee l ibre ,  Pour cela, i l 8  ont u t i l i d  un tampon phosphate 0.05 lS 

de pFI 7,2. Dans oes conàitione, l e  conipos8 e s t  homogène, sa mobilitd e s t  de 4,467 . 
-1 los,, mit-' . B., . 

Repremt  ce t te  Qtude, (1968) (321) ont employd dif'fereats 

taxnpona, de pü compris entre 5.2 et  8,6. Dans ces conditionlp, la ribof lavoprot4ine 

reete homogbrie et migre vers l'anode. 

Lee auteurs suivent les variations de mobilite du constituant en fonotion 
du pE e t  determinent de cette wmi8z-e l e  dont La valeur est corn- 

prise entm 4,1 e t  4,2, 

&'Qleotronihorbse de zone a et6 employiie pour Btudier la riboflavoprotéine : 

(1 962) (322) Qnt u t i l i s e  1@8lectrophorbse sur papier en tampon 

v6ronsl 0,05 H de pH 8,5. Dans cea oondftiona, la ribof iavoprot8irm est homogb e t  

mfgro ver8 l'anode, 

(1 963) (325) ont asumîe la riboflavoprot4iae A lt61eotra- 

phorèae en gel d'amidon, Ile ont u t i l i sb  UfQrente  eyatbmes tampons dont lee pl3 sont 

oompris entre 4.0 e t  8,6. Dsnis t o m  les oas, la  riboflavoprot6ine migre ver% l'anode. 

Pax ailleurls, les auteur8 ant s igml6 que l'apoprot8Sae poedde La m8mc, 

mobilitd BlsctrophorBtique que la riboflavoprot6lnr mturée en riWîavine. 

BLüM (1966) (324) s 0138~4 un Qahange de la r ibofhvbe oontbnu &aaa le - 
Jaune par une . Ap~bs  incorporation, l ea  prot6Saee solubles du 
jaune aont extra i tes  e t  soumiaee, B lV6letrtrophorbse sur papier* 

La rbvdlation est f a i t e  d'une part  B l 'aide d'un colorant des protdines, par 

auto-radiographie, d'autre part. L'auteur a montré a in s i  que la ribofïavoprot6ine 

migra en avant de 1' (X liv6tixe. Le tainpon u t i l i s e  e s t  un tampon t r i o  de pH 8,9, 



Tableau XVIIf 

#aplss Hol8culaire de La Ribof laooprotéine du Jaune di  Oeuf 

Selon OSTRûWXI et Coi.&, (1 968) (319) 

Oonatmte de Sédimentation S0 X)* 3,16 1 
", 

Constuite âe Wf'usion Do 26r 7,45 1 

V01um ~ i f î q u e  Partiel 

I I  

0,699 

#as- m~iea~lairet 

- #&thode de Svedberg 

- fPen81~? en riboflavine 

. 

1 

%O00 

36 O00 



W.  WEBER et OSTROWSKX (1968) (325)  nt smploy6 deux mpporta pour Btudier 

la ribofiavoprot~ine. Le gel de polyacsghrdde en disque d'une part en tampon tris- 

glycocolle 0,025 1 de pH 8,3 l 'acdtate âe celluPose d'autre part, en tampon tris-phos- 

phate de aoâium, aoide oitrique de pH 8.4. Dsne oes d e u  ma, ribofiavoprot4ine e t  

apoddrid sont  homogène^ et prdsentent dee mobili tda blecrtrophoré tiques semblables. 

LtQlimination du groupement prosthdtique ne modifie dono pas selon l e s  

auteurs, l e  cromportlenent dlea trophord tique et la struo2;ure molBoulaire du aomposd. 

e t  0- (1963) (326) ont Btudid l e s  propridtes optiquee de la ribo- 
flavop3~"0t8ine et  de lvapoprot6ine. Ils ont donné, en particulier, l e s  apectma obtenus 

en lumibre visible, ultra-violette et  infrac-rougs. Les r6sultats obtenus rront rassgiiti 

blds au Tableau Xa[ (p. 69). En lumibre visible,  l e  apec+tre de la riboflavoprotdine 

prdeente deux maxima d'absorption t La ribeflavine 

libre présente un speotre analogue, en l w i b r e  visible, aveu deux maxime t 

b $45 m. Cette legbre dlffdrsnae a et6 u t i l i d e  psr e t  O p U  (1968) 

(327) pour suivra la ssturcntion de la riboflavoprot6ins, en riboflevim. 

Par ailleurs,  acslon ZAK et  OsTROWSgg (1 963) (328) 1- eolutiona de ribofla- 

voprot4ine dè pH oompria entre 4.0 e t  8.5 
- propriQt4 que poslshde ia ribofhvine libre. 

Les réeultats obtenu+, o o m ~ a  B o e u  que f'oumîseent d'autres mdthodee 

(speatrophotom6triques, micro biologique^ de do- de la ribof lavine, polamgraphiquea) 

montrent que la saturation sat obtenue lorsque chaque mol6cule dBapoprot6ine a fixe 

une moldwle de ribof lavfne. 

L'examen des dondes acquises par meaure de la fluoreaucunae pe-t d'8tabli.r 

que la riboflavoprot6ine e s t  en Bquilibre avea la ribof lavine e t  l'agaprot6lne. Lo 
-9 oonetante de diaaociation du oomplexe, meaur6e à pli 7 e t  A 25.50 C eat de 2,65 r 10 8. 

Cela inbique que la riboflavine e s t  fortement l ide b la protdine 

- 1%3> (329). 

a) 

DBe 1962, OSTRûWSKX e t  Cal4 (330) ont propose pour la riboflavoprotdine l e s  
temmr~ artvantes en azote e t  en phosphore t 





- Azote t t3,- $ 
- Phosphore o 0,2 % 

Ces valetwa ont B t B  confimdse par 

( i 9a1  &52>, 

(1963) (333) ont algnald la p i a snce  de 8 $ dlhexoses dsns 

fa riboflevoprotdtne. Selon <sasr auteurs, las riboflavoprot6i.m ne oontlent n i  oaamine 

ni pentoee, nl oetoss, mais seulement du k risison de xlar aoldcule 

Cette Btude a Qt6 reprfse par (1968) (3154) qui 
ont obtenu des r6enittarta dîff6renta qua nous avons raasemblds &ans l e  Tableau XX (P. 71 1, 

Lea hydrolysela aont oonduitss B l'aide d'acide sulfurique n o m l  ou deux 
f o i s  normal, lWO C pendant 10 heures. 

Aprbe neu tn l iaa t ion  p r  B. ( 0 ~ ) ~  ou pasaage sur oolonne de Sephadex O 25 la 

solution e s t  Qtudide paz chromatographie sur papier b a  l e  s~ratbme aolmnt r 111 - Buta- 

no1 - Pyridine - Eau (5 1 3 r 2 : v/v/v/), ou par chromatographie sur aoloane de DOWEX 

2 x 8 , selon Is nidthode de (1965) (335). 

Les auteurs ont souligpld qu'il e ~ l t  possible, aprba bydrolyae aaida ou ewy- 

matique par la mtmmbidase, de mettre en Qvldence, entre 0,32 et 0,50 mole diaaide 

s ~ l i q u e  par mole de rlboflavoprotBine. Selon eux, l'auj.de sial ique ne f a i t  pas par t i e  

intdgxants de la moldcuie mis provient d'me glyuoprot8ine qui souilfe leure prdpara- 

tione de ribof lavopro t6ine. 

Catte ddduotion stappuis dgailement 8ur l e s  d a u l t a t a  obtenu8 p r  WEBER e t  C o u  

(1966) (336) selon l e q u e l s  Le traitement de la flavoprot6.lm par l a  neurarrûnîdase ne 

modifie en r i en  l e  oomportement t!ile~tmphor6tique nl. la capcrcitd de réaotion immWo- 

logique du oomposd, 

Lf oxydation p6xiodique rdaria6e par (1968) (337) a ~ r  la 
ribofiavoprot4ine montre qu'elle a l i eu  en deux tempe a 

- Une, prsmibre pham dtoxydation rcapiae, 

- Suirie d'une seconde phase au aoura de laquelle l'oxydation 
e s t  plue lente. 

I textrapoiation du rt(aultat montre que 12 io l ee  de &IO4 aont ndcsssaires L 1 
ozyder t o w  les suares pr68ent~  dans un mole de ribof bvoprot8ine. Cela aorrespond h 1 

l 

une 



Tableau XX 
Composition en Glucides de la RiboflavopmtBine du Jaune d'Oeuf' 

Selon OSTROWSKI et Col 1 ( t 968) (334) 

* Pour une masse moléculaire de 36,000. 



1 . r étd 8.t;udiBe par ZIK et OSZRûWIHII 

($963) (3%). 
Des rdmi ta ta  plue aompL@ta, figurant au % b l m  XXI: (p. 73) ont B t B  pro- 

poees w (1 9m) . (339) * 

Liaabli.ysat es t  aon&uit@ selon la teahnique de 

(%O). La ayertine est  dosde selon Xa mdthode ddcrfte par 

tophanne est ddte-B prer aolarbiQtrie B l ' a ide de la 

(1948) (3421. 
2 * ont ét6 pxopos6s piw &et O m O W S X  

(1963) (343). 
La m6tpaae au 1 - fluorcr - 2,4 - dinitrobenebna de 

(344) appliqude B la riboflavoprotdina permet de em?act4ri 
l e  DlDP - ar@nine, 

L'hydrasiaolyae, eelon Lsr méthode 88crPte par 

a permia aux auteurs 4% propoerer Js 

Le idcbnlif ication de 

e t  0- (1968) (346). 

at OOQ (1959) (347). a aoatiuit B ~.*iaraleaent BU t i i  

k prdsenae !a l b e r t d s i t d  X - Ttrriainerla de la ohaine pmt~ique 

a Bt6 oonf' ide par la ig6thoçlie au lphdnylisothiaaynnste miecl wu point par 

('348). 
3. (1968) (349) ont sown3.a l a  ribaflavoprot~ine br 

l%ydroIyse trypsfqtxe, afin dr en préoiwr Ira structure. 
L1 étude des psptidse obtemrrl oompte te= Be8 ljnisona peptidiquea hydrolyedera 

par La trypsine, sr permis aux autsnxra de proposer pous La riboflerPoprot$lne, 

ZAK et  0STEEDWS.S (1 963) (350) ont îaol6, p a ~  ohromatogserphiar sur gel de, Ssphrt- 

dss  & pB 3, 1s $pmPIi,ment prosthetique de la. riboflavoprot6Ine. La aomposd obtenu est  

B I n & f B  par Bleatrophorbae e t  ohromsttogrsphie aur papier, aars pmpr96tBe spotmlem aiont 
86 temBee .  Lf euunen de ltenaemble dee rémaltate permet asur mteurs d* identifier aveo 

certitude le  oiompos6 isole de hQi. rj.boIlworoprot63.n@ corne dtant la 



'Pablaau X X I  
Composition Centésimale et Holaire de la Rfboflavoprotéine du Jaune d'Oeuf 

OSTRûVSgI e t  Col& (1 968) (339) 

Acide Aspartique 

Acide Glutamique 

Total dea Acides dminQs 

* Pkduction faite des niol4cules d'eau. 



- & l'aide de Laotobaoillus Caesi, orgaaSeme 
pour lequel Ls vitamine B;r est un facteur de arolswmce. 

.ii * 

Ces deux techniquee ont B t B  utilis6es Qgalement par WLK et OSnl*IIQmx (1963) 

(352) qui confiment les r6auZtats obtenue selon lesquele Is teneur en ribof la* de 

la riboflavoprot4be misamte se situe entre 6,4 et 7,3 da de protdine, la aatu9- 

tion du rrompos6 étant obtenue lorque 

&es mdthodes fluorom6triques et polarographiquea ont permis d'établir que la 

ribof lavoprotdine native 

11 est d i t  plua haut gus la ribof lavoprotdine, outre la ribof M n e ,  contient 

du phosphore (0.2 $). Ce phoqhore, sous forme da sadiaaux phosphate, (osTR~Ds&&& 

&J& - 1968) (353) augments la charge n6gative de mrf8.oe der 3.8 moldoule. 

(1%6) (354) ont montd que JB ddphosphoryhtion par la phosphamonoesteraae modifie 

le amportement dleatrophor6tique de la riboflavoprcztBine mai8 a'althre que trbs l@- 
rement lee cararot8rirrtiquss de la rdaction immunologique du ui~mpo8d. 

(1 968) (355) , OSTROWSKI et Col& (1 968) (356) ont Qtsbli des 

oourbes de titration potentiom4trique de la ribofhvoprotdine de ltapod6rid et de 

la ribof lavoprotdine dQ-phosphorylBe , les résultats ob tenua, rssiaembl6s au Tableau XXII 

(p. 75), montmt en polirticulier, que 1t81imination de la riboflavine libhre tru démasqua 
des groupent8 wrboxylerr, imidf%~ole~, 01 - aminda et ph6noliquear. Selon les auteurs, 
aea groupementa ainsi que le noysu isoalloxdic~e de la riboflavine sont lmpliqu6s, par 

l'inteddiaim de Uisona 4leotrostatiquea et oovalentee, dana la fixation de vita- 

mine sur la p r ~ t d b *  

Un travail plue, m4oen.t: (W. STEGZKO et 0STROWSK;E - 1969)(357) a Btabli que 
Ter ribof lavins peut 8st trouver dane la riboflavaprotifne du $aunr, sous trois formes 

diffdrentea : 

- brme oxydBe, 

- Forint8 s8miquinola;ique, 



Tableau XXLI 

Titration Potentiométrique de la Riboflavoprotbi.n% 9.1; des ~ o n p s 6 s  I%ri.ds 

Seion (OSTROWSKI e t  Col1 - 1 9 ~ )  (956) 

Groupements Ionisable~il 



Riboflevoprotci4fne e t  apaprotQine du jaune d'oeuf ont Btd Bhzdidea en inmu- 

nodlea trophorhse par (1 968) (359) aelon 

teohnique ddorite par (1 955) (360) modif ide par SCHEXDEGGriJa (1 955) 
(361 ). Lee Putanus ont obtenu us m l  arc de pr6eipitstlon, matrant lthomog8nQitB de 1 

A l 'a ide  de la technique mise au point par O U C H T ~ ~  (1948) (362) ils ont 

montré que la rfbofLavoprot6ine et 18apoprot8fne doment la m&ne reaction antig8nique i 
1ea aras de prdcipitation obtenus ae raocordant parfaitemenij. 

l 

(1966) (363) ont Bimti.4 en autre l e  comporteasnt de Za ribo- 

f l a v o p r o t h e  du b b a  d'oeuf v is  B via  de l'hmm-s6rwn prdpa.rt5 aveo la riboflavopro- 

tdine du jaune. Ils ont montré, par double diffusion, e% par superposition des oourbea 

de préoipitation antigbne-antioorps obtenuee, que lets &sur riboflavoprot6inecs e t  ltapo- 

protdiae du jaune sont 

Les auteuris ont Btudid Bgalcsment l 'influence, sur la riboflavoprot8ine, de 

oertaines ewyme8 (neuraminidaee , phosphomonoasleraae, pepsine, 1 eucynnainapeptidBnie, 

oarborypeptidaeie) a in s i  que ae l l e  de l tur6e,  sur la aapacitd de r k o t i o n  immunologique 

et le  oomportement Qlec trophor4L;tque en ge l  d9 aagzur, 

Leurs r é m l t a t e  ont prouvd que eeule, le, pepsine Adu i t  oonsid6rablement 

l 'apti tude de la ribof lavoprot6ina b réagir avec 1' antf corpa. 

D - RmEZBYOPBOTEmS IÏll SERUM DE LA POULE, DU BLAX ET DU 

JArn D f O r n .  

Le premaier, B m  (1966) (364) a m i s  en dvidenccs e l  iso18 par Bleotrophorbee 

prdparative suzl rideau une, riboflsvoprot6ine dans l e  adruni de poule en période de ponte. 

11 a effeafue des éleotrophorbses, aomparatiwe  BU^. papier, des r ibot 'hvogrot~ines  du 

s6rum, du blana et du jeuna, d'oeuf. Lea Q l e o t r o p h c r r ~ ~ ~ s  obtanua ont pennis de 

cronclure que les nobi l i t&s QlactrophosBtiques de8 troier compoa4s dane l e  eyatbme faimpan 

utilis6, sont oomparables. Mais il n k  ppas approfondi la aompeu.aiaon ayant i so l e  uns 

qurrntit6 trop f a ib l e  de riboflavoprot6ine adrique pour pouvoir en f a i r e  une 6tude 

complb t e  1 

1 (1971) (365) s isolB, purifid et B t u d i B  en dd ta i l  l e s  propridtde , 



Tl  l 
l 

Il a comparé rses résuitats 21 ceux dom6s pas O S T R O m Z  e t  Col1 (1 968) ('366) B pxopoe I 

de la ribof 2avopxotéine du jaune, 1 

Il a 8t6 man6 B tonclure que si Les deux composda sont ~îmmunologiquement 1 
inàiseernablasn (WEBER et Coli. -1966) (%Y), leurs propai6téa physico-chimî~ues pré- 1 
sentent des différences sensibles, en particulier pour ce qui est du poids nol6clilair8, / 
de la composition en glucides, en auides amin&# et de la teneur en phosphore. 1 

i 

Selon ZAK et O S ~ W S K ~  (1 963) (368) la ribofTcivoprot6ine doit B t r e  nppro- 1 
chde, du point de vue du r%le, du mmplexe avidine-biotlnr présent dans le blano d'oeuf / 

l 
Selon les auteurs, Is ribaflavoprotdine est un complexe rnBeromol6euiaire de l 

ïa vitamine B2 ndcessaire au développement de ltembyon. 

En 1956, KAMïNSKX et DüRDBX (369) ont montrd l'identité immunologique de 

la conslbmhe du blarric d'oeuf et de la transfemhe de sérum de la poule, protéines 

possddant toutes deux La propriété de fixer le fer. 

WïtLIllMS (t%2) (3'70) a Btudié le d.lsgraimne immunoilectrophorétique donnd 

p r ' l e s  liv6tines et a aaractéxis6 un arc de précipitati.on ayant uncs mobilitd Blectro- 

phoretique oomparable $ oelles de la co,  bum mine et de la transf exrine sérique, corres- 

pondant une P gïobuïîne. 
UULUMS (371) a attribue cet a m  de précipitation h la fE.ansferri.ne seriaue 

=$sente dans les Iivétiaes. 

Afin de confirmer lthypothbae 6mise, WTLLXAMS (1962) (372) a isole et dtudi.6 
la transferrine présente daas les livétinea. 

La méthode de preparation d4crî te par WïUW (1962) (373) comporte les 
ddtapes suivantes t 

I 



. Les 1IvQtines sont ai tas ou te^( &.III l'eau pour rdaliaer une eolution B 2 Z&. . Cette solution eat amende B 50 $ de saturation avec de8 ariataux de 5 
(NII ) . Le pr6cipkt6 for& est Q l i m b B  par f i l t ra t ion.  4 2 . n*a solution abs i  obtenuet e ~ t  amende h 80 de saturation. Le prdoipite 
obtenu eert r4cupér8, dialyad oontre de lteeu.distilldet et eneuite aontre un tampon 
acdtate d'ammonium 0,1 lul de pFX 5.  . La solution e s t  a lors  soumise B ltanalyse chxomatographique sur aarboxy- 
m6thyloellu30ae en oolonne de 2.5 am x 8,O cm préah31ement etabiltede aveo la m8me 

rsolution tampon. La transferrine e s t  fixde sous la fornie daun anneau rosie. 

Lee impuretdrs 6limh6ss par passage du .t;ampon de stabilieation de la da ine  

bohangmae d'ion, la transferrine e s t  cilore Bide par l e  passage d'un tampon aodtats 

d'ammonium O, 1 EI de #i 7, . Ls61ugt es t  dialyse oontre un tampon glpooolle 0,OS M de pü 6,5 e t  pga8Q 
sur DF4E - Cellulose, en colcme de 2.5 cm x 5.0 am, atabilie6e dans os tampon. Ls 
tramferrine est retenue par l tdahqpu.r  d'ion. . L8Qlution e s t  sdalis4e ?A l'as3.de d'un gradient continu de et de fozw 
Ionique obtenu aveu du phosphate de pobaraium. . Aprba dialyse e t  lyophilisation, la fxaotion isolde se preaente eroue la 

forme d'une poudre teintde en rose. 

Parallblment A la tranaft~rrfne préaente dans l es  livdtines (1962) 
(374) a isol6 la tmrnsferrine sérique de la pule et h aonslbumine du blanc d'oeuf, 

afin d'en fa i re  une Qtude comparative. 

11 a soumis l e s  t role  compoads B l'analyse Blectrophorétique en gstl d'amidon 

horizontal selon La technique ddorite par SiITïiIES (19%) (375) u t i l ieaa t  un système 

tampon discontinu m i s  au point par FûüLIK (1 957) (376). 

Lee transfsrrines isol4es. dtune part du sdrum de la poule, d'autre part des 

l l d t f n e a ,  prdsentent des a*, bi~tandie, que Ls conalbumine i- 

8016s du blano d'oeuf se aoaporte diff83y)mment des deux autres aompoa6s. 

Etudids en imnmoâiffusion, v i s  & vis d'un inmnur-88- anti-s6rum de poule, 

les t ro ia  aompoa4e donnent oham une mule 1-e de pdoipi ta t ion ae raccordant par- 

faitement entre elles. 



L'lnun~oélectrophorèse montre que la mobilitk électrophorétique de la  conal- 

bumine est légès~ment diffdrente de ce1 le des deux transîerrines. 

Par ailleurs, ~JJIMS (5562) (377) a montré par des réactions immunologiques 

croisées que piusiwilsa protéines des tivétfnes présentent les  m&mes rdac tSon8 inmuno- 

logiques que des protéines CLtt s d m  de poule. 

A la suite de ces r&sultat;s, l'auteur (378) a 4tB mené à conclure que l e  

composé teinté en rose, iso~ti  des ltvétines, n'est autre que ïa transfemine sdriaue 

de la muXe, 

3' - PROPRIETES C-mt 

L'Btuda chimique dl; La tran&errine isolée des liio8tine8, f a i t e  par 'IdLLLIABS 

(4962) (379) e s t  so=$j~e. ConsiBérant qu'il s'agit pot= les. deux transferrines, du 

jaune e t  du s é m  d'un seul e t  même compsé l'autour a considér6, que les dsultats 

obtenus B propos de l a  tran5famSne du sérum sont valables pour l e s  tmmferrines du 

jaune, e t  n'a pas pscSe3s6 daas certains cas, l e  milieu dont est extraite Xa transfer- 

rfrie étudide* 

La d6ternimtion dss hexos9a est fai te ,  selon l a  méthode de SCHOWENBERG~ 

& Col1 (1 958) ( ~ 0 )  à 1' csrshal sukturfqaro, 

Celle des hexossahes utilise la réaction d'Elson-Horgan selon la technique 

décrite par ~ ~ & ~ * ~ - ~ & &  (1 958) (981 ) , 

Quant aux acides sialiques ils sont libéxés par l 'acide sulfurique 0,1 B h 
98' C pendant une heure e t  doses La methode au r6sorcinol chlorhydrique selon 

+WENMBHOIM (1958) (3%). 

h a  oompositions centésimales en glucides de la conalbumine d'une part et la 

transfemcine d'autre part, aont différeutes (Tableau XXXff. - p. 80). 

Saulignant ces différences KJII;LU1FIS (1 962) (383) a soumie la conalbumine e t  

les deux transfsmines 8, 18hydrolyse par la neuramïnidase. L'action de cette ewyme, 

suivie par électrophorbse en gel d'amidon, modifie le comportement électrophorétique 

des deux transfeminerg mais ne change en rien celui de la aonilbumine. 



Tableau XXlII 
Composition en Gluoides de la Conalbumine et de ïa Traasfsrrine 

selon ~ U J A M S  (1962) (383) 



Ce point aonfirma que l 'acide aialiqus fait bien partirs Intégrante des mol6oulea 
dee t ~ n i s f e m b ~ e r  du jaune e t  du e&nua, mis qu' i l  esrt abrsmt dane îa ciroracrlbuminar. 

Lu eitrvrc-e de la f ract ion g M W q u e  des dgwt composde : 

a B t B  $tuaBe par (1968) (384). X l  a isole  par protdolylsr 

des deux prot8inee, un certain nombre de glyoopeptkdea, h a  exuqmes prot8olytiques 

u t i l i s6es  sont : la pepeine, la trypsine, e t  la ohyaotrypeiine. 

La d8temination de la oomposition en suore &es glyoopeptides isoles pr- 

met de aonalwre que l e s  fractions gïycxmniquea des deur glyooprotdines eont diff 6- 

rentes. La (que 1' auteur appelle &galement * p o v o t r a n s f e ~ e n ) ,  e s t  oom- 

posde d'une seule unit6 constitude de 4 résidus de mannose e t  de 8 d s i d u a  de I - 
acetyl  - gl~cceamine~  Quant au glyoanne de la transferrine, il est cornpois8 de 2 

d e i d u s  de mamase, 2 rdsidua de galactose, 3 rdaidulr de aI - aodtyl - g luao~mfne  

e t  de 1 ou 2 rdaidus d'acide sîaliqua. 

L'auteur a propos6 en outre pour l e s  dewr oompoa8a, des poida mal4oulaSrea 

eemblablea d'une valeur de 80,000. 

1 l Lea com~osit ions en acides aminés de 3s t rsnsferrine et de la conal- 

bumine sont d6termindea par WXLLIAMS (1 96.2) (385) selon la adthode mitre au point par 

a A C m o  SfEUS e t  MOOnE: (1950) (386) l e  tryptophmm Btant dos6 par apectrophotod- 

trie selon BENCZE e t  SCBNID (1 957) (387). Les r6sul ta ts  obtenue figurent au Tableau 

x.nV (P. 82) .  

2. Appliquant l a  mdthode au fluorodinitrobenzbne de 

gt Col& (1952) (w), I_bLMPIS (1962) (389) a propos6 l'alanine 
BT - Te- de la oonalbumine et de la transfarrîne. 

3. Lthydrolyse trypaique et ohymotrypeiqucr des deux transferrinea (ce l le  

du sérum, ce l l e  du jaune) e t  de la conalbumine suivie d'une étude par ~leotrookuu,ma- 

tographie des peptides obtenus, conduit pour les t r o i e  oompoa8s, derna l e8  m6mes con- 

ditions, h des aohdms tres voisins, presque mperposables. 

A l ' a ide  de oes rBisultats, WILLXAMS (1 968) (390) a deduit que t - La transrerrine prdsente dans le jaune d'oeuf e s t  identique B l a  tranrj- 
ferrine sQrique de 3.a poule, 

- La transferrijls e t  la conalbumine du blanc d'oeuf possbdent deru f raat ions  

protidiques identique6 maia diffèrent  par leur  glyoanne. 



Tableau XXIV 
Composition en Acides Bmulds de la Conalbumine e t  de la Tramferrine 

Selon (WILLIAMS - 1962) (385) 

Alanine 

Cystfne / 2 

Glyoocolle 

Isoleucine 

Leucine 

Méthionine 

PhBnglalmine 

Proline 

Sérine 

Thréonine 

Tryptoph-e 
Tyrosine 

Valine 

Acides Aminés 

dl00 g de protdine 

Acide Aspartique 

Acide glutamique 

Arginine 

Histidine 

L g ~ i n e  

Conalbumine h.ansf errine 

10,97 10 ~73 
1 1  ,72 12,56 

6,73 
2,36 

10,758 

6,89 

2,13 

10131 



C'est en 1936, que ONOE (391 ) a mis en évidence dans la fraction nlivQtinew 

du jaune dl oeuf une substance de nature giycoprotéique, riche en glucides, diff &ente 

de le ovomucolde du blanc d oeuf, h laquelle il a donné le nom de vitellomucoïde. 

1 - PROCEDES DE ONOE 

ONOE (1 936) (392) a décrit deux procddés de préparation permettant d1abou- - 
tir au vi tellomuco'ide, 

a) Dans le ~remier ~rocéd6 

10 jaunes dloeuî débarsassés des chalazes et du blanc, sont émulsionder dans 

un volume de XaC1 A 8 $, 
, Les lipides sont éliminBa par des extractions répétées, en ampoule B dé- 

canter, avec un volume de mélange alcool - éther (25 :75) , puis par llalcool, 
, Quand la phase alcoolique est incolore, Irr solution aqueuse eat traitée 

danrs un caurant d'air afin dlélfminer llQther résiduel qu'elle contient et dialysée 

contre de l'eau distillée en présence d'une solution alcoolique de thymol, 

Le précipité de lipoprotéines est élimine et la solution est concentrée 

par dnporation au bain-marie, jusqulB obtention d'un volume de 50 ml, 

Le liquide est alors amen6 A demi saturation en sulfate dlammonium afin 
de précipiter les livetineso 

, Ltensemble est filtré et le filtrat est dialysd jusqulB élimination des 
ions, sulfates, puis il est encore concentré B nouveau, au bain-marie bouillante 

additionné de 5 21 1 O volumes d'alcool. 

, Le vitellomucoïde ainsi précipité, est purifié par redissolutiom~ et 
reprécipitations successives par 1 ' alcool, 

, Cette technique permet de préparer environ 150 mg de vitellomucoïde 

(0.109 $ du  aune). 

décrit PGI: ONOE (1 936) (393) 10 jaunes dlo& sont émulsionnds avec un vo- 

lume de m6lang:e Qther-alcool (1 : 1 ), le prdcipitd obtenu étant dcupéré sur Buohner. 



. Oe dernier e s t  ensuite mis en auepension et  agit6 dans fiOO m i  dt esru. . Le rndlanga e s t  a l o r s  gdditiomd de 300 ml d'al0001 h 95 $, aa ib i i l /  B 
pff 5 avea de l*aai.de eio6tique A 3û $ e t  bou i l l i  h reflwc . . bprés 5 heureis l e  rdaidu inso;luble e s t  6limind e t  le  v i t e l l omoo~de  e s t  

prdcipitd par addit ian àrt 5 B 10 volumes d'aloool. 

l Il e s t  enfin purif id par redissolution dans l ' w u  e t  reprdoipitation A 
1 'alooal. . Le rendemant de eor a ~ ~ o n d  proeod6 e s t  16gbrement fnfdrieur A c e lu i  que 

l t o n  obtient aveo le  premier. 

La méthode ut i l ia8o par: BLLWIS (1 962) (394) dQrive du premier-proo6d6 
ddcri t  pan. -(a1 936) (395). Toutefois, oet  ab ,sur a prdoisd oertaine pointa a . Les l ipidae eont oxtra i te  B 1' 6ther, l la lcool ,  aelon l u i  dtant t rop  

ddnaturant pour l e s  protbines. 

Le f i l trat obtenu aprbs prdcipitation des l iv6tines a+ sulfa te  d'8mmonium, 
e t  oonoontration B l'dvaporeterur ro t a t i f ,  e s t  maintenu . 

l La ~ o l u t i o n  obtanue, e s t  adâitiomde de 3 volumes dt'ethag& Le vl te l lom- 

corde, a in s i  prtc?oipitd, e s t  rdcupérd , r ed i~~soua  dans 1' eau, dialyse et lyophili860 

Reprenant la psdpwation du vitelloxnucoXde, SEZLI;&J., (1964) (396) a fai t  

une Btude ar i t ique de la rnQtlrade pr6ooieii~de par (397) e t  des modifioatione ap- 
portdee par WïLLïAM (398). 11 a ais I'acroent en part iculier ,  sur le  rble  JouB par 

lea f i l t r a t i o n s  au murs des diffdrontee Qtapes de la prdparation. Pour ce qui ea t  

de la woonSeni;ration B f a ib l e  volumew amnt  prdaipitation des l iv4tinsa au bain- 
marie bouillant, S E Z I L q  a souligate m n  impr80isiont volume final e t  ooncentration 

jouant un grand r61e dans la neoagulationll des livdtinea p ~ r  la oabl-leur, il en résulte 

un manque de reproductibil i tQ dans les rdsul ta ts  ; l e  vi&llomuaoifde o b t w   eut 
8 t r e  ~ i u a  ou moins wr. 

B - PROPRIETES PRYSICOCHXMIQtBS 
.I 

1 O - PROPRIETES PHYSIQUES 

Lee donndea physiques, decri tes par les auteurs concernant le vitellomuoofde 
sont relativement peu nombreuses. 



a) Solubilité 

La solubilité du vitellomucoïde dans différents Mlieux, a et4 rapportée 

par (1936) (399) et mise en pwallble avec Celle de l%ovmucoïde du blanc d'oeuf. 

Lss deux constituants résistent à la chaleur, mais précipitent tous les deux d'une 

solution de sulfate dlammonium à 2/3 de saturation. 

Le vitellomucoXde, à l1 inverse de llovomucoTde est difficile B précipiter 

par l'acide phosphatungstique à 25 $, mais précipite d'une solution de MaCl saturée. 

WILLIAKS (1 962) (400) a souligné qu'une solution de vi tellomcoïde à 0,5 $ 

additionnée d'acide sul,fosalicylique 0,2 M devient trouble. Le &me test réalisé avec 

une solution de livétine p provoque la formation d'un abondant précipité, caractbre 

permettant de distinguer les deux composés. 

Ce fait a été confirmé par SEZILm (1964) (401) qui a étudié en outre le 

r81e de l'acide perchlorique, différentes concentrations (0,2 M, 0,4 M, 0,6 M) sur 
des solutions de vitelfomucoïde et de livétines. Ce réactif ne permet de précipiter 

ni 1s vitellomucoZde, ni la livétine P . 
b) Pouvoir rotatoire , 

Le vitellomucoXde est actif sur la lumière polarisée, son pouvoir rotatoire 

spécifique a été donné par ONOE (1 936) (402) : 

L'auteur a souligné qutil est diffkrent de celui de 1' ovomucoïde, pour lequel 

il a donné la valeur de : 22 

( a  ), = - 630. 
c) Point iso6~ectriaue 

Le point isoklectrique du vitellomucoïde a été déterminé par OM)E (1936) (403) 

par mesure de la viscosité de solutions de vitellomucoïde à différents pü, la vis- 

cosité minimale 6-t obtenus au pü correspondant au point isoélectrique. 

Cette méthode a conduit l'auteur à proposer pour le vitellomoïde un point 

iso6leotrisue Q m l  à 52. 

d) Cornuortement élec trouhorét iaue 

WIILLIaMS (1962) (404) a soumis le Pitellornucolde qu'il a obtenu à l'analyse 

dlectrophorétique sur papier et en gel d'amidon. 



Dans les deux aas, 

h6t6ro&ne en Qleotrophosbse en gsl d'&don. 

Ls aobi l i td  Qlectrophorcitiquo du v;ltsllomu¢ofde aat  oe l le  d'une CI globuline. 

Le comportement QlectraphorBtique du v i te l lomuoo~d~ a Q t B  Qtudid 6galement 

par SEZILZIE (1 964) (40~)~ qui a u t i a i ~ 6  1 6leo trophorbas BU papier, en tampon vdronal 

de pE 8,6 e t  en tampon pyridine, acide ticétique, eau de pH 3,9 , ainai qu'en gel  dleuni- 

don selon la. teabnique de WXLLMS (1962) (406). 

Selon ce t  auteus, quelque @oi t  l e  systbme tampon u t i l i d ,  l e  vitellomuoo3de 

poeséde la mOme vitesse de migration que la l i d t i n e  P . 
Conduits en tampon veronal de pH 8,6 , lt61ectrophorbse eur papier montre 

la présence d'un composant apparemment homogène, tandia que,dalisB en tampon acide 

de pB 3,9 , oe m k s  typs d881ectrophorbae r'Qvble l*h6tQrogdn8it4 du vitello~rucoide, 

caraotbre que lt on retrouve sur lea diagrammes obtenus avec l e  &el d'amidon. 

Enfin, selon cet  auteur, des modifications de atrzioture qui  interviennent 

A clifferente atades de la préparation, en p r t i cuL ie r  lo re  du traitement B l 'dther,  1 
provoquent des à i î f  Qnnoes de oomportement 6leotrophor6tique d'une prdparatlon 1 autre, 1 
l e s  Qlee trophor6grammes obtenus nt  8 tant  peai toujourli superpoisables. ! 

L'-lyse Qldmentaire du vitel1oimrcoZde oonduite par O R B  (1 956) (407) donne 

le8  rdsul ta ts  suivante t 

c 8 39.5 $, 
E t 7v5 14, 
I r 9,0 $, 
S t 2,6 S. 

Lt auteur a signalé en outre la préeence de ualciiüun dsne le rdsidu de oombustion 

Ia glucosamine a Bt6 identif ide dans l e s  préparation8 de vitellomucoSde sous 
1 

la formet de son dérive tdtrabemoyld par ONOE (1936) (408). Ce dernier a dos6 la 

gluoosamine preaente dans l a  vitellomucootde B l ' a ide  d'un reaotif  s u  p - dirn6thylmi- 

nobenealdehyde e t  a propoei6 



A cat6 de La glucosamine, (1936) (409) a signalé l a  presence S0,2 $ 
de mannose dans l e  vitellomcozde. Le rapport mann~se/~lucosamine est  donc de 2 , 
valeur différente de cel le  du m&me rapport, donné par cet auteur à propos de ltovo- 

mcoïde, qui es t  de 1 . Il s 'agi t  donc 1à dtwi nouveau caracthre distinctif  entre les 

deux constituants. 

WILLIAMS (1 962) (41 0) a donné une composition glucidique plus détail lée : 

Hexose : y,$ $, 

EIexosamine : 5,5 %, 
Acide Sialique : 2,0 $. 

Cette composition est ,  selon lu i ,  identique B celle de ïa livétine P . 
Ayant u t i l i s é  l e s  techniques de dosages préconisées par PIOmTREUIL et SPIX 

(1 963) (41 1 ) , e t  effectué ses dosages sur plusieurs préparations, SEZILLE (1 964) (41 2) 

a rapporté l e s  tenews moyennes suivantes : 

Oses Neutres : 1 1,s $, 
Acide Sialique : 4,3 %. 

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

e t  par rapport également aux teneurs données par WILLIAMS, tant pour l e  vitellomucoide 

que pour ïa livetine P . 
Selon SEZILLE (1964) (413) la composition molaire e s t  l a  suivante : 

Galactose, Glucose, Mannose (1 : 1 : 2 ) .  

De ces résultats, l 'auteur a déduit à la suite de ONOE (1 936) (414) que l e  

vitellomucoïde e s t  un con-~osé net tement Fndividualisé du jaune dr oeuf de mule. 

La présence de constituants hydrosolubles, de différents types, a étd signa- 

16e âms l e  jaune d'oeuf : 

A - UN C O M P m  PRO!PEIQUE DE LA VITBMIME B,, 

Ce complexe a é té  mis en évidence par OSTROWSKI e t  Col1 (1962) (415) , 
e t  OSTROWSKI (1 963) (416). 



B - DES ENZ324ES 

La majeure part ie des travaux efîec~tués SUT l e s  enzymes de l'oeuf partent  

sut. Leur &le au cours de 19incubation. Ils sont rapportés dans les ouvrages de 

NXE3JU.H (1 931) (1942) (417) (418). 

A la m i t e  de ces travaux, LINmAW etCao3 (1 948) (4t9) ont mis en évi- 
1 
I 
I 

dence e t  d6temind I r a c t i ~ f t 8  dfun cer ta in  nombre d'enzymes présentes dans l 'oeuf e t  

en part-icttlier dans l e  Jauïre : 

Parmi ces emymes se trouvent des Esterases : Tributprinase e t  Cholineste~aso 

essentiellement, selon les  auteurs, ces enzymes sont localisées dans la f rac t ion  

wliv&tinew. 

Le jaune d'oeuf possbde égalexae~t une ac t i v i t é  phasphabsique, due B la 
préseme d'une plr tos~htase alcaline. Cet te enzyme, cantr~lireaent  aux deux préc8dentes, 

ne se retrouve que pour m e  faible part dans la  fraction " l i~6t fne '~ ,  

A c8t4 de ces ampies, l e  Jaune d'oeuf' contient ma aaivlase, ex t ra i t e  dans 

la f rac t ion  hgàrosoluble. 

Enfin, les auteurs ont signalé Is. présence en faible quantft6, d'une pezstih- 

se e t  drune oatalase, enzym(4 lacalis&e principalement Clans l e  b b n c  d'oeufb 

11s nDoxtt pas r&usglf, en outre, B mettre en 4vfdonce de lirase hyd.rolywn.i; 

l e s  l ip ides  contenant des acides g a a  h 6 atomes de carbone et plus, de phénol-omydebse, 

de cytockome-oxydase et de p é ~ ~ c i ï s e *  

A l t a i d e  de r6actlon imuologique, IMSIikLL et DEiJTSCE (1 951 ) (420) ont 

montrd que les  protéines tûtales du jaune d'aewif octmtiement 0,2 $ d'ovalbumine e t  

4 9& de conalbumine, O r  concernant ce t ta  d e a é r e ,  W3*LLW4S (1962) (421) a rapporté 

qu'elle présente la même réaction im~w~ola&gue gus la tmzissfesrine prQûente dans l e  

Jaune, m i s  que les deux consti.taa6urts ne peuvent &Lre conf"oniEws du fait  de l e m s  co~n- 

portaments 6 l e ~ t ~ ~ p h o ~ 6 t i ~ u t 3 ~  difÎBrents, (voir plus r 

La pr8sence dbvalbuinlns &iris l e  3ame hz été canfimnee par UlTO et  HARTLN 

(1965) (422). 



D'aprbs 1'1- et DEUTSCH (1 951 ) (423) le jaune d'oeuf ne contient ni 
lysozyme n i  ovomuco5de. 

1 - LE GLUCOSE 
Le jaune d'oeuf renferme seulement 25 % des glucides totaux présents dans 

l*oeuf (JACQUOT et A D R M  - 1954) (424). 

Selon les mêmes auteurs, le jaune d'oeuf renferme 1 Sh: de glucides dont 0.7 $ 

de alucose libre, 

JACQUOT et ADRLAN (1954) (425) ont rapporté la prdsencs, à c8té 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'autre au contraire des produits de 1 tanabolisme embryonnaire (inositol) , 

2' - LES ACIDES AHINES 

Dans If oeu9 fralchement pondu, le jaune contient des acides aminés libres, 

le blanc en est dépourat, 

La 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 URBIER et Col1 (1972) (427) concernant la méthio- 
nine et la lysine, il semble qu'un déséquilibre de la ration se traduise par un appau- 

vrissement int6ressant dgalement tous les acides amin6s libres. Les auteurs en déduisent 

que ces acides minés n'ont vraisemblablement pas une origbe sanguine, mais proviennent 

plutbt de la dégradation des protéines entourant 1 ' ovocyte. 

Beaucoup dfénia;mes restent à résoudre conceniant les acides amines libres : 
leurs proportions relatives, leur origine et leur r81e sont encore inconnus. 



Les macm616mbtniia eroat, pour b p lupr t ,  aombin$s amc lea oublsixmaea orge.. , 
aquea. Cs sont t la aalcirxin, 1s phosphors, 1s mdfm, l e  oblorrt, 1s mg~derium, l e  fer, 
l e  pota~~lugl, e t  le  soufrs, représentant environ 1.2 $ du Jaune. 1 

1 

P ~ Q I  l e s  olî@o816mente prdsents daas l e  jaunbi, il faut c i te r  l e  fluor, 

l f ioàe ,  l e  auivre, l e  sine, ltalwiiniu83 e t  Pa str, oligoelBmeatpa wa jeurs. 

Le jaum d'oeuf appamit 0-8 un isubstrrat wmplexe, par la nature e t  l e  

nombre des o0mtitrUao;trr qu ' i l  rede1(118* Cette ao~splexlti est mhéeatia8e par la 

Flgurs 11 (p. 91) qui eet  un. b i U  de e~r~poai t ion du jaune dtoe\tf. 

Lee donnees que Zron potsabde a~tuellement sur l e  jsrune d'oeuf #nt wluvont 

inaomplbtes, voire iaeertaiaeis, en gg~rtlcrulier oellea qui ae rapportent B la fmt~ t ion  

hydn,eolubls. Il swagft là de ompoads mineurta, qua~ntilzttiv-nt, mis il a v e a t  p e  

douteux, de par la filirrtion de cerbiZns d'sntm ciau, avea les pro*tdioma 86riqucts de 

Ir m e ,  quïilrr jouent un &le important lors  de Icr mine en k a b a t i o n  de l'oeuf. 
Cette f i l i a t ion  e s t  ellB-rnbrns iniprdakse e t  p u t  atm y aurait-il l i eu  de l'étexkdro h 

d'autres ooaetitsants te l8  qw l e  dtellomuuoZ8cil. 

Pour mn6r bien oe trarail, il omtriensrait, tout d'abord, d'isoler h 

1'6tat  pur lets diif6rants oonartituants du jaune d'oeuf, af- d'en Qtudier 10s propri- 

dtds puis de fraationner le s6rum de poule dans l e  but d8i tab l i r  une oompamirron ex- 

baa9tive des propzL6tda d6e eonstituarnta pr6agnbnt acbtte f l lSP t i~n .  Telle ea t  Is 

mirraion dont noms avom Bt6 inîtirrlement ahar&aq 

Iaoler les, U f B m n t s  aonatituante de oette fmotioep mluble, dfmotegent b 
partir du Jaune d'oeuf, Qtait une possibilit6 A enviayger. Dana oertaina ocam, e l l e  

pormt d'arriver au r6suîtat. Wais d'une façon &n&xale, (tant bonn6s la oomplexitd 



Jaune : 

100 g 

l 
Li~ ides  : 7g 

- Li-sovitellines a et f,3 : 9g 

H e  De Fe 

Protéines : 2g 

(vitellines a et P ) 

(vit ellenine) 

Constituants Phosvitine : 1 Q 

Hydrosolubles : 7g Trernsf errine : 0,250 g 

Riboflavoprotéine: 0,1 g 

Vitellomucoïde : 0,l g 

Enzymes, Protéine - Vitamine BI 8 

Glucose, Acides Aminds, Composés Organiques, 

Macroéléments, Ol~QIBmentse 

Figure 1 1  

Composition Globale du Jaune d'Oeuf 



du jaune d ' oeuf', &ïefi~tio_nnen_ents prot&i_es_n -bleu s a b l a i t  susceptible l 

de f a c i l i t a r  l a  tâche. Aussi, falhit- i l  donc comencer par g & g i . c i r o ~ t u a n >  i 
en &inimnt l e s  conposés de nature lipidique. l 

Ce natériel  d'étude ainsi  prdparé, nous avons é t é  menés à en -t& 1 
par de0 dthodes de l'analyse innédiate : électrophorèse e t  3nrnuno-dlectro- 1 

phorèse. 

Ayant nia au point des techniques analytiques précises, il nous restait B 
entreprendre l e  B t a e n t  d e s p r o t é $ . ~ s l u b l e s  to-, tache de longue haleine, 

lee  nélanges protéiques obtenus présentant une grande hBtBrogénCit6. Ca t rava i l  nous 

rr conduit, jusqul& présent, ltisoleraent de deux c o n s t i ~ t s  druis un Btat de puret6 

convembla . 
Nous alions naintenant exposer l e  r6sultat  de ces travaux. 





Les techniques dtmlyse et de fractionnenent des mélanges protgiques ont 

beaucoup Evolu6 depuis la publication des travaux réalisés sur la fraction hydrosoluble 

du jaune d'oeuf. 

La mise en oeuvre de techniques nodernes, telles que l'électrophorèse sur 

acétate de cellulose ou en gel do polyacrylanide et la chroaatogmphie d'&change d'ion 

sur des supports tout h fait au point, était susceptible de faire progresser la connaia- 
sance de ce substrat. 

Cos tochniquos nous ont pernis d'acquérir quelques renseigneaents compl6- 

nontaires int&ressants, dfwro part sur los protéines solubles du jaune d'oeuf, et 

d'autre part sur les constituants que nous avons été nriends à étudier. 





Let 1ittQrçrture propose des dthodeà de pdparation des nliv6t3nesn, appel- 1 
ldea enoore nfraction livB.t;ina~, e t  Iea auteurs disti.nguent t ro i s  oonatitwmts : 

a ,  P e t  Y , dans lea NlivBtinee". 
i 
1 

Lt Qtude ~ o d 2 e c t r o p h o r 8  tique &lisde par WIIX(IAM8 (1 962) (430) dtune 

m, (1 964) (431 ) d'autre part, perrnet de mettre en Btidenoe, dans 06th 

fraotion, sir constituante antigdniquee. 

IOUS =mm, p r  aillnirs, qu'a odtd des oonstituanta OL , P e t  Y l i d t i n e e  

ee trouvent di autres protdidea hydrosolubles t tranerferrine, ribof hvoprot6ine. 

Oeh aoug a d n e  B penser que le teme (Ii, nliv6tinen sat, mbiep e t  noua 1 

lui pir6f6rer01l~l, dans oette Qtude, oelui plus gdndral de 

du jaune d'oeuf (P.s.T.). 

l 
i Hcnrrs envi-rona, tout d'abord, le8 mdthodes ddcrritra par lea auteurs A 

propos de la n. Ces mdthodea ont 8td e n v i d e a  briBvement 
danB 1 ' dtudo blbliogfe,phique (p. 36 ) . 

A f i n  de pouvoir Btre oompardes, toutes l e s  préparation$ ddoritea sont effea- 

tudear volume oorrespondartt environ B 100 oeufs. Dana tous le6 
oas, 10 Jaune d'oeuf es t  aoigneuaement edpad du blam et; réaupérb pas ponotion A 
travers la membrane vitelline. 

a) (1949) (432) aont whd=- 
tiadea dane l e s  pîans de fraotionnement domda aux Figucea 12 e t  13 (P. QI e t  98). 

Ce eont l e s  mdthodse 1 e t  t bis,  aonduimnt aux Pm - 1 w t  PSI\ - 1 bis. 

un volume de jaune e s t  dilu6 aveu deux volumes & 

M l  & 0.85 $ e t  l e  tout e s t  én~~le iomd aveo deux volumes dl 6thsr 6 thyllque A - 20° C . 



900 ml de Jaune (100 oeufs) 

Ajouter 1.800 ml de NaCl B 0,8S $ 

Ajouter 1.800 ml df éther - 20° C 

Agiter en ampoule à décanter 

Phase supérieure  thsr sr) Phase infdrieure 

Phase intermédiaire (~ipopotdine) Adouter 1.800 m l  d'éther 8. - 20° C 

(~limb6es) @ter 

Répéter l ' opération plusieurs fois. 

Phase supérieure (~ther) 

(El jmixlée.) 

Phase inférieure 

EInviron 1.200 ml 

Evaporer B ltévaporateur rotat;lf sous 

vide partiel 

Centrifuger. 
I 

Précipité 

(~liminé ) Dialyser, f i l t r e r ,  lyophiliser - 
1-1 

Bendement : env. 10 g 

Figure 12 

PREPARATION DES PROTETNES SûLUB1;ES T û T W  DU JAUNE 

Méthode 1 

Selon SBEPPARD et IiQTTLE (1949) (432) 



900 ml de Jaune 

Mdlangsr aveo 900 ml. de CiBa B 0,85 $ 
Dialgaer une semaine contre CUJà B 0,85 $ B 3 O  C 

Centrifuger ja 3° C,  wae heure B 5.000 t/m. 

Environ 1.400 ml 

Ajouter 700 ini CLtH20 dlat. 

Laisser retposer une rmf t en ampoule A ddoanter . 

Phase BupBrieuro 

(~ipo~rotdincra) 

( ~ l l m i d e )  Dialyaer oontre .au diatillde 
Filtmrr , lyophiliser. 

Figure 13 

PREPBBATIOX DES ïROTEINES SOLUBLES TOTUS W JAüNE 

Uthode 1 bis 

Selon (1949) (432) 



asmdukt B Zas faxlgationa dee La pkcse Wdriem isodrae EL de 
nouvelles c9ztrinetiozm Bttnddae, eet eaeruike QvroporQa, ocrntrifwBs, &ly~Qe,  filtre@ 

et l;rophilis6eb On rdoupibke en~froa 1 0  g d b e  pou&@ li&ranent teintda an jarne 

(PST - 1 ) r 

e est  ler seuls mêthacie, dkrife, rnrutilisant pas d'ex- 

tractiane Bthddss pour dlh i rner  les ligidear e t  le@ Ifpc8prcr.t;Qdn~~r. ba solution obtenue, 

B la fin de la ps8 Lion;, ccrntenant Les protdkea scslublea totalas (PST - 1 bis), 

es t  trouble. bette w6thode perrnst 3.a rdcnrp6mtfrrm de 

B partir ds 900 ab de, jaung d'aaeuf. 

b) ]Ga mdthode 2 pmpaaBe par (1954) (4531, (pigurs $4, 
p, la)),utdliaia du HaC1 A 66 $ coma agen% tkt? dflution du Jaune dtortu9. Le rndhngér 

aveo lt8thsr conduit & Lti iyophilimtFon, demko5z-e dtape, permet de ré- 

cupdrer une (10 A 12 g) (PST - 2), 

(2957) (434) d4crPvant t a a ~  m&Uzode de préparation &ma Xa- 

Jaune dPoeu% est (~43~re 15, g* 1 0 1 ) e  

Aprbs dliiaiaation du p~aoipita5 foraad, le ~ i p a d e  obtenu est extrait h 1'8ther, ae qui 

oonduit b l@obtentioa de trois pfuseiers. La pbrrse aqueuee, aprèa traitexn~tnt, est lyo- 

Certains auteur@ ont ddar5.t dea mQthodas de pr6pration d'un oonatituant 

de la fraotion &y8rosoIuble (sib~fhvoprol4ine, 6tellomniicro~de), d%rectement, p a ~ -  
tir du jaune d'oeuf, en deux Qbpçle o - fit pmmibre Qtape est en fait un@ cextmctfon des l ipide8 e t  1ipoprotdinets 

conduisant B une pham aqueuse, 

- h demiBrne &tape oonsiste an un fractioglc~~aent de cette phase aqueum 

e t oonduit au cane %%tuant mokiemh4. 

La r&liatioa dtir le predbscs &tape uniquemant fournit donc un m4laags des  

pmtéinea ~r01uBles tokleaa 

a) Ainsi, ( t 9611) (435) obtiement la sibof bvoprot é h e  du 

Lfarzns en fra~tiomm d'du~noalum h pJhscre aqueuare qu'ils ont prBparQa 

mloa le &&ma que nous avons repris i& la F a 16 1 0 2 ) ~  L'agent tb &ilu%ian 

du jaune d'oeuf utilise est 1% 1%a~1 b 8,85 $, AprBa Bnu~sisn evee de l'éther, on 

rrboutit 8, la formtlon &@ trois phrn~eis. La phase aquau~e est lyaghfli~8e, au l i eu  

dt8tre fraotiomQe B lkide du su]le:ate d'ammonium selon La technfque ddcrite par 

3.88 autew~3. 



900 ml de Jaune 

MBlanger aveo 900 ail da Clma A 10 $ 
Ajouter 2.700 ml dtQther B - 20° C 

Agiter en ampoule ià ddcranter 

Ajouter 2.708 ml dldther A - 20° C 

Agiter 

Updter 1' op6mtlan plusieure f oia 

environ 1.200 ml 

Dialyser aontre NaCl A 0,9 une aemsine à 3* C 

tion B ?fO C, 2h B 5.000 t/m. 

snvimn 900 nii 

Dialyser oontre a u  distill6s 

.Eu.&& 
environ 800 ml 

Wparation .des Protdines Solubles Totales du Jaunn 1 
MQUrode 2 

Selon (1954) (433) 



9ûO mi de Jame 

Mélanger avec 2.7'00 ml dtH20 dist.  

Centrifuger à 3 O  C, 3h à 5.000 t/m. 

Précipitd (~i~ovitelline) 

(élIrnsn6) 

Sumamant 

environ 2,900 m l  

bouter 2.900 ml d'éther éthylique & - 20° C 

Agiter en ampoule B décantw 

Laisser reposer une nuit. 

phas6 supkrieure P h  se inférieure 

(éther - lipides) environ 1.700 ml 

Phase intermédiaire Ajouter un volume d'éther. 

(lipovi tellenine) 

(éliminées) 

i 
Phase inférieure 

(éther) -(6liminée) Evaporer B l ' évaporatmr rotatif sous 
vide partiel 

dialyser 

filtrer 

F i l t r a t  

environ 1.200 ml 

Lyophiliser 

Rendement : 10 g 

Figure 15 

Préparation des Protéines Solubles Totales du Jaune 

Selon. HARTIN. VBNDEGAER et COOK (1 957) (4%) 



900 nù. de Jaune 
Prehnger aveo 1.350 m i  de sol. de Bac1 B 0,8S $ 

Ajouter 2.250 ml dfither 1i- - 20° C 

Agiter en ampoule & ddoanter 

Laisses reposer 

Phase sup6rieure 

(6ther - lipides) Ajuuter 2.250 ml dtQther h - 20° C 

agi ter  
(rdp6ter 1' opdration) a 

Phase  supérieur^ 

Phase intermddiaire environ 1.3W ml 

vide partiel 

Dialyser - Filtmr. 

(elimini) environ 1 -000 m3. 

Lyophiliser 

lPÇT4j 
i 1 0 %  

Figure 16 

Prdpsration des Proteines Soluble8 Totalsa ilu Jaune 

DQrivde de la Mparation de La Ribof ïavoprotiine 

Mdthode 4 
Selon ZbK et (1 963) (435) 



*h poudre récupbrée (10 g environ), contenant la riboflavoprot8ine, est léggrement 

Jaune (PST - 4). 

l 
b) OEOE (1936) (436) procbde de façon tout B fait analogue pour préparer 1 

f e  vitellomucoIde. La réalisation de la premibre étape du procéd6 decrit constitue 1 
un procédé de pr6paration des protéines solubles totales, il s'agit de l a  méthode 5 
schématisde à la Figure 17 (p. 104). Dans cette mdthode, l ta jpnt  de dilution du jaune 

d'oeuf e s t  de M l  8 S. Apr&s extraction éthdrée, deux phases se  forment. La phase 1 
aqueuee, aprés de nouvelles extractions b 1' ether, Bvaporation, dialyse e t  lyophilisa- 

tW oonàuit b une poudre jaune d l e  (1 0 B 1 2 g) ( P T  - 5 ,  oontenant l e  vitellomucoide./ 

1, Les rendeaents des pré.parations decrites sont faibles. 

Dtaprhe les donnQes bibliographiques, l e  jaune d'oeuf eontient environ 7 $ 
(en poids) de protides hgdrosol;ublss. Les rendements des différentes préparations sont 

en moyenne de 1 S. Cela peut s%xplilquer en paxtie par les pertes de phase aqueuse qui 

ont l ieu  lors de sa doupération. On a intbret B préparer une phase aqueuse exempte des 

autres phases, a f in  d'éviter la récupération de lipoprotéines qui viendraient troubler 

les solutions. 11 es t  donc préfdrable de ne pas prélever toute la phitse aqueuse aprks 

d8cantation, mais plutôt d'en abandonner une partie, la plus faible possible, dans 

les ampoules B décranter. On a donc de ce f a i t  une baisse du reddernent. 

2. Le rendement de la méthode t b i s  est sudrieur à celui dea autres ~rocé-  *. Selon SBPPBRD e t  EIWTLE (1949) (437) le mélange a h s i  obtenu contient des 

l ipides non extraits. Ce f a i t  expliquerait l e  rendement lé&rement superieur obtenu. 

D'autre part, l e s  solutions obtenues sont troubles e t  la remise en solution e s t  moins 

~iatisfaisante que lorsque 1 éther e s t  employé. On. peut donc en déduire que le    di ange 

obtenu par l a  méthode 1 b i s  (PST - 1 bis) contient des lipfdes ou des lipoprotéines 

résiduels non extraits. 

3. Dans chacune des méthodes de prdparation la ~remière étape consista en 

dilution du Aaune d8oe@. L'agent de dilution peut &tre : 

- L'eau d is t i l lée  (méthode y), - Le NaCl A 0,85 $ (méthodes 1, 1 bis,  4) 

- Le XaC1 h 10 ou 8 (1B (méthodes 2 e t  5). 
Cela permet de rapprocher le8 méthodes 1 e t  4, d'une part,  2 e t  5 d'autre 

part. Le parallele établi, montre qu'en fait, l e s  plans de fractionnement correspondant 
aux méthodes 1 et 4 sont pratiquement superposables : obtention de 3 phases après 



900 ml de Jaune 

Ajouter 900 mL de CIbTa & 8 $ 
Ajuster 1 .ûûû m l  df6ther A - 2Q6 C 

Agiter en ampoule 21 &doanter 

(Qther + lipidoa) Ajouter 1.800 m l  d'éther 
(6liminBe) OpBration rBp6tBe plusieurs f oia. 

( Qliminds ) environ 1 .O00 ml 

k p o r e r  B 1 8vaporateur rotatif sous 

vide partiel 

Dialyser, oentrifuger , f i l t rer  

Lyophîliaation 

Figure 17 
Préparation d8a Proteinsa SoSublea Totales du Jaune 

Dériv6e de hi P&pmrtion du ViLellomuoo!fds 

M8thode 5 
Selon (1 936) (436) 



kmulsion avec ltétkLer, récupération d'une poudre jaune pâle. De la même façon, l e s  l 

méthodes 2 e t  5 sont à rapprocher. Ces deux méthodes presentent cependant une diff 6- I 

i 
rence : dans l a  méthode 2, 1' éther résiduel e s t  éliminé par dialyse au l i eu  dl &tre  I 

éliminé par évaporation (méthode 5). I 

i 

4. Les  rotéi in es solubles totales ont é té  soumises mstdmatiauement au 

micro do^ des *.lucides. Nous avons u t i l i s é  l e s  méthodes de dosage préconisées par 

MONTREüIL e t  SPIK (1 963) (438). Les valeurs moyennes que nous avons obtenues, à par- 

tir d'un grand nombre de déterminations, sont rassemblées au Tableau XXV (p. 106) 

à côté de cel les  que propose S E Z W  (1964) (439) pour la l ivétine,  mélange protéique 

correspondant à notre PST - 3. Appliquant l e s  memes méthodes de dosage, nous n'avons 

jamais obtenu une teneur en oses neutres de 7,5 ,%, mais toujours une teneur inférieure. 

Par contre, la teneur moyenne en acide sial ique à laquelle nous aboutissons est su- 

périeure & cel le  que donne SEZTLLE, 

C - CONCLUSION GEI?ERALE COBCmANT U S  W3THODES DE PREPAFUTION 

DES PROTEIEJES SOLUBLES TûTALES. 

Les procédés de préparation des protéinas solubles to ta les  peuvent être 

ramenés B trois; nous avons choisi  l e s  méthodes 3, 4 et .  5, pour l e s  raisons suivantes : 

- Le choix de la méthode 3 sf.imposait, ce t t e  methode é tant  la seule à 

u t i l i s e r  l 'eau d i s t i l l é e  comme agent de dilution, 

- Quant aux méthodes 4 et 5, e l l e s  constituent, comme nous l'avons vu, 

la premibre étape, respectivement, de la préparation de l a  ribof lavoprotéiiae et du 

vitellomucoïde. Les mélanges 4 e t  5 nous ont paru tout à f a i t  indiqués pour préparer 

ces  comp~sés, 

- W i n ,  la méthode 1 b i s ,  conduisant à un mélange des protéines solubles 

imparfaitement délipidées, ne pouvait etre retenue. 

II - EX'UDE E L E G ~ O P H O R E T f Q ~  ET PIfv~OELECTRO~ORETIQUE DES 



Oonposition en Qlwidee dee I)3ROtBlmes 
Solubles Totalee Bu Jaune dbOauf 

+ Ulriulhto d(~nnQe A propoa de la WlirétSnru oomarpondaat 
it notre P B  - 3. h a  gluoidlcsa sont doubi pr? Isia mdth&r p&oniiihs par 

&sxK (1%3) (440). 



R o u s  avons mis sn Qvfdence l'analogie qui existe entre les différents plut- 

addés de préparation des protéines solubles to.tales. 

L8aaalyse almimique (cc~3.poaition en  glucide^) ne pennst pas de caractériser 

d'un mélmge à llauk.s, de diffdrence significative. 

Lianalyse cSlectraphorétique , réalisée systématiquement sur tous les m6ZcLagas 

protéiques obtenus, montre des diff&rences, d'un rnchirige B l'autre. Mais les électro- 

phor6-s correspondant aux m6bmges 1 , 2, 4 et 5, permettant de poursrivre le 

rapprochement fait B propos des mdthodes de pdparatf on. En effet, les mélanges 1 et 

4 d'une part, 2 et 5 d'autre part, donnent dans tous les cas, des imagea tout à fait 

aomparebbles. 

LsBtude électrophoritique se rmbne donc 8i celle des PST - 3, PST - 4 e t  

Pm - 5. 

Haus ne ddorirons pas en détail les teohniques d'électrophor8ses sur papier, 

en gel dt8g;&r et sur ac6bta de cellüiose, techniques claasiquers. 

Hous avons dtQ amends à employer le gel de polyacrylamide et le p E  mixte, 

d t a c m M d e  - aaiarose. Ce demies, facile d'emploi, nous a conduit B des résultats 

satisfaisanits, Houe ddcrir6ns la technique d'utilisation de ce support, 

a) Elecrtro~horbscrt su. wi~ier en gel d P m r  et sur acétate de C ~ ~ L L L O S B  

Les éleatrophosbscér'l sont r6aliades en tampon véroml de pH 8,65 et de f o n e  

ionique O,W , et rtlvdl8es à l'amidoschwar%a. 

La séparation Blectraphorétique sur papier est obtenue avec du matériel de 
marque LXtB. Les mélan(ges PST - 3, PST - 4 et PST - 5 sont appliqués en solution à 

20 $ dans le tampon dg 61ectrophor25seo 

Ltagar - a@ est utilid en gel B 1.5 $. Avant ré.e6lat;ion, les plaques 

sont fhées dans un mélange alcool Qtbylique, aesicie acétique (100 : 2 v/v). 

fies protéines soLlubles totales  ont nisets en solution ib 5 k dans l'eau dis- 
tillde avant dt&tre soumises B l'awïyse électrophor8tique en'gelow et r~ur  acdtate 

de oell~ose~. 

* Agar - agar : Spicial Agar Noble - ùifco : 0142 - 02. 

* bcéhte de Cellulose : Cellogel - SFJ3IA - PARIS. 



Haus avons prdfQr& ae mppz't au PL de plyaoqaam9de Qtant donades eas 

propri6t6rr z Pl dkbte& une bogna résolttkian, co l e  A oe l l e  du gel 

a 0% 

de oe fa i t ,  on plsique, il est beauaoup plue facile aB 

il peut Qtm aBahét dsrns dca ueilleurc~ls coad3.%ians r an obtient asns pgrliaule que 180n 

peut t"ienaitonit4tmr et qui ae con~h~rng3 pPfeLltmant. 

La teahnjiqu@ d V n t i l f ~ t i o n  de@ @le d%aarg 

1966) (441). Actuellmtaent, le gcsl est vendu, ddw&a&d, sous Xe noln oomigeraial 

d' "Snd~biotrc~"'. 

Le -3. est b e r &  pendant; une msit dane le b p o o  tria-glycoaollr, de fl 8,7 t 

T r i s  8 9.8 g, 

(9lyooaone 8 4,@ g, 

bu astirle6 r wo m3.1 

LB pE de ce tampon amsn6 B &,7 a m  de LW!l 3. 

Le gel gonfle an ae rdhyhtant pour atteindre une Qp%seim de 2 mm environ* 
Zçn a h  tempa, lea fedflere de oe l lo  de proteatïon aa, d&aoharart. 

Avant ati l iaation,  l e  gël est; essor4 entra deux f s u i l l a s  de papier filtre. TI 

est place BUT 16 m p p o ~ t  de tion, en ayant min de c;haeaer Pea Wlee d'air antre 
10 8upport ctt le @le 

Avec; une de raeob, on ddooups darai fentes de 15 aip daas lequelles on 

halue un aoroeau de mies W h  8 0  3 (12 x 1 xn) %HbibB de la eolution 5 $ dans 
l'eau des pmtdides èr QtudSer. 

L'enaemb3.e eat mrrouwrt d'une feuSIle de par&ih &in d'éviter loivapomtlan, 

Le mgport de tîon u t i l i d  doit 8tr-e t e l  que les exts6mait;da du gel trsin- 

psnt dana les is8isemojss B tamgon de Ils cuve, oe q u i  Bpite I'emplsi des ponts de 

papier filtre. 



SA migration est oonduits svw le tampon tris - g ~ o c r o l l e  de PT; 8.7 t 

%??lm I 1.2 8 

OTyooc10Ue t 25 lg 

h u  cudfstillth QOO ml. 

Le pH ast aj~tsrtd k 8.7 a m  use w l u t i ~ ] ~  de eaahrr nonimle. 
La chute de potentiel appliquée 8wr eztrhîtB8 du g e l  est d;i, 10 v/m. 

kil oolorrtîon dXUlg b f 8  h e i ~ ~ ~ ~ a .  
XA aooloration est fait. par 3armga ~s plac~lae dani ans solutfcm 2 ~ )  k 

b m4-l croatenant 5 $ dtlreide ae/tïqw e t  3 $ b glyc,Bml. 
Aprèrr r in~age & l'mu distUTbe, 16 gel ert  aeoh6 antre daux foWile8 ds 

0.116pliaiirn. préaiablenent tmmp6ea dana une prolt l t faa &B glgi46rol A 3 $ &ma l'trip 

imr $laquo da rem, b la tempQiriaturo anbianb. 

& ré+6latie#t peut bkrr  faite arec d*auimm crolmm?a r uiiCloiw%w&rt~, bleu 

ào toluidisu (VO- p. 136). LB aol(#~~t-iaa rat P.A.S. ac, dollns pas 6. tr)s boas r r b w G t s  

lerguloae, eubsûume da aatpra, po~aohilrriàîque firuat oette ooloratioa. 

2. A la mite  à e m  rémaitata rapportés par leri autourn, (voir p. %), il est 

W I M I I ~ ~ ~  & diet- ei~ sow BQ migration 8 OC (iirc~w a ), oo~~~irpond-t 
&ri oonstitua~t le plu8 npbàe, P (lir(tiiw P ), uomapondmt a i  oonatitrunt d. 
m W t (  6~trophorétïqua i n t o m o b ~ ,  &in Y ( l ~ v ~ t ~  Y 1, %one d. Ocwapo- 

aant la  plus lent. 
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(rgbrr) (443) et . , 

obtaa un tel &iBRlf7;Bt, 

Por QQQPm, sur le0 dlec'h7, 
wrrrws un q u a t z t h  ~ t i ~ t  db mbiUt6  6l.afrophoz4tique inteddiain, b ~sllss 
d..tnatîon. a et p , 

b) (~ igure 19, p. 112). 

1. Cette technique ne permet pas bs rcivéler da dîf'f6renee signifioatjim 
d'un &lange B l'aube 

2. hi prdeentent troin ~cmea principales r a , et P , Y I  
doat U1L8 80W amodiqlh t Y 

appel4 6galopu~t X, biwi que l'identité dea Çt oc1pbpo880ts ne mît pas 

2. k zone p est h6t6ro&meO 

bun. Y 1 et tm. .O. dîffuw, p l w  
. . 

4. LEb girpprt &&le PM) W 4 r ï m . e ~ ~ ~  sy~4dmatiqw~ les ti- 

faible, s . : ,  , , 7 .  ,K. 
< ,, . , 

L ' : - ~ < ' , < .  
Y .~ . ', ; 

, .- . . ;a -. ,d.>* 
- ,  

., . ? - ,-.r .dr ., . . , . .. 

< 8 , . , 
, ,, 

, . A ! .  . ( - , -  . . 









3. 0s d t & l e a t r o ~ o r B ~  est irtt6reaa&nt en os qu'i l  pontet de aieux 

oanettkîscrr lea a0rzart;iituanter p r B i a l s q t e a  (PA) , t em a w t  du oorgod O[ 

Baioir crrtto tom, Isa a bis t r a i e  dlaagea PB? 1. I I ,  PST - 4 e t  PST - 5 mat &ii- 

t&rontes s - Lee +mi& 61eot;pophor4 e pdai@ntagt uns baab croi~eauaie r PA, , - Ls sane p d b  dei4 Qleo t rophorbmea  aorreapondmt aux 
d l i r y s  PST - 4 e t  PW - 5 , est aoipoade de %ml. h d e i  r PAl , P 5  e t  Pf , l e8  
deux demlbrear, plue rapidear, no ffguzrat pata anur l e  soh8ri. 60md par le mdlaogtr 
Pa! - 3. lo tom enfin, que l e i  s P 8 T œ 4 e t P S S ? - 5  

eont I d 6  vofeinss lfum de l'autre. 

4. k a  onmgiatmmesita demiton6triquer qua noue .avons d a l i r 6 a  de aea 41- 
t r o p h o ~ a  (r~gure 22, 23 e t  24 , p. 1 t 6, 117 e t  118) oont'iripent oes dataitate. 

h a  blgakophorbscrrr r4irUdei uur les âlff6rsatu mpports, révèlent, dsla4 
l e s  protOinsa wiublee totales, trois princ~ipsux aompodr ( ou groupera àa sonpoa6cr). 
A la snrik, des auteurr 1 1 4 ~ 1 ~  les appellerons r - LivBti.acr a * 

-urctiu p , 
- U v 6 t b 6  Y . 

Lc$ntégrstiaa de8 tr deilirii;ltodDxiiqwa obtsaur noue a crondtttf 

A d(tadnn l e s  pmportîom ze l r t lvw~ dea ooapoanti a , P et Y d.ni l e s  
a8laq-o~ qtrn, nourr am- prépar6s. ber. propox%ion.~ sont l e i  ~ v a n k r e  t 

a 8 17,3 $, 
P t 51,4 kt 
Y r JI,J $ (&nt  Y l  r 121I.t Y 2  a 19 ,~s ) .  

Cee ohirrror mt B mppr~ohet ds osut que propolrsnt les a u t . u ~ o  (voir p. 46) 
e* m a B 6 &  a a6oosd 0- 64 

on peut bgpeleisat b68oiuu, de8 
ainiqwr (PA) ropréasntmt 7 k en noyenna &es mdlaages PST - 4 et - 5. 

~a lidtins a efrc, asaeli; ne, eur les aahémam étudi6r. Prr 
ooatra, las llv6tineri B e t  Y sbnt h6tBm&memr+ Aualil, 11 nous parrilt blen d i f f î -  

oi lo  d'attribuer, eveo aertifrxdr , len dif'fdreates bnadar obtemes, mit b la litdtizrr, 

es par l e s  autaum. Otest pourquoi 

a , (3 Y , piutet  (IR. 
tui oonati-t, dona frop -fi. 

des prot6iner arolubles t o k l e e  en ml mixte 

d 1 w ~ f a m i &  - agarosa, pose un pmnler p r o b l b ,  









Par ailleurs,  nous avons vu. que les PST - 4 e t  PST - 5, présentent3 cons- 

t i tuants ~réalbw&iîaue~i. Li6tude bibLiogrç~phique que nous avons fa i te ,  nous a appris 

qw deuxges constituant~l de la fraction hsdrosoluble ont ce conmortement t 

- La phoavitine t (voir p. %), 

- LEI riboflravoprot6iae : (voir p. 66). 

La phosvitine e t  La riboflavoprot8ine correspondent-elles B l'une ou l f a u t r e  

âes bpnd.8 PA, , PA2 e t  PLJ ? C'est là un second vrob1Bme , auquel nous allons apporter 

uns r6ponse bans la suite de cet  exposé. 

Deux auteurs, #ILL- (1 962) (447), MOK et  Col1 (1 964) (448) ont décrit 

avec précision l e  diagramme immuno6lectrophodtique qu'i ls  ont obtenu à partir des 

"lioetinesn (voir p. 38). 

Il 6 ta i t  donc interessant de reprendre, cette technique afin de aampa;rer 

notre résui ta t  B ceux des auteurs. Auss i ,  afin de nous placer dans ces dmea uondf- 

tions, nous avons dtudi6 le mélange PSP - 3, correspondant a u  nliv6tinesn étudi6es 

Par =a 

1 O - MODE OPERATOULE 

a) Préparation de ï~immun-s6rum 

Le mdiar~ge P!ST - 3 e s t  mis en solution B 5 k dana de l'eau disti l lée.  La 

solution est &mulaioride, B parties Bgales, avec de l'adjurant de Freund complet e t  
1 rd du mdlanget obtenu es t  injecté 8. de jeunes lapins milles, par voie inlxammULaire, 

B raison d'une piqure, par semaine. La premibre saignée e s t  f a i t e  après huit  injeutions 

par incision d'une veine de l 'orei l le .  Le sang récupéré ea t  place B l'dtuve B TI0 C 

pendant 2 heures. Le ca i l lo t  e s t  Blimin6 et l e  sérum, aprbs c e n t r w t i o n  8 1.200 t/mn 
pendant 30 minutes est repart i  en tubes B hhmolyse, congel4 e t  stook6 h - 20° 0. 

La &ne gelose e s t  u t i l i sée  pour l e s  imrmuioélectrophorbses e t  les Blectro- 

phoreses (voir p. 107). Il s'agit d'un geI, dB- - agar B 1,S $ , i o n i d  par lm tan+ 

pan vB~onal de ptI 8,65 e t  de force ionique 0,W. 
La migration e s t  conduite en appliquant aux extrémit6s des plaques, une chute 

de potentiel de 3 volta/cm pendant 3h. 
Après ddp8t de l1~unU1sérum,  les plaques sont placees en chambre humide, 

la durée de la diîfusion e s t  de 24 heures, 



hd;i, obtenu (P 25, p, 124 ) r&vbLe 
Hous avons csmwre5 notre rdsukbt  oeluf des tkutws (voir p. Bi e t  a) ,  1 

bien que les 6lect~ophorlsea n'aient pas 4t4 r8alisdcss avec les  &aes %a.mpons r I 1 
! 

1. DtaprBa leur phce  e t  leur fame, &e 1'artod.e B la cathode, l e s  arcs 1, 2, 

3, 4, 8 e t  9 de m t r e  erchéma sont à rapprocher des 6 arcs sbtemrus pu KLLJ;iï,f&S (1962) 

(449) , respsctivement : l'albumine (A) , deux a globulines, une a globuline, 

ïa trandelliine (T) e t  une Y g l o ~ ~ . ~ l i m .  

2, De la m%me façon, l e  prallBle es t  possible entre les arcs 1 ,  2, 4, 7, 
8 e t  9 e t  l e s  6 arcs  de pr6cfpitation du e proposé par NOK e t  Coll (1964) (450) 

notre arc 1 com~pondaat  a lors  B Ir C[ livétine, ltarc 4 B la P livétine, l e s  arcs 

8 e t  9 aux Y , e t  Y lidtines. 

Il rdsulte de cet te  comparaiaoa que notre sch6ma prdsents quelques Wfd-  

rencea avec ceux qwe propose la litt6rahzre. Hous obtenana en p t i c u l i e r  l'arc 5 mal 

individuslisd par rapport B l'arc 4, comspondant B un constituant antigenique dont 

la mobilit8 est t r é s  voisine, toutef oiei 18gersment inférieure à ce l le  du constituant 

antigénique donnant L'arc 4. Cet arc 5 ,  obtenu rrgstématiquement peut d'ail leurs titre 

plus ou moina bien individual&s6 selon La qualit6 de Is s8solution. 

Enfin, on ne remarque pas d'arc 8 comportement préalbuminique, mais l'élec- 

trophorbse en gelof# (voir p. 112) ne composte pas de bande dana cet te  zone. Le m6lange 

PST - 3, ne prdsente par si l leurs ,  qu'un seul constituant préalbuotinfque, e t  encore 

e a b i l  rév816 par lf81eotrophorBse en gel  mixte àtacrylamide - agarose. 

L* immunoBlec trophorkse f oumit des renseignements intiressants coacernmt 

1 thét8m&ndité des protéines solubles totales du jtitune df oeuf. 

Xe mélange PST - '3 appamit, ea particulier, plues hétérogbne que ne 1% lais- 

a i e n t  prévoir les r8sultats propoads par la l i t t d r a W ,  puisque notre sohdm permet 

de fxLm.~tdrism 

Par ailleurai, l e  camposé responsable de JD&sc 5, possbde uie mobilitQ élec- 

trophorétiqua lramenaat au &eau de la zone P . S i  la l i v d t i n e  D dome l'arc 4, 

& quel cons t i ixa~~ t  l 'ara 5 correspond t-il ? 

NOUS apporterons une répanse B cette qusstion dans la trobsibme partias de 

cet  expose (vo i r  p. 192 ). 
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EZ ~OELECTROPBORETIQUE DES PROTEïiES SOLUBLES TOWLFS. ' 
l 

L'éleatrophorbse en g%l e t %  dlcacqylsmide - agamse dea prot6ines solubler, 
1 

totales, t r è ~  résolutive pse plus de problk qu'elle n'en dsoud dans 111mm6Ut. 

Les aahd~ai~s obkenua rendent tr$s ambi@es Les notions de liv6tJmes a , 1 
p et  Y aàmiscta par les antem. 1 

De plue, ils rchilent Ir pd8ence de cons4itmata yod.lbmdn%quel, que ~ o t u  

avona cherch68 b identifier, Les r$ault;sts que nous avolss obtenus a o a c e m t  aette 
question sont ddclrits daas lai deuxibme partie de ltexposQ de nos tmvau, 

L*iiAnm8a8lectro&orbse, FBBIisQe m a  un ,I.ummadrma vraisemblablement ~ l u a  
,puîswq&que oetu: qui ont 4t6 employée juequ18 pr6sent, oondruit B to mise en dvïdence i 
de p l m i ~ ~ l i s  aros nouveaux, dont l'arc 5 ,  Le problème pose par oet arc, est UQ B l 
eelui du vitelï~pnzao~de dont noua f erona lt étude dnns la troisiibe partie. 



rit dlectsophorbse en gel dtacurylmîde - agarose a permis, nous Iravons vu 

(voir p. 11 1 ) , la mise en Bvidenae deun conpos6 à oonportement pdalbuaaiaiqque dana 

le m6huqp P B  - 3 , et de trois compséis ésns les dlaagebt PST - 4 e t  PST - 5. 
UtLl iaant  l~<lectropBorBss su papier, SEZILLE (1 964) (451 ) e t  BLUN (1966) 

(452) ont mmW, respeativenient que la p h o d t i n e  e t  ia riboflavoprot6ine avaient 
un tel miportment, migrant en avant de Ir CC Iivdtine (mir p. 58 e t  66). 

Le p r o b l b  &ait donc de p~épascsr ces constituants afin de, 6onnaPtre leur 

@de8 P% . P+ e t  Pd$. 



h s  avons utilisé deux procédés de préparation de ïa riboflavoprot6in6. 

En effet, le proc6dé original décrit par ZAK et OSfROWSKI (1963) (453) ne nous ayant 
pas donnB entibre satisfaction, nous avons adaptt! air jaune, le proaéd6 propos6 par 

RHODES et C o u  (1959) (454) B propos de la riboflavoprotilne du blanc dlo&. 

te procddt5 ddcrit, dans sss pandes lignes A la pags 64, comporte deux 

8tapes prinaipahs r 

a) Extraction des  rotéi in es solubles 

Selon ce que nous avons dit B propos des n6thodes de préparation des pro- 
t h e s  eolubleis totales 99), aette pxemfbre &lape du pxoo6d6 mis au point par 

ZâK et OSTiWWSI (1 963) (456) pour prdparer la riboflavoprot6ine, nous a conduit au 

mélange PRF - 4. 

La phase aqueuse obtenue, apAs exfraction desi lipides et lipoprotéines, 

gtest rxra Ls&g&&&isde, mais fractionnée en vue d'isoler la riboflavoprotBine (RFP). 

La fra~tiomement coqorte deux phases r 

1. Pr4mtion d'une fraction earicrhLe en WPr 

Une fraction enrichie en riboffavoprotéiaa est pr4parde B partir de cette 
phase aqueuse par pr&civitatiozm fractionnées, au sulfate d'ammonitmr. Le précipitd 
obtarnr B 80 $ de saturation est en effet légèrement jaune. 



Le prkipitd obtew, ooateaant la riboflavopcnrt6ine, est  aortaiis au 

fraotiomement ehmmntogmphique sur BEBE: - Cellulose : 

. Aans I,IB premier temps, on obtient m e  fraction ooatemmt mdron 
60 $  de^ riboflavopl~otéine, . Cette Sraatioa re&romstographî6e, àarm un d e u r i b  temps, aamhit 

& iariboflavoprot6ine. 

D1apr;Ba l e s  auteurs, os procede permet la prdpmmti~n da 200 iaa: de ribof&- 

Il est achb.t.is8 Br Ir Figure 26 (p. t 26). 

Dans le procddd débrit prss RïBDES e t  C O U  (1 959) (4~7) .  l e  blasa d'oeuf' 

est ewupDirr B tlrm ï r a e t i o ~ e n t  ahrom~togmapkique sur DEAB - Cellulose, daas dee 

conditions tel les  que+ la majoritd des protdides qu'il oontient ne soit paar retenue 

sur la résine, LR riboflravopt6line est csnrtnrik ddpbede, B l'ai& dliira triapo~ de 

forcre ionique Blevd~. 
rPOuai avons d'appliquer CM pro~Qd4 B une sol.utf.on &ta protdineei 

krolubleis totales da jauae, pdalablawnt pdpadcss, 

Lisrmploi du m4lsnge PST - 4 pour obtenis la riboflamplrot6ine par ta pro- 
odd& parsisaait efhposer aar il ctontient la ribofla~oprotdhe~ 

fait p s  - 5 penit 8- 6-l-XLt IltfUd. 

Ce8 duru: m6baages mat doao pdpssde en @Q) qumtit4, en vue de la 

eeoonb Btapcr da ia préparation. 

Les psot4fiuss solubles totales du 3a-e (PST - 4 ou PST - 5) aant raorDQZerea 

B un fracrtiomnemeat Qhroaiatogzaphîque mlon $IiODES et  C O U  (1 939) (458). 
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Le mode o d r ~ t o f r s  e s t  l e  sui- t 

100 g de protdines solubles totalesr (PST - 4 ou Pm - 5) sont mis en solu- 

tion B 1@ àaw un tampon acetate d'amonffup 0,1 H , pE 4,3. Lg solution obtenue est 

pasar6e sur une oolonne (2 x 30 om) de DEAE - Celluiose* préalablement s t a b î l i d e  avec 

l e  m h e  tampon acétate d*ammonium O,1 B! pH 4,3. La cellulose e s t  ensuite wlavéen avec 

l e  tampon j tasqutA ce que la àensité optique ( B  280 nm) de la solution effluente Bgale 

0,02, La majeure partie des protéines n'est pas retenue sur la colonne. Aprhs l e  

passage de ce tampon, la xiboflavoprotiine fixée sur la &sine, colore celle-ci en 

Jaune, Elle e s t  Blu6e par passage d'un tampon acétate d'ammonium 0,1 M pB 3,5 , molaire 

en alaC1, Ia so1ui;ion effluente, in temhent  colorée en jaune, est dialysée e t  lyophi- 

lisée, ûn SBcupèm ainsi, environ 800 ma de ribofiavo~rot8ine brute* 

Sotons dbe B prdsent, que Is fixation de la riboffavoprot6ine sur la DEAI3 - 
Celiuioae peut a t m  réalisde, "en batch*, Ls D U  - Cellulose e s t  alors a joutde en 

puspension dans 3s solution des protdhes solubles totales en tampon aoetate d'ammo- 
nium dans un becher, sous tkgitation. La cellulose modifiée e s t  wlav8em sur Buchner 

avec la même solution tampon (acbtate d*ammonium O,? I @ 4 3 )  puis e l l e  e s t  mise 

en colonne, wlavéew B nouveau e t  lorsque la densité optique de la solution effluente 

est airff iea8iment faible, la ribof lavopmtéfne e s t  gluée oomme pr8cédemment. 

La riboflavoprot6ine brute obtenue doit  btre purü'i6e. 

2, Purification de riboflavoarotéiae brute t 

La riboflavoprot&ine brute e s t  purfliie par chromatographie, sslon le pro- 

c8d4 mis au point pglr JATCUBCZBK (1 971 ) (459) 8 propos de la ribof lavoprotéine du 

blanc, 

11 alagit d'une ~hrcmatographie sur colonne (2 x 30 cm) , de Z)lELbE - Cellulose 

atabiliede en tampon phosphate 0,805 FI de pB 8, Lf élution es t  réalisBe B 1 aide dt un 

gradient discontinu de concentration en chlorure de sodium, b s  fiapuret88 sont Rludes 

par des concentrations en W l  inf'6rieures A 0,5 M , la riboflavopmt6ine dtaat dé- 

plaoBe par un tampon phosphate 0,005 24 de pli 8 , 0,s 1 en HaCl. Aprbs dialyse et 

lyophilisation, on réoupère m i r o n  600 iira de riboflavonrotéine ~ur i f ide .  

L'ensemble de ce procédd de préparation est  résumé $ la Figure 2"1 (P, 128). 1 
* D U  - Cellulose t DE - .32 Whatman ; DANNATP - PARIS8 1 





Hous n'avons pas dussi B obtenir le rendement proposé par ZAK et CQQ 

(1 963) (460) pom La préparation de la riboflavoprotdine. D'autre part, le coDstituant 1 
que nous avons préparé est dans un moina bon état de pureté que oelui des auteurs. 

La préparation d'une grande quantite de riboflavoprotéine, par ce procédé, 

suppose La mise en osuvre d'un grand volume de jaune, au départ, ce qui pose des 
1 

problbnea lors de lt extraction des constituants lipidiques, puis lors du fractionnement 1 
au sulfate d'ammonium. 

La lyophilisation da la phase aqueuse, obtenue aprbs extraction des lipides 1 
selon notre procéd8, résoud ce problb. 

En effet, notre prhparation de riboflsvoprot6ine est &alide sur lOOg l 
de r>ro%&&gea solubles totales. ce a u i  corres~ond & 1 .O00 o d s  erivîmn, le traitement 
d'une telle quantite d'oeufs par le procédé de Qtant rigoumusement impossible 

sans Bquipement spécialisé. 

Les conditiona d'utilisatfon de ce support ont QtB decrites B propos des 
prot8inea solubles totales (P. 107). Appliquee B la ribof lavoprot6iae, cette Cechnique 
montre que Le compod que nous avons préparé migre en avant de la zone a du t6raoiar 

(voir Figure, 28, p. 130). 

20 - ELEXTROPEORESE Srm ACETATE DE: CELUI1CX)SE: 

l 
Ce type d8électrophor$se nous-s permis de mettre en évidence, dans les mé- 

langes PST - 4 et PSP - 5 une zone B comportenent prklbtuitinique que nous avons appe- 

160 P (voir p. 11 3). i 

L ~ ~ l e c t r o p h o ~ ~  de Ica riboflavoprotéine, réalisé paral3Blement b ceux 

des mQlanges PST - 4 et PSf! - 5, Figure 29 130) nous montre que oe campos6 possbde 

une mobilité ~lec~phox6t&que supérieure B celle de la %one (X , ltwnant par ail- 
leurs, au niveau du composé Y. Win, lt image correspondante 2i la rîboflavoprot~fne 

révèle Bgslement que l e  eompos6 que nous avons obtenu est hétérog8ne. 





A 3r, ribsilaroprotiiac, quo naua 

ttribuable B La 
rit~oi~s~oprottiiru 6% (EE - 4 et PSI - 5) 
(mir Ngaro 30 , P e  
iipumtba. 

La rfboflavopmt8iacr QU@ nouai amui p r d p d s  nO@rt prsr 8 l e  proa4di 

par lequel (1971) (461) a obtcaim la Ffbof'lavop~,tQiru du b b  B lt&tat 
pur, n'oat &nm pua applimble &Y- ragcrabs du jrsuiu d'oeuf. 

L8e éleokrophcrbscta r6ia4lliriodrrr tsar lea dt#%n#rtir mpports m t t e n t  6. 

diduire que Ir rlWlavoprot8izia, du jatiae dV# pots&& un 

a4lumh. 
&niin, oonrrl~~~ion fnt4rcreaaateP 

Le prooldd6 or 1 mis au point paw 0949) (a) F 

8(~m~CitoPn6ir Qxl b'0&6 (~6i.r F 10 p. 55). 

Xaw avom aeomp16t6 16 fiMQti & 3atu1e d'oeuf ddorlt per les auteurr 

en ratnawttan(r le aumagemh B, obtemit dam le prooidd orîgbaI, et que nau a m  

appel4 lg, h der extrracltîoaa 4thdzllBieri. k trraîhemnt h lt6ther p o m t  dt61iaiarrr les 
aoaposbr prémmtr. 010 ob*Ielpt u m  pham aquwm qui,, aprbm dialyrw et lfrophilîsation 
oonâal.li B tau paitbru s 8 , parfaitement irolublo daJu 1 8 ~ t t b  





modification sat d m a t i s 6  h Za F e 31 (p 134). 

Bos fractions P. Pl . P2 st S2 ~orrespondent xespe~tinnent h A, Ds P et E 

du procddd de N[ECEILW: e t  OWOTT, Quant B la frskctf orm C, de ce dernier pmc6d6, e l l e  

est B rapprocher de ka obtenue apris extraction B leQther de notre 
px6cipit8 P. 

Le procdd4 de fract1.omllien.I; Bu gaune dtoeaf aiaari modif id  et oomplhtd 

dolme trois fnot ions  parfaitement solubles dans L'@BU : 5 ,  P2 et S2 , P2 6ta~t 
la fraction phosvitine, Les rendements sont Iss suivants, B partir da 500 ml. de J a w  r 

s 4,s %, 

p2 : 3?0 g, 

s;! : 0,170 g? 

Cette mdthode de pr6pmation de hi phomitiae eat rapide, e t  donne pa 

bon mnhwnt,  

D'iapxbs (1949) (465) la phos~4.the est m e  phosphoprotdine 

trbs rJ.che en phosphore (1 0 $j, 

Cette particail8sit8 fai t  qaacslle est; a£.f iaiLs h dv4fer9 sur les dlectm- 
p h d g m m e s ,  par les eolomrata rzicLbiGdelo des proté2qiee : ar9idosuhmde, ttzocarmin 'B 

bleu de bro~~~phQnol - 1959) (464) %LQ~ S E Z I U 2  (1 964) (465). lai 

nie,j-fleure teah~Aqu8 da m%s@ @r: &idenos de ccea4~psB est. la croloration au b l m  

aloian, colorant des mucopoZysaachrid~~. (mir p, 58), 

Notre but est dqtuiiie3~. le ccamprt~menf; Qleatmpahodtipue de Ls phosvitbe 

en gel d'acrylmide - se, Or aas Qlea'cronhad s sont colords par le bleu 

de cooarassie, coiorant qu9. n'a p s  d t d  utf lis6 par les  aut%n&8. 

Il s'agissait dom pom nous 8 

1,  De raettsas a= pint m e  tesMgus &a r 8 d h l i c ~  de la phoavitiae applicei- 

ble au gel mixte d9srtrybmlde - izggrose, afia de yiaut90ir localiser la phosvitine sur 

2. De voir, ensuite, si la. phosvîtin8 fixe le bleu de coo~ssics &fia 

dvesaaysr d'identifier l'uns des deux bandes Pbt ori P% B oe constitoant. 



a) Bo* des techniques 

Le &oix des -a;ecMques qtle naus wtme retemea pour lgdtude Bleotso- 

phordtique de 16% phosvi.t;ine rsposer sur les observstions mivmtes : 

1, Le bleu ai-, colorant des m~opoIyss3~~1hslsides pestaet de dvdles 

la phosvit?tne {SEZIT;LE - 1964.) (465), Boue avone sseayi de révéler les Qleetrophoxd- 

g m m e s  en gel dratexyJsmid@ - ose par ca c o l o m t ,  Re dispossnt pas de tedutique 

~spécsifique à us support, naus avons utilhsd oelle de C D ) # E L L  e t  PIMU? ( t  965) (467) 
mise au point B, propos du gel ifg poQ~~~ergtUidra. 

Cette technique n'est p s  ut i l i sab le  elle provoque uae coloration du 

support, coloraticin dant l "tsliniim~Plioxi est tr$s difficile, C! ' est v~zi~erabbb1emen-t; h ' a- 
gaxose qu'il crontienk W. en est responsable tzar cette teohnique doane un b & ~  bon 

~ Q s u l t a t  lorequ'il s'agit de x6vBferr les ESlé~ctf"o&or&-e~1 de 3.a phosvitince, 

réalisés en gel de polyacry.1armld@ (voir p. 1 56). 

2. V U  .&.WEL et Col& (1 963) (468) ont ddorit une technfpue a@QPeatro- 

phorbss dersi inscagouetreahasides en gel dsagarose, 3pkL r6dla l ion  des dlecrtsophor8- 

grames est  faite au bleu &a toluiaine. 

3. (1966) (469) on$ u t i l i d ,  pow. Qtudier 

&es oonartituants de l'os crompa~t &a Zapafz, m e  t c s ch iqu~  d~bleatxophoxbas en gel 

d tqarose ,  dans laquelle les ea 9011% r4v6lc58 p1: une double colos'&tion x les 

g l y c r o d o g ~ n e s  &tant colores par Xe bleu de toluidim et l e8  protéhee~ pal- l'a- 

rnideschwarta, Cees t e o h i q u s ~ ,  oppPiqué~s dans un premier temps & b phostrithe, ont 

do& de bons rdtsultats, 

4. (1 967) (4?0), et  M m  (1 971 ) (471 ) oat propose des te&- 

rriques de rév&Zation au bleu da toluidiga des ~hlucspolysélwharJLde~s, sur des électro- 

phorèg;ramaiea réablidrs en gel de p ~ l p c r ~ g h m i d @ .  

Le bleu de toluidibnes c o l o x ~ ~ ~ t  utiXimb3e pur rddler les Qlecr%ropho- 

rbsea~: condu2tes en gel 8' se e t  de polyacrylamids h i t  &orner: &alarment un 

r8ml ta t  correct dlam le cas des Q1sc"rroghorBsss  conduite^ en gel -ta, dgauxyWde - 
agarose ; ce que am8 amas vérifie5 un deuibnne temps. 



0x1 rdrirliais un gel d' se* B 2 $ b a r  un W p o a  vdmm1 de pii 8,6S e t  de 

force ionique 0.07, &@agarom Id sur des huesi de arierosoopc6 txbs proprera B 

raiison 6% 2,E) a1 pa.r hlUf3r B p r h  ~ o l i W i w l i o n ,  on ~ B ~ o u P .  A l ' s1nportat-pibae une 

fente psrpen&4oitlaire au are de la ltmg, B 1 ,fi au du bord craithodiquar . 
Les rrolutions ders protbidsis A cbt;udi.isr sont d6poardala aprba miia sous 

tension des phquaa. 

k mâgration e s t  effetcstude an appliquant, aux borneprl, une c h t s  ds potcs;ntierl 

de 3 voltra/cm penàant 3h30. 
Lee lonietl eant ensuite fixd~ht clans un n6hng.e d'&ha101 et  diaaido aocltiquep 

(93 t 7* v/v)r La d ~ 6 ,  de la f h t i ~ n  e s t  de l h x ,  

Comme h a  le cas deei Qleutmphorba~a en gellalie, lee l a ~ ~ e e  mat oaimses 81 

& d e r ,  Boue papier f i l t r a ,  eo i t  A la tenpdrci-8 aaibiaate, aoit h l@$h& b f1° 0. 

La r8v6lation peut 6 t r e  f a i t e  par ltPniidoachwartic, eelon Za teahnique elsria- 

siqua, s o i t  au blsu de tolui8ine par aiaunarsion psndsnt 50 mlnuter dana le adlange 

cativant t 

Bleu da +oS.-ldhe** 40 aig 

&la d i ~ t i k l 6 e  20 ml 

Aoei tom 80 ml. 

Cette solution eat prQoonZe4s p r  flobb3) (4721, 

Les plaques lrpsbs hvarge dans p3iuaidlws h i n a  d'me aolution d'aoide acd- 

t iqus A 1 9& aant enraiitca edchdw. La ool6ralion erst 8t;e.bls. 

La doubla aalomtion au bleu de toluJi et A i 8dd~aakiwarta  peut 8 t r e  

utilirs8o avea mocba, pour mttxe an dddenoe, our la m4me pleaqug, ira phoavitieb e t  

le@ protdinsr. XOUB avons rsubatihd l e  ver t  da lis 

eur la &me plaque, les protdine~ ord;lbaixesr sont ~oEor6es csn v e ~ % ,  la pho&LiLne 

en bleu-violet . 
Les îixa.tioais par le CQhv3on*** e t  par un md de fo-1 e t  do dw- 

nol, aelon lrre aut(~ws, ner noua ont pas dond  mtisfçiatiosi et nous Iew pr6fsrons 

l*u t i l iwi t ion  du m6 dq(49aoo9 Qthyliqus et  d'&aide aodtiqus t e l l e  que nws ltavonîi 

rapportde. 

lous d 6 ~ r i t  18 t e o h i q w  dt d1eutr0phoxb~1e k l a  108. 

d p r b  la tion, la dvdlcation BU bleu dot toluidine e s t  &lis& par 1.m- 

meraion de la plaque dana uncr aolution de bleu de toluidine Zi O,1 k dhvla l%au aoidi- 



f ide pas 1 $ dlaoi& aa8tiqw selon (191.1) (473). 
be 0010ration durs 3 
Le gel e s t  e&to LarB i t  l'aide d8wne rolution ditauide taabtique A 0,1 jf6. 

k a  Btape i r  Sttovantei âe vitrifîoatioar Bu el mont oonâuîtori sielon l e  prw6d6 ddorit 

a la p a p  109. 

L.8 fraat iom S, P2 e t  S2 (voir p. 1%) obtenues au cour8 de la prdpamtion 

âe la phoanitine, ont Btd iwrreiims A l ' ana ly~e  Blsotrophoz4tique tœ gel d*agamm. 

Hour avom A l i e B  deux a6ri.i dQ plaqueri r - L'une aolorde A l ~ l i m f d ~ ~ h ~ t r n ,  (LI- de rboBler l e s  protbides olaiieiquer, - L'autre au bleu de toluîaiino, afin de aet- en éridrnoe la phoaitlne. 

(Naurr, 32 , P. 1%). 

1 , (m), oolord 

A l'ufdooohwewte, (afgun 32,a) on retrouve un s o h h  comparable B aelui qw l'on 

obtient aû? gelom (voir p. t12) . On p t  oawotdrises leu W i n  eoner priaoipalea 

de ii.ntîui r a f.3 e t  T , aimi nut- WIUIO ~ o r ~ ~ e p o n ~ n i t  A la m x 
aior, on k i d w  r m ~  gelorse. Par oontrs, f 1 n'y 5 prs avro ao mpport de f r a e t i m  

olrthodigue, eteut  poarquoi m e  avona ddpfso6 l a  fente m m m t  au ddpbt rsre la erirthode 

afin do dfrpoaer &*une sono & mîgmtion plu6 ~ ~ P C I U Q ~  

2, Le de la f w t j l o n  8 es t  t rbr  mi6U du pdc6dmt. ûn peut 

dona a s r i i i l e r  S A vn melsiyy des pretdiner mlublecr totaleri du jaune d'oeuf. 

3. &e i....@ de. hMtion6 5 et S2 présentent mu nom oo lorb  h llr- 
ai-% cre qui prowo qu1a11e8 caon%iennent des p.rotdiderri fjtrant cre réautIf. 

4. Sur la ri4rid) &b phquos révB1Be~ au blm de toltiidine, ( ~ i s l ~ u u  32, b, 

p. 138) . on peu% voir que l e s  8 1 e a t ~ p b i o r Q ~ e ~  oofierponQnt aux prot4ine+~ totaleri 

e t  b Ir ircBoti@n 8 sont iB0010reri. iiea m4lcnger protbiquer ne a o n t i e ~ e n t  dono pari de 

phorrftiiim. 

5. Par oonk., h\r la pla~ue r k l i e i e  avea la fraation 3 , on ob8ez-m 
une tauhe i n t e n s b t  aolorb en bleu-riolet, quant B 1@8lecrtroph~- oomspon- 
&t 1 S2 . îî ooqwmb Ogsleaent aette taahe violette tb ir  de ïe prémzieo & 

phorritino. 





I La Rîgure 33, a (p. 140) 1w)ntre les dlwtro 
blem totales, dg Ira ribof3avoprot8ine e t  de la phomitîne rklis88 

Idau8 avum introdrtit la ribafIsvoprotdine afin & fauîlit;slc le mppmdw- 

awuirt aveo les r obtenue en gel dtsgsr (voir p. 130) . Ce deniior n'est pas uti- 

lisable ear il fixe le bleu de toluiikbe. Cela srtexplique d'arillewa, par le ~ a r a e t b n  
a u i b  àe us polymwhride, du aux s6sîdua W a t e a  qu'il aontiant. 

On peut aombte,~ que la phOglritinb poasbde un O O B L ~ O ~ ~  ~~~ 
sa wbil5t8 est mpériou~ B cel le  de la r i b o f ~ o p m t 6 i w , ~  

A ïa R p s  33, b (p. 140) nous napporûma les Blwtro 
fhtrr m6-s àes protdîmss eolubleir totrale~ t PSIC - 3, PSI! - 
au bleu de toluïdiaa. Les plaques obtenwa mnt parfaitement incoloPerr, euaune bands 

n'bfaat r b 4 h b l e  par cu risaetif, Les grotdhes solubles totales qwlque eoit l e  

b s  Bleetrophorèsea de la ph0avitî118 et des plvrt6iasa mlubles toiaies 
ont bté uond9ites en gel d*auryla&de - agamm~, abmltaaBtP63lt. Apbs la mîgmtion, 

l e s  B l e c t r o p h o r 6 ~ s  sont x4d16a t - au bleu de wowtsssie (B'îgwe Xt a,p. 141) a-, - au bleu de toluidfne (l&ure 34, b, p. 141). 

4.aé .aiW. en g e ~  & 8 ~ 8 1 6 ,  que le. pmt4iswj ioZrù,lec1 totsdea m atm&- 
-+ p a  de phoSITIi&ie et -, quelque m i t  l e  diange protQiqub t a o h o Z r  
ati tiu>in àe migration importait pu. 

Deir diagnauamee obterrru, on put ddduire que la phomitine sr uw, mo)riUt6 
Bleetrophdtiq~cr de pr8albudne et qu'elle 

h phodtins que nous a m  prcSpada par l e  proe4&6 do MECW et 0- 

(1949) (474) n'est pas gme. u imrotion obtenue est iau~fiaammt errrib$k PQU~P 
' 

met- 1'8tude du ~ p o ~ n t  Blarctrophrdtigue de ce e o s ~ 8 t i b t .  Des rbriP1hts 

*m iaia  que le i  bandes P$ et P+ niaes en Brideme duyr les 
p r o M 4 ~  (P@f .- 3, PST - 4 st PST - 5) w i ~ m t  idsat i f f sblrr~  ~k w 





901 d'krylamlda - -8. d. Ir Phorri- 
iwra Soluble. 'Potalor bpi Jmmw d40.Pi (PfR) 



SIX - ISO Bn COEfPOsil: PA, 

L@(hde d. 3.a ri.boflavoprot4ia nou. a permis fit ident i f ier  11 ~on@oaJ Pf. 1 
Wls l e  p r o b l h  des bande8 P$ et P% reste posd. 

Tout d'abord, a m  avom envisagé l e  corpoad PA, et. pour tsnter de l a i so le r ,  
1 

noua avons, frsotlom6 l e  m8lang8 PST - 3, qui ne oontient que l u i  Baoe la eonab des 

p*bumîn0a* 

Ce eompoai8 parabde \m oamportement anodlgue our les  B l e a t r o p h o ~ ~ .  

Il e t sg i t  dono, vraisentblablament deun aompoe6 &oidse Be oe f a i t ,  il devraft 8 t m  

bien fird sur un Bohaageu' B~aniolju) et  au oantratire peu, voire paa fir4, sur un Behan- 

de o a t i ~ ~ ~ ~ .  Qe dernier Qpe da d'lono m a  a parPris d'aboutir A un 
~nilt.t  valable. 

A l a o Y i f s d e  (1 962) (475) , a m  avom é l u e  de fmo- 
tioriasr I se  prot6iaer solubler *t;otalea du jaune d'oeuf axr bes aolonnes CIO do - -allu- 
lo& 8&adeci A l 'aide d'un gradient de pB e t  de forocr ionique. Un prooddd m#mprablo 

h cwlil i  qoe (1 958) (476) ont, r i e  su point, pour fraotionner 

l e  blairer d'oeuf, naus r dom4 wn ineillsur dsrrltat. 

10 g de8 protdines aolublee totales du jaune (PST - 3) sant àimoue daru 

100 ml de tasrpoxi adtate d'ammonium 0.1 I an acdtate de pB 4,O et soumir B fs ahro- 

~iatographie arr de8 oolonnsa (3 x 40 am) de CR - Oelluloacr 84abilfrrb aveo ïa  iolu- 

t ion taiPpom8. préaédonte. L'Blution dsa csnal%ttmnte est réalis60 par psrasage bu tsia- 

pon de etabilieation de la résine e t  d'un tampon aa&t&te d*munonium 0,l K de fl 4,0 
molajse en W1, dsnn l e  but de dBpla#er 1' le des proteides fixés aur la oolonne 

la Frsotian int6resamte n16.kaat paa fix6e e t  B i d e  de oe fait pas l e  premier tampon. 



Aprbs regroupement, les fractions sont dialysées et lyophilisées : les 

proteides réoup6rés sont soumis aux analyses chimiques ( composition en glucides ) 
électrophor?Qtique et imrnunoélec trophodtique. 

Le diagrsnmie, chromatographique correspondant à ce fractioanement est présen- 

t6 à la Figure 35 (p. 144). 
Le do- d'acide sialique permet de regrouper les solutions effluentes en 

une fraction A, . Outre Al , la chromatographie donne deux autres fractions : + et B. 
Les rendements sont les suivants : 

A , : 220 mg, 

A 2  : 1% mg, 

B 7,8 

CeLn reprdsente une récupération de 813 $ des proteides ddpos6s sur la co- 

lonne . 
Le microdosane des glucides effectué sur la poudre correspondant b la frac- 

tion A, fournit les Asultats suivants : 

Oses nneutresw : 27 $t 

Osmines : 1 3 9  $, 
Acides Sialiques : 15,1 $, 
Oses uneutresw 

: 2,05 

Osamines 

Oses "neutres* 
: 1,790 

Acide SUlique 

L' Btude Blectrorthoréti~ae de ciette fraction, très riche en glucibs, pose 

des problèmes : en effet, l'acétate de cellulose s'est révélé impropre, le composé 

correspondant b La fraction A, Btant soluble dans les colorants et fixateurs utilisa- 

bles. L'a- nous a fourni de meilleurs résultats car ii. permet l'emploi de 

fixateurs efficaces. lilous avons utilid un m B l a q p  dtalcool et d'acide acétique (9 : 
1 : v/v). Aprbs fixation, les dlectropho&~es ont été révélds B 18ami80schwartz 
et par la coloration au P.A.S. La Figure 36 (p. 145) montre les sch6ms obtenus. 

On peut en conclure que la fracrtion A,est P.A.S. oositive et wrésente un 
I 

diamamme commsé d'une seule bande. a m t  la laobilit6 d'une a gclobulîne. 





' PST 



Etudide par lféLectra~horBse en srel d'acrvlamnide - marose, e l l e  dDm ure 

image intéressante com~ortant un constituant ma3em. au n;tvmu de la bande PAl & 
témoin. L té l ec t rophorégr~e  présente en outre une zone faiblement colorée de mobilitd 

Blectmphoré tique inférieure (~ igufe  37, p. 1 47). 
Le com~osé PA4 cont~nu dans la fraction A. nt e s t  m s  m. Il fixe relative- 

6 

ment mal La coloration par le bleu de coornassie, ce que nous attribuons B sa richesse 

en glucides. La rdvdlation au P.A.S., appliquiie à ce support, ne donne pas un bon ré- 

sultat, car l'agarose qu' i l  contient f ixe  cet te  coloration. 

Le imanuio6lec tro~horèse ,applique% directement, avec l e  sérum antipratéines 

solubles totales, dont nous disposons, na donne d'arc e t  cela h aucune des con- 

centrations essayées entre 0,1 e t  10 $ ( ~ i g u r e  38, p. 148). Hotre immun-s4m.m ne con- 

t t fsli,; aeEorresMndent peut aelatre àu au 

f a i t  que, ce cornposd e s t  présent en faible  quantité dans l e  mélange des prot6ines 

solubles totalea. On peut &galenent penser qu'étant donnée sa richesse en glucidara 

PA, e s t  faiblement antigénique. 

Noua avons ainsi Qté amenés à préparer un îmnu.ws6rum s&ifiaue de la 

fraction A,, en l ' injectant 2i des lapins selon notre technique (voir p. 119). 

La dhgmme ~ d l e c t r o p h o r é t i q u e  obtenu, avec cet 3.mun-sérwn (hl1) 

3'- '38 (p. 148) présente deux arcs trh nets, l'un d ' e u  ayant le comportement 

d'une a , . l'autre celui d'une a globuline. 

Ce r6sultat vient confimer celui de 1'6lectrophorèse en gel dtaorylamide - 
agarose e t  permet de préciser que 'La frriction A, iaolde CM - Ce11uî.o~. contient 

peiu oonstihiants antinkiquea. l'un d'eux. l e  constituant maieur B t a n t  PAq . 
Quant aws autres fractions, 1 * blectrophorkse montre qul elles sont h6t6rogbnes 

Ia fraction B prbsen-t un schdma identique li celui des protdines solubles totales. 

Toutefois, la bande correspondant au composé PA1 est absente de8 diagrammes obtenus 

avec le gel mixte d'acrylamide - agarose. 

La chromatographie du mélange des protdjses solubles totales (PS!~! - 3) sur 
carboxy - mdthyl - cellulose permet de prBparer une fraction A? de nature glgcopro- 

tdlnJque, riche en glucides, e t  contenant deux constituants antigéniques. L'un d'eux, 

le constituant majeur, correspond au constituant PA,. 







k fmtia 4 M kt- b&&~,. 

am&îta mo 1'- .pkiiiqu, d. la fraatîoi A, dont naau diopomRhk, ut es 
irif tri. w b h .  h m a t ,  l'dh.atn,ph~Am r#a ml d'yrP ri, -10 Irr ps6-• 
qw d*m mal amatituant, et 1 e 8 1 s o ~ r & n e  en gel dtaarybmMo - s&oem rwitzm, 

mtn la M. eorre-t ua oon8titunt PA, , une mm l(<hwlt o o ~ ,  da iD- 

U t 4  4100frophodtiq~ pl- fable. 
iïow amu dtobtmir 10 oautitumnt PA, dmu ua m o h  4 t i t  âo ip 

rrU, on ohsrohnt i b ï i d i m  le aomtituant UI~~&&~OE)  meponmble do le- do pd-  

oipitatîoa en poaîtîm d. a globulîmm mur iw di.Cnwi. 

6ûû w âea fnotîom Al âe 3 o h x w m ~ ~ e  d.. psot(2iwm .o l~bîos  tok3.o. 

(PIR - 3). #ont l w h n m s ~ p h i h .  s iiiu oolomm de a - aallrlor (2 x 15 @a), 
e.tabîUe+h duur les dm. conditioou. 







Hom ntavons pas r4ussi, jusqut8 présent, à obtenir une fraction PAl îmru- 

nologîqueaan.ti pure. Cependant, 3.' Qleçtrophorése e t  1' imm~~~électrophorése permet tent 

df a f f h e r  que l e  oornpos6 en m6Lange avec PA, , dans la fraotion obtenue, y es t  en 

faible quantité. 

C - CONCLUSION GEIIERILLG CONC- LE COIIW13E PAl 

La chromatographie des protéines mlubles totales (HT - 3) sur CM - 
cellulose a permis La préparation d l m  constituant nouveau du jaune dtosuf. aue nous 

avons a~oel6 PA,. C'est une glycoprot4ine. trbs riche en glucides (51.7 $ de glu- 

cides totaux) p r b n t a o t  les earactbres d'une a globuline, en gel d'agar e t  

ceur df une préalbtunine en gel dsacrylamide - agarose. 

IV - PROPRIERES COPLPAREES DES CORSTITCIANTS A COMPORTZMEXT 

Hous avons r6alis8, parallhleaient des é l e c t r o p h o ~ e ; r ~ e s  en geL d'acry- 

lamide - agarose des t ro i s  compos6s à comportement préalbuminique, que nous avons 

prépards r riboflavoprot&ina, phornithe e t  PA1. Aprbs la migration. IR phosvitin. 

e s t  colorde par l e  bleu de toluidfne tandis que les autres composds, ainsi que Le 

ternoln de migration, sont rQvél8s au bleu de coomassie. 

La Figure 41 (p. 153) montre le dsultat que nous avons obtenu, 

O) Concluaion 

Les t ro is  composis possbdent des mobilit6s Blectrophorétiques diff6rentes. 

Il s'a&.% 1à d'un premier caractère distinctif. 





Lee oourbos d'abaorgfion de la l u r i h a  ont dtB rbrllsbea sri ounr do 1 om 
il. traJat optique ~ i r  de6 mlutions de protdider A 0,1 '19 &aae l 'eau A pH 7. Bllea 
Nhrblent uo maxinntlP drabsorption Br 278 mm, dsras l'ultra-violet, longueur d'onde & I 

1 

1 p. 100 I 

laqui)l;lr noue &vomi masuré l e  croeffioiant dBextiri.otien ; E 
278 in 

Pour ee qui e ~ t  de la riboflavoprotdins, noua avons tzxaQ la aourM d'ab- 1 

aorptlon en l u r p i h  vielble, e l l e  prdemte deux max- r l'ut B 375 aii, lluikr & I 

458 nm. I o w  en avone ddduit, pour cre uompoer4, &eu valeur8 & aoeffloient drextiPotion 

La8 valgura que nous avons obtenue# iont menemblies &nu le Tableau AVI 

(p. 155). 

a) 

Xous a m  ddtenmine l e s  poîntr iaodleotriquos bat oonetituantir b oompos- 
tomnt préalbminlque par Qlec t ro fwl l a r t ion  en -1. 

0 0 t h  taohnique est due, rsemblr t.U A (1 %8) (4'77) qui  a aaeooi8 
1' ilaotrofoorlieation et; 1' Bleotrophorbes en â i  a~h, rwpler (1 968) (478) 
a d(orit î ~ ~ i . o t m f 0 0 6 ~ ~ a a t i o n  en gel de polgiorglamiü~ en plaqua dont l e  protoaole 
a 4tQ ruprie dane ~ a r  rsvu. &n6mtïe publide par (1 971 ) (479). 

Les x n e m e  ont Qtd ef'faotu8ee B oi46 m, a;tr dea aolutioriir L 800 mg do 
p r o t i i b a  p ~ u r  100 ml de b p o n  phosp&te - o i t n t e  O,1 II do pil 6c5 A l'aide d'un mi-  

mp0-m m88. h û  e*. ~ ~ n d i t i ~ r ~ ,  - aVW6 0bt- poiu l*. ooipod~ 4tudiQs. 

les n i e u r e  figrur;uPt au Tableau XXVZ (p. 155). 

A la mite Q. (1n1)  ( 4 8 0 ) e  (19'72) (M) a u t a i -  
sb oatte teelmi~ue pour Btudier l e s  protdidne do la bibre. Hau. avons applique l a  

, 

noda opératoho propos6 par ee dernier. 1 





Après la, migpsltiaa, le gsS, aat dE9croupB Ictttfralem&nl B l'aide d'un emporte- 

pibae, salon la teelmiçllue psdaonjlaee par AWDm ( 4  968) (482) e t  les disques a in s i  ob- 

tenus sont iriueergQe danrs t m l  d'srau BistilleSs, can tubes B h6molym, Apr&s deux heures, 

l e  $fi est n s u Q  dlans chqw tube à ~ b i @ ~  drunune micraQlzctrods. On peut a lo r s  tracer 

une courbe, domant Is pE en foncrtion de La a s b n c e  de migration ( ~ i g w e  42 , p, ?fi.a). 

Le gradient de k23 obtenu nh~izr l&n6aire, ausrsi, h d8tarmimiation de la oouibe 

atimpose k-elle, 

La rdvdlalion des tilectrophor$pam@8 p u t  etre faite, so i t  au bleu der ooo- 

masaie, s o i t  par ïa colaration au P,d.S,, pour 1st riboflavaproté.tns e t  l e  composd 

PAl. Quant h La phosvitine, e l l e  s e t  mise en Bvidenco selon le teohnique de CALWELL 

pt P I W  (1365) (489) par immersion du gel WE me +solution da bleu alcrianu & 1 
0.2 $ penbnt 4 heureei. I 

LRexmesn de la Figure 42 (P. 1 9 )  noua mbne h donner, pour l e s  c3omposdis 

QtudlQe, l e s  pointe iao6lectrique~i mssemblds au Tableau WIVï (p. 155). 

Le oampos8 PA1 a un aomportemsnt anodique, oe B quoi on powait s'attendre 

d b t  domde sa ricrheerae en glucides (l!j,? $ d'acide sielique) et 8on 00mporteEIent 

ohromatogrsphique gur CM - Cel lu lo r~e~  Le d e obtenu eat oomposd de deux bande8 

l'une correspondant au pEi de 3r8 , 18autre  8 oe1u2 de 4,0, 

L'image donntde par La riboflavoprotdhe %rat aomposde d'une bande majeure, 

eitude dans la %one ou l e  gEI est de 4,O. Ce rdawftat est peu diffdmnt de celui ds 

4 * l  - 4.2 propos4 par 0968) (W)E 

* Bleu Alcian. s QüRRtS - lg.519, 





b) Résultats - Discusaian 

Les valsurs que m s  avons obtenues sant rassemblées au Tablean XXVII 

(p. 159). Pour ce qui est de la ribofhvoprotéSse, la teneur en phosphore est net- 

tement plus élev&e que celle qui  est donnée par OSTROWLXI e t  Cal1 (1 962) (435 bis). 

La teneur en phosphore de la phosvitine que nous avons préprée  est 16- 

gèrement inf't5rieuz-e $ celle de 9,7 $ qui es t  donnée pa r  M.ECHAM e t  OLCOTT (1949)(4€36), 

Cela es t  vraisemblablement du au. f a i t  que notre phosvithe es t  dans un moins bon 

é ta t  de puret6 que cel le  des auteus.  

Win, l e  composd PA, ne contient ws de ~hosohore, l e  chiffre que nous 

avons obtenu n'étant P a  significat3.f de 1.a présence du phosphore dilurs l a  molécule. 

Z0  - COMPOSITION Dl3 LA FRACTION GL'S'CANNIQUE 

a) Corn'~0aitiop. Centésimale en Glucides 

1. Méthodes 

Les glucides ont 4th  détemin6s par le s  m&thodes colorimétriquas préco- 

nisees p r  M O H m L  et  SPM (1963) 64-87) : 

- Les oses neutres ont 4té dosées par la méthode à l fominol  suJfwique 

de T I W S  et PELIPPJ: (1 929) (488) madifide pas RXRJNGTQN (1 931 ) (4.891, 

- Les osamines sont B&teminées, après hydrolyse chlorhydrique, par la 

méthode d8ELSûN e t  M0RGA.N (1 933) (490), modifi4e par MOEIREUIL e t  SPIK ( f  963) (491 ), 
- Enfin, nous avons utilisé la mgthode de k4EHBR et  ODDi (1949) (492) 

(1 952) (493), à La cUphdnylalanine, poux doser l tacide sfaliqtxso 

Les sQsUILtats sont x&~serabI.és an %bleau XXVIII (p. f 60). Ils sont h r8p- 

procher, pour la riboflavoprot&-hns et  k i  phosvitine, de ceux qui ont 6t6 obtenus e t  

proposés par* les auteurs, 

b) Composition ep "oses neutresw 

Les protéides sont traités par Te méthanol chlorhydrique, en tubes scell&a 

pendant 21th. 21 €KI0 C a f i n  de l ibérer les oses neutres. Les monasaccharides sont ensuite 

dosés, sous la forme de l e u s  d6rlvds rnét&Xglyso~iBTpues, par* chromatographie en 



Tablean 1 

Composition b e n t d e h l e  en  osp ph ore 

ts B Coaportsmsnt Pr& 



Tableau. XXfIJ[fI 

Compo~liUon en Glucides des Consti=kmts 

à Comportements Pr$albuminiques 

Glucides g p, 100 g 

Con~~sition CentBsiimale 

Oses aleutrcts 

Oses à~eutres/~smines 

Oses ~eutres/~c. Sialique 



phase gaseuse selon  ri. te (1 967) (494) ~ o t t i f ' i ~ ~  i 

(19731 (495). 1 

1 
b s  ooipcsitions en o a a  neutres des oonsti-nts A comportement préalbumi- 

nique, que wus aronGr obkcanues, f n t  etu Tableau XXVIfX (p, 1 60). 
1 

l 
1 

Ls tene- en "osee meutresw du oomp~s6 que nous avons obtenu e a t  plus faible 
I 

que celle qui  e a t  proposde par (1968) (496) (vo* p. 71 ) O  
I 

Par crontre, notre aompoed e s t  plus riahe en acride isialiquo que aelui dea , 
auteurs. 

Win, Tee terreurs en oamdries arant comlparaibleis. Quaat & La compsitioiai 

en "oses neutresu, notre rdsultat  eet oanrpamble B celui de8 auteurs, bien que noua 1 
I 

n'ayons per mirs en Bvidenca de dans la mol6mrpe. 

X I  eet dieffaile de cronclurei, 6tcant dom4 q .  le caaefituturt, que nouis m n s  
obtenu, n t e s t  pas pur. Toutefois, (1 968) (497) pensent que l'aoide 

sialique ne f a i t  pas partie de la it en dQeracoord avea notre 

ddt&t. 

2. 

Les r8sultatei qua nouer avons obtanutt pour 319s oaeer et l ee  owinee  sont 

aompam~blas k aeux da ( f  965) (498) (voir p* 61 

loue avons obtenu uaa teneus de 1,7 àhacde ~ittliqucr, mirs, notre ompo~d 

n'Btant pas pur, il n8sef pas possible dis conclurcs que 19acickP afalique fait partie 

de 3.a i3noldcuie de phasvitina. T l  serait nemoina atdres-t de prBaiaar aei point. 

6s ont B t B  ddted.nés ,  dans c h a m  des t ro is  composants k 
comportement prdalburaM.que, par chroaistopphie B 1 ' auto-analyseur IIJe , aprèra 

une hydrolyss ahEorwdit.iquta. 



Sie tryptophame a Qtd dos6 sbat8x3.6111ent avQe 3.a WosUie par la m6thode 

spect~ophotomé trique da (4946) (4991, 

Le Tableau XXrX (p. 163) regroupe les r & s u l k t s  comespon&%nt aux trois 

composBs,, 

1 , Le8 chiffres que nous avons obtenus, concemmt la ribof ieLvoproté5net 

àu jaune dpoenf, sont compaables B ceux qu i  ont 8t4 proposés gar O S ~ O W S S X  e t  c o l l  

(1 968) (500) (voir p. 73). 11 faut souligner l e s  fortes teneurs en acides aspartique 

e t  g~utmique, aiinsr qu'en sQà.ine+ 

2, Be la nBme fapn,  les  dsnlttsts ~btenus B propos de la phornithe 

peuvent 6tre ~gppsoch4s de ce~xx dtHJIFJirlraE e t  P (1965) (501) (voir  p. 61). 

La phosvitine est riche ao s6rLne, bien que 3.a tene= de notre eompos8 so i t  Ikgbr~taaent 

~ é r i e ~ ~  B cel le  qui e s t  dom&% par les auteurs, Par ailleurs, le compoa& ne ran- 

feme pas de eystinci, no*@ x4mil.tat &tant en accord avec celui des auteurs sur ce 

p o b t  * 

3. Enfin, la d&temzkaBtion de la con<poaltioa. cent6sale @a lacides mines 

permet de dPstixqper PA1 des dsux au8ukma samps~ni~ B ceniportement pr&albun&&gu@ dtudi6w 

PA1 renferme une for te  tenem en tyrosine et p~u. ai l laurs  ne renferme pas de uyatirma. 

L8sxamen des rdsultata obtenue permet de dise qia"k9 sta.gAt de trois composés 

présenta dans le  jezune da oeuf, pr&sentara% entre eux des analogies (comportement dlec- 

trophor6tiqua en geZ dlacryLaniide - agarose), miw a@ttern@nt uid$viduslis6s les uns 

par  rapport arck autres, 

Deux de ces compsbs, la r ib~fl~v~protbjJIcz la t  la phornitins ont &té étudiés 

e t  l e  rapprochenent des r é m l t a t s  que nous avons obtems avec ceux des auteurs a pu 

Qtre  fait, En ce qui concerne 3_a r ibofkvoprotéine,  nos r8sultats sont voisins de ceux 

de OSTROWSKI et  Col1 (1968) (502) e t  18 conclusion de za9 (1971) (5031, selon 



Acides AzinQs 

Aaide Aspartique 

Aaide Clubmipue 



laquelle, les flio.vopro%.éid~jts OLu blanc et du jar- d%e& sont bifférsnts, se trouve 

renforcée, Gepenht;, 2.a teneur 81ede en acide sialigue Ec hquekle nous aboutissena 

est en contradiction avec la consluaion de ( t9 t8)  ( ~ 4 ) .  Pour e ~ ~ c  

auteurs, litacide s b l i q u e  ne ft'aft partie a@ 1.23 ntoldcu3i.e de s ibofbvoprothe .  

Les donnees que noua avons acqaises concernant l a  cwposé PAl, bien que 

fragroen.t;aires, nt= permetta* pas aoba de dlst-ar t rb netttm@~t ce nouv88u 

campos6 cPu jrauna d'oeuf des deux autres* 

L'6lectrophorbse en gel mixte d%crglanii&e - agarose nous a ment? B aamcté- 

ris= trois composés à comportement pr&albmdaiqua, dans les protéinas solubles totales 

(PST - 4 et PST - 51, que nous avons appeles PAl, P%, et PAy par ordre de mobilit6 

croisscuitct (VOIT p. 1 15). 

Eous avons montré que le compost5 P 4  correspond B la rfboflavoprotkim, puis 

isole le composé PA, , jusqutalors inconnu. Bous avons Q*ibli, par ailleurs. que la 

phoapitine, qui gossede Qgarlement un tel c02nportemen-b en élseJirophorbae, n'est pas 

identifiable B l'un de ces compar&s, 

Ledtud@ de leurs proprkét88 p&sico~quots nous a permis de précises lem 

nature : - La riboflavoprotéine (PA ) est une glyaoprotéina et nous savons qu'oïl% fi- 3 
Xe 3a vitamUr@ B , respon~b3.e de sa coloraLion en jaune, 2 - La phosvitae est une phosplzcrprotdlnte, riche en phosphore (1 O $), 

- Enfin, PA! est uae glycopmtkina, trbs riche en glucides (57 $ de glucides 
totaux). 

Il reste d m  B isoler PA2. La chroaaatogrsphie d*dchmge d'ions sur CH - 
Cellulose des prot6ines solubles totalea (PST - 4 et PST - 5) aaodlait $ irne fraction 

A, mnfe-L en mdlange les tro i s  composés PA! PA2 et P%' Cette Fraotim doit donc 

Qtre souniise ÈL U Z ~  autm type de chrorncttograph~~, afin de préparer Pd,. 
k 

Bous n'y sommes pas p m n u s  ausqtuth présent. 





Le vltellomucoZde a &té caractdrisé par OHOE (1 936) (505 ) qui a isolé ce 
conpos6 du jaune d'oeuf, aprgs extraction des protéines solubles et fractionnement 

au sulfate d'runmo~um, traitement par la chaleur, le .rritellomucoTde Btant enfin pré- 

cipite par l'alcool. 

La preniére étape de sa préparation nous a condirft aux protéines solubles 

to&les, méthode 5 (PST - 5 )  (voir p. 103)~ 

SEZILLE (1964) (506 ) a fait m e  étude critique de cette prdparation, met- - 
tant en Qvidence les imprécisions qu'elle comporte, pouvant 8- la cause d'une mau- 

vaise reproductibilité. 

11 aurait é t B  logique, pour prdparer le vitellornuco'ide, de fractionner le 

mélange des proteines solubles totales, méthode 5 (PST - 5). 

En fait, le compoaé que nous avons caractéri.sQ, proche par ses propriét6s 

de celles connues, du vitellomucoffde, a kt6 mis en évidence, par hasard, lors de 

lt6tude chromatographique du dlange des protéines solubles totales, méthode 3 (PB -3: 

1 - ETUDE C H R W M G W H I Q U E  DES PST - 3 

nous avons soumis les protéiaes solubles totales que nous avons préparée8 selon la 

rn6thod.e 3 (PST - 3 ) ,  ?A l'analyse chromatographique sur différents 8upports (&sines 

échangeuses d'ions, tamis moléculaires), Toutes ces expériences ont révélé 1' hété- 

rogénéité des pro té in;^^ solubles totales du jaune d'oeuf, 

Le choix du mélange PST - 3, pour ces fractionnements, se justifiait h nos 

yeux, étant d o d e  la moins grande complexité rdvélée par l~électrophorèae en gel 

d'acrylamide - agarose, et par ailleurs nous disposions d'un immun-dm anti- 

PST - 3. 

Au cours de cette étude, Les fractions obtenues ont et4 aystdmatiquement 

analysdes r . Détermination de la composition centésimale en glucides, . Etude Qlec trophoré tique, 
Etude immun08lectrophorét;ique~ 



IOUIP a v w  mwtnis lea protéines aolubles totales (PST - 3) B un fraction- 
nemsnt c h m m ~ p h i q u  sur Dl!U - Cellulose, mion un proeBdcS ooiaia ds celui 
utiUSe par (1971) ( ~ 0 9  1. 

2 g daa pwtdînes aolubles totales (PST - 3), â i ~ ~ n i s  dans 2û mà be tampon 

x 4Ot0 cm) do - Celluioaa (a - 312 ~hatisul) starbilisde awro zs 
phak 0,005 1 pEt 590 . 

LeBlution des oolonana est &litde b l'aide d'un gradiunt àizmw~tînu de 

ooneentra#on en M l ,  par pasaage succearrilrlfl r . Du tampon de stabilisation de la oellulotw mo8ifib, . ]Et d'un taiqpon phosphate 0,005 M dont la ~ ~ t i o n  en bC1 a 6 6  poJFttSe 

suooessiveaent b 0,W R et 0,2 B. 

h vite- de pawqge &a tampons e ~ t  réglée L 25 ml/h. d e t  d.8 iracticm 

de 8 ml -nt recueillies toutes les 6 miautea. 

U. V. afb ds rc)p&er les prot4înecr t le obtenri est ~ Q X &  B la %2guiLe 43 

(P. 168). 

d'ae184 siauque 881031 LS m4- de 

Les pointa a i m i  obterrPrs sont relies par uae courbe (~igure 43)(p.l68 1. 





Ls, do d*tzoide rsbbique parnet de ~8w~upsr le8 101utiom efflwjatra 
c o r n ~ p a n b t  b 1i Inotion A2 . Tl est en @ f i t  possible de mettre ciri kkdenanco, h a  

l'&fluent, fart@ % @ n t -  etXk a ~ i d e  tshI%qu+. 

&s pSo B, bien que rliersiy9n6kAguee asrt dmp6zaBi cra unca arsule fraotion. 
W i n ,  l a  pic C comspand B deiit aona%f.i.mta bien fizdtir scrr la r68-r 
h a  rendwnta de acstte 

A 1 ' 273 W. 

A , f  W W P  
170 

tfSeOrryJt 

a t 4543 W. 

cl8tts-mtiun de Sis de o h u a ~  de 

oes iracrtions, &mie au 9abl-u X ~ X :  (g , i7~ ). 

sur aa~8btc4 Be oalltllorata, rdvble que la. fraotjl~n 

Ikt Udths Y (voir hp 44, pot71 1. 
~ I J  i n o t 3 . 0 ~  12 . bj et B i c  a plu8 ho%o&nea e t  8ii1g;ront toutes traie au iiruri da 

la Urétiiu p . W i n ,  1. fkwtion Cl est t A a  &miohle a irn oonutituuit o o m r  
pondant nilai-bIrsBl-nt B lis lîv4.t;ixm a . Oe type d~8laatrophOrgsr ns permet pars 

de dl.wmor les  fmationa , 5 et 3! qui pdrntent 8epndan.t; de. diif4renoe8 mn- 
1 

iribler de oompesitba &.mique. 

pru00Sb - 1962) (512 )e - 1964) ( 51 3 ) , oee troie fmotiona, pz4- 

sentent d6ux mua, 60meponQnt ~mi801~blBb1emelpt aux ares  ae prbipitation 4 et 5 
du m6lailge - 3. (voir Pigurcl 25 , p. 12f ). 

La fhactîon Al podaente un diyrnw jmnuno-6leatrcphodtlqu m u s  aiiple 
oh il eet poaaible da mmotdrieor dewt rnroia, b (~13portemaat oathodf.que. 





Bleotropborè8es sru b6tada dR ~allolor# - 
Des hgotians Obtenuen psr Chnna-phi. 

Des nlot8ines Solubleu Totalea du Jsm~, d'Oeuf (PBI) 
m a  DEI11i - aa1191o# 



PST 



Min, la Rcaot ïa  C ee rMle très h6t8rog8i1e, l e  obtcilcaP ss rag. 

prmhat âe oelu~, dsrr prot&insa solubles totales (m), la 5- cathodique bu n(aolrrinair 

d t m t  toutefofrr l&g8zleaiiant dîffhnte.  

La abmnato&raphie dels PST - 3 sur REAE - Cellulose pewiet de ps8pmw um 

aTi 1'électropholiBse sur aoetats de cellulose, ni 1timmuno61wtr0pb~rbrae ne 
peraettent -de mettre ai Qvi.denr?e entre les fractions 12, f et B B d i f f B z w w 0  permet- 

tant de localiser la fraetîon ri- en glwiâes. 

Touteîoia, l'électrophorèse sur adtate de cellulose &le daas la fraGtfon 
12 1i pré- d'un coiupoaant rjm migrant au niveau de t. p iîvdtine. 

Le rendœmt d. la chmatwP;hie, .m ce qui oomeme a .it faible. I<ms 

arans eesaJrcs, aanrr sumis, âe iaodifier l e  p B d &  de f'mctiolmnaicuat ( a m t a t i o n  de la 

taille des colonrtsa...) pour prépaxer dft plus gFandge qurmtit6s de oetts fkaetion, en 

de La eauai6tts6, B Qp6 de OhZo~p~t-phI~. 

3- avons dono chereh6 B mettre au point un autre proe&6 de pdparation 
U'U- de ûû type, a p b l e  de d o m  m i l l m  -te 

I& &taie 603113 logique db fmetionrar le8 pmt~iPBB m1uble8 to tsba  & jsusrce 

par l@ W a t e  d ' d u l l i ,  afin de unar i"raetiun richs t#it g1tlnibs c ~ a m m t  

ce coapod. 

Ii Arsc~fion 12 aj.nt 6t4 holi .  w - C.lluloscb, A partir des PST - 3 
i l ~ a p r m . r # w E u i c ; t t a ~ d e ~ o a S 1 X s ; r m a r k s a l C r r u  PW* 



1 '74 

AU mJULAgE D'MOIm DES PST - 3 

A la aulte da ( 5  955) (51 5 ) nous avona pensQ B 
aroumettso les protbbee solublesi totales du jaune dïosuf B des pr4oipi-tatfona frac- 

t i o d e r  B l 'aide du sulfate dgmoni,um* Noire le5 avsne, de pluer, aieeooides 2~ un 

gradient de pli pour er1~ayex dVmQlisrer h sdgaration deter diffBrenta, constituants an 

Id de8 prot$h@% ~ 0 h b l g 8  tokPLXeta ( ~ 9 9 ~  -. 3)r 

Le wh6iaia dxi fraationnemeat que noua avom mie ais point es t  d o 4  A la 

arcrXrr, rCo (P. 175 )* 
Le procdd& comporte Ise  $tapes alaesiquee g toutefoie, l'$tapa du prdcipitd 

PZ (1h d. r t u r a t i o n  ir 4.0) i clté éliPin6e. En effet, l e s  easoii  que noua avons 

r(.Ws ont monM que P2 cltalt en toui points a b l a b l e  & Pg (aompositlon en glwl- 

des, analyse, Blbiatrophor6tique cr t iemnuno4leatrophodtique). 

k sumqpunt obtenu A 112 ceatumtion e t  pli 4.0 ea t  dmpér6 d i . 4 ~ 8  aontre 

u u  couran%e puis a o n t n  r u  d i s t i l l de  e t  lyophilisée r o'est 

Au ooure de ce fractionnement, l e8  p r d ~ i p i t d s  sont *pria par La solution 

qui a tuamri & l ee  obtenir de l e s  purSJ,tar. 

Ce proo6d6 permet d'obtenir 4 hracrtions. 

Eea rena~ments de ae freio.t;Sonnemnt, oonduft eur 15 g des PLflE - '3, eont 

les suiraint8 r 
P , 0,503 8. 

Ler d6temLnation de hi de ahaque Prïtcr- 

t i on  (~ablaieauXXX3, p. 176 ) rnontre que la fraotfon S4 est riche en gluoidea. 



15 g d e  PST 3 
t 4 i s  en solution B 5 P% àans de 1 'eau distillke 
Ajouter 1/2 vol. de sol. sat. de S04 (l?H4)2 

Ajuster à pH 7 

h i s se r  reposer une nuit à 3 O  C 

Centrifuger à 7 O  C, 70 m n  S 5.500 t/m 

I 

s1 pl 
Ajouter 1/2 vol. de sol. sat. de ~ 0 ~ ( 1 ~ ~ ) ~  K e m i s  en suspension dans une solution 

Ajuster à pH 7 De S O ~ ( ~ % ) ~  1/3 de sate PH 7 

Laisser reposer une nuit A 3 O  C Centrifuger , dialyser , lyophiliser, 
Centrifuger à ' 3 O  C, JO uin à 5.500 t/m. 503 W. 

s3 
Ajuster k pR 4 

p3 
Rerrris en suspension dans une solution 

Laisser re?oser une nuit P, 3" C De SO (Hl3 ) 1/2 sa%. de p;E[ 7 
4 4 2  

Centrifuger à 3 O  C, '30 mn à 5.500 t/u. Centrifuger , dialyser , lyophiliser, 

s4 
Dialyser contra eau courante 

'i 
Bernis en suspension dans une solution 

Puis contre eau distillSe De S04  MI^)^ 1/2 sat. pH 4 

Lyophiliser Centrifuger , dialyser , lyophiliser, 

Figure 46 

Schém de Fractionnement au Sû (NH ) 4 4 2  

Des Protéines Solubles Totales (PST - 3). 





Lfanslgse Blect;ro~horétiatss sur acétate de cellulose ( ~ i g u r e  47, ~ ~ 1 7 8  ) , 
montre qu'il, es t  possible, 21 l'&ide du sulfate d'ammonium de fractionner les p~ot8ines 

solubles totales du jaune en t ro is  groupes correspond%.+& eux précipitda P , P2 e t  P4 : 1 - Le m é c i ~ i t 6  % correspond aux composants l e s  plus lents, migrant au 

niveau de la Y Ziv&tine, 

- Le ~ r & c i a f t é  P est h6térogbne mis contient une fraction mzjewe au 

niveau de l a  p 1ivétines3 
- est très enrichi en ian constituant ayant la vitesse de 

migTgtion de 1' 61 l i ~ é t u l e o  

Pour ce qui est de la  fraction S , h6td~o&ne, e l l e  comporte une fraction 4 
ma.ieuret a m t  une niobilit6 électrophorétiaue sensiblement; inférieure h cel le  de la 

livétine B . 
L1 ~oélec~t ; ro 'x) f ior8se ,  appliqu4e à ces fractiuna, (~igure 4.8, p.179 ) 

confirme ces réailtata : 

- La fraction P1 présente un dia e ~ o ~ l e c t r o p h o r é t i q u e  compod 

essentiellement de deux arcs dont un & comportement cathodique. Cette fractOon est donc 

assez peu hé téragéne. 

- Les fractions P et  P présentent des diagrammes beaucoup plus complexes. 3.+ - Enfin, la fraction parait ZntOressante. En effet ,  l e  diagramme obtenu 

révèle 3 arcs de pxBcipitation, que nous avons appelés a, b, c, de l'anode vers l a  

cathode, dont un, l ' a rc  b &anis l a  zone de mobilitd élecLrop2nor4tiqus moyenne, corres- 

pondant B celbe des are8 4 et 5 des prot8ines solubles totales (voir Figure 25, p. 121 ) 

il n'est mis possible de dire s ' i l  akaait de l'arc 4 ou de ltaroA. Les deux autres 

arcs  sont l'un plus m i d e  : a, l'autre ~ ï u s  lent ; q. 

,4' - CONCLUSIONS 
Le fractiomement au sulfata d'amraonium des protéines solubles totales du 

jaune (PST - 3) eelon l e  procédé que nous avons m i s  au point es t  intéressétnt pour 

plusieurs raisons : 

1. Il permet la pséparation d'une fraction S riche en glucides présentant 4 
un composant majeur ayant une mobilité électrophorétique voisine de celle de la p 
livétine. Cette fraction e s t  h4téxalgèns e t  l*jmmunoc4lectrophorèse permet d'y mettre 

en évidence 3 constrtuanta antigéniques. 

2. Le rendement de préparation de cet te  fraction S est relativement faible 
4 

si on considhre que he fréictionnement es t  effectué sur 1 5 g des PST - '3, ce qui reprd- 

gente environ 1% oeufs* liais néammoins, il e s t  convenable la fraction obtenue pouvant 

Qtre  soumîae par Ici suite B l'analyse chromatogmphique. , 







3. Le p ~ u t  d ' o b w ,  or* att. fM#a B4, d * m w  tne 
tLcu iitbrnm8ankst on ~iooZUyc, la iMtia Pl 00 pduipît6 Nblemant h4ttbogim 
doit a* ~ 1 0 1 t I ~ ,  l'lsolnmrmt dtua ooiuklbwt aat4&&qwmmb hoila- 

** 
Iu préalpith P5 et P4 petmont 8tre titilied8 pur leu wm&tt\tMta rjourr 

qulil. oonti.iruit, i*m yuit la i o b U t 4  éleotrophorbtiq~. &a la P iîdtine, 
i 1 O 1 a ~ d t ~ .  

P6F aillousm, now avons mutda les prot6i.m~ ralublerr totalest p d p d e r  

pu, les méthdlsri 4 et 5 (PST - 4 at IW! - 5) B cm whérr da 1i.lesotiammeat. 1.0 ?ma=- 
tlov L4 rbup&hrr .ont ooipnblet~ A 60.U.a QUO l'on obtient a hrotiolut 1- - 3, M k f o i . ,  elle8 -nt pluri h&tiUiog)nnrs,   on tenant, en partiapuer, ;trr ri- 

f h ~ ~ t i i i i c l ,  

/ & 8onotâftuit nobmwbh( apparaltt b.u la fraotim l$, on em# w&& , ,' - 

a œ p d  plw  uodiqp, et un oonQosl5 w contrain pl- U a ~ q u , .  on pmm%t 



L'dltZ-II de o010Xl~ û8t & liaid& d'wl diSc0ntbRZ 

de croncenhMon en M l ,  par pa swcessif r 
Du taailgon dû ~ r t a b i l l s ~ t i ~ ~ ~  de lai r d ~ i ~ ,  
Du -t;anrpon phosphata, 0,OB 1 àe pB 5 dant la concentration e~ &Cl a 

6th port& B 0,2 H, 
l 

La ritesse d. pas- âee tampons est *lée A 25 nl/h. en? et de. frro- 

tiona de 8 m l  siont recueillies toutes les d  tes. 

h a  350 ayy de pmt6ildes oomspondant au pie A, fmetion riche en glwi- 

t-p2rids rsur une colosea (2,0 ~a x t 5,O a) drs @ - Cellulose (CH - 32 -  ha-1 

Les mlutiana efflu~11tee sont regrmpec4ar, tkidày&s e t  



Phosphate O,OO[iM pH 5 I I 

I I 
i +O,2M NaCf L 
8 I 

f 
B 

1 C h . d ~  Ç4 sur DEAE Cel 
I 

t 
I 
1 
I 
I 
II Ch.  d u  pie A sur CM Cal ,  

1 I I 
I 

49 
Purifiaation do, la Praatiorn S ptrr Chsomatographls 

4 
Sur DEAE - Cellulose e t  

Bwhsonratoml?hie de La Fraction A Obtenue sur 

CH - CeLluLoss 
Dfg~~rammes d8Elutfon 



2. Les s ilectxophor4tiquea de ces fract iom montrent que l e s  
protéides contenus b p j i  la fraction S ont; &té sépar6s en deux groupes (3'2- 50, 4 
p.184). La fraction A correspond aux oonstitusnta l e s  plus lents, la fraction B aux 

constituants anodiques, qui ont dt6 fixés sur la résuiet. 

3. L~immtmoéleetroplaar8ae de l a  fraction A ( ~ i g u r e  51 , p. 185), rbvèfe 

la présence de deux arcs, confirmant l e  r é a t a t  de l f~lsctrophorése znu. acétate de 

cellulose. Sus la neme figure, rious avons repris  l t i x n m u n ~ ~ l e c t r o p h O r ~ ~ e  de la 

fraction S , sur lequel il es t  possible de c ~ t r a c t d r i ~ e r  3 arcs er, b, c, (voir p. 179). 4 
Les deux arcs de la fraction A sont l 'arc  b e t  l ' a rc  e, La chromatographie sur DEAE - 
Cellulose a donc permis dqdl-r, du mélange QtuOUQ, l e  eonstitumt antigénique res- 

ponsable de l'arc a, qui se retrouve darna lits f m t i o n  B. 

4, La d6terraination des glucides aonterms dans l e s  fractions (~ebleau 

XXXII, p. 186) permet de constater que la fraction A exlt plus riche en glucides qu@ 

la fraction S qui a seroi à faire la chronatog~~phie. Les rapports oses/osamfnes e t  4 
oses/acide sialigue, ont par ai l l e~uis  lea memes valeurs. Chzant ér La fraction B sa 

teneur en glucides e s t  beaucoup plus faible. Il s 'agit  fi d0impuret8s qui ont été 

éiAdn6es au cours de 2&L ckr~matat~phi .e ,  

b) Sous- fractionnement du pic A 

1, Lia Figure 49 Ip. 182) i l l u s t r e  Csgalement l e  résultat de la recbma- 

tographie du pic A sur CPT - Ce.LluZos~. Aux dem tampons d'élution utiliszés successi- 

vement, csrrespndsnt deux pic8 : C e t  D. Les rendenenta sont l e s  suimLs t 

C : 175 mg, 

D : 23 nige 

2. Les électxophorksss de ces fractions, ~ u r  act5tate de cellulose ont 8 1: 

réalisées parallèlement B celles des fractions Ci et; A, (~iguse 52, p. 187). On peut 4 
aimi auivre 1s fractionnement du S En effet ,  LrJsrage domde par PB pic C ne révhle 

4" 
qu'une seule tache. Tia fraction D correspond 8. un constituant plus lent que le cons- 

t i tuant  0. 

3, La fraction Co est immunslogiquement homghne : c'est  ce que révèle 

l ' immuno4lec t rophor&~e de la F-e 41 (P. 185). De Pa compraiaon avec les  schb- 

mas des fractions S et  A, on peut d&duire qu'il s'agit de I f a r c  b. 4 

4. Le composé C es t  de nature glycaprotéinique, riche en glucides (3'7 % 
de glucides totaux) (~ablsau  XXX31, p. 1 S ) ,  l e s  rapports oses/osarnines e t  oses/acide 

sietlique ayant des valeurs voisines de cel les  des abes  rapports caleuXBs pour leroi 

fractions S4 et A. 



A PST 

1 pH 8,65 ~1 0.07 







' a -  
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' -  8 



1&3 

5, t f ract ion B, e l l e  se  prksents après lyophilisation tsous 

La forme deme pou&@ 1$&r@smn.l; teintée an ruse, cela fait penser èt la Tm11sfer~ae, 

Son imago Qlectsopisoré%ique ( P ~ W B  52, p, 187) montre qu'elfe e s t  relativement hama- 

&neç Sa conposition en glucides (~ata~eta  P;X%If, p, $86) ntest pas txks Bloign6e da 

ce l le  qui e s t  proposée, pas wm (1 962) (518), $ propos de 2&L "transfemine du s é r m  

de poule, ccrnstitwat Loua poutts identique, selon l1&uta4us, 31 la. t ransfsrrine prd- 

sente deui~ le Ja~ag tji'oe-S* (vo- p. BO), 

1, Le procCldfS de fracticmemen% cWmatca8~~ra&ique, de la f ract ion S 4 
que nous avons mis au point,  r6ma6 B la Figure 53 (P. 1891, permet de préparer un 

bwologiquement homogbne, la mndenieat bien que faible (175 mg h par- 

tir de 1 50 oeufs) peut êtiwe cansid6d cornma acceptable. 

2, Les compo- 

s i t ions  @ucidiques comparées, données par l e s  auteurs h propos du vitellomuco'lde d'une 

part et ce l l e  du que nous avons obtenu d * ~ u t m  part, sont rasserablees au 

Tableau XXXXII (p, $ 9 ~ ) ~  Elotre composB C est plus riche en acide shlique que l e  v i te l -  

10muc0f de - i 962) (51 g ) ,  (2BZm - 1964) (520)~ Se, %CBI~UT mi osamines est 

voisine de ce l le  du atollomucoide, donnée (1 936) (521 ) , Par contre, pour ce 

qui est des oses ttneutsesw, notre compos6 e s t  nains riche, (15,6 $1 que ce lu i  qui est 

étudi.6 _QMQE (1936) (522)e 

Enfin,  globalement (37 $ de 

glucides t o b u r )  que l e  vitellemcof de dQcri t  pas ObTOE (1 936) (523) (%,3 $) , ce der- 

Mer  n W a y a t  pas dos4 3kacide sialique. 

3. La glyeoprotéine que mis avons isolée, possbde, en ac8tate de cel- 

lulose, tkne bien que liogbremen't inférieure, B 

celle de la 3 livétine. Cette mobilitd e s t  ce l l e  d'un@ a( globuline. Iss auteurs 

(WILLXANS - 1962) (524) , (SEZXU -1 964) (525) ont éhd i c?  l e  cornaortement 6lectropho- 

rétique du viteblomucoXde our papier et  en gel dtaaidon, Il e s t  donc Wf ic r f l e  de com- 

parer notre r émi lk t  aux lems. 

4. Aucun auteur rifa s a m i s  le ~iteLlornumide qu-1 a pdpard 8 1'- 

munoélectsophor&se. Et arc de prrlcipitation que nous avons obtetna avec notre composé C , 
se ~itU6) au niveau de8 a rcs  4 e t  5 obtenus avec l e  mdl des protéines solubles 

totales, Cela cor2israe que 18 rnobili.t;Q élsctrophor89;ique compoacl 6 est celle d Q u m  

0: globuline, Il n 'es t  toutefois pas possible d ' ident i f ier  avec cert i tude l ' a r c  2 
obtew à 3.'- 4 ou l'arc 5, 



Praotionndes nu S04 (1 (84)~  des PST 3 
I 

En .t;ampon phosphate 0,005 M pH 5 

B L U ~  par un tampon phosphate 

0,005 E pH 5 + 0,2 1 IaOl* 

C2rromatographfe aux CS - Cellulose 

En tampon acdtata dfmonLuin 

091 a p~ 4. 

Elu6 dans le tampon de 

Stabilisation ds la r68ina. 



Tableau XXXIXI 
Compositions Glucidiques Comparées du 

VitellornucoXde et du Conopos4 C 

VitellomucoXde 

10,1   luc cos amine) 

Acide Sialique 



dane, le fmction S s'explique f o r t  4 
bien. $a effet ,  

tir du prdoipitd obtenu en amenant l e s  prot6incsa ealubles t o h l e s  B FX) $ de saturation 

en sulfate d*mmonium. Hotm freration P Qtsnt obtenu63 B une eaturation fnf4rieure 4 
il est donc logique que la t e r r h e  se retrom dess l e  S 4' 

6. De h ap&m façon, lorsque ba pr6praltion du S est f a i t e  sur 1817 4 
mdlangats des pmtdines solubles totales, pr$ps-rdes pisr leior mdthodes 4 e t  5 (PST - 4, 
P B  - 5) , plue riches an riboflavoprot8ine, oe constituant ae retrouve normalement 

dalu la f n a t i o n  S4. En effet ,  O m W S K I  et Oc&& (1 962) (5271, e t  OSTROWSKI 

(1963) (528) ont prQped la ribofhvoprot6i.m B partir du prdoipitd obtenu en amenant 

l e s  prot6inee solubles totales  mdthode 4 (PST - 4) h 80 $ de rtrturation en sulfate 

~ '~UURO~SUP.  

C - CONCLUSION CEREMLE G O N C l B W l T  L'ISOLEMfSFP DU 

Le oomposd C que noua avons i m l d  B partir des protdin~ar rmlublea totales 

du jaune e t  l e  viteilomuao'ltde ddorit par le8 auteurs, possbdent an cornun deux pro- 

pridtde r 
- Il s 'agit  dane l e s  d m  aas de gLycoprotdines riohes en gluaides, - Lee mobilit6a Blectmphor6tiqaee des deux constitumtar sont toutes 

deux coip iables  h cella da 1. P IWtliu. 

La puriffoation chomatogiaphique de la fraotion S4. obtenue par prdaipi- 

tatione f r a c t i o d e s  dee proteines sslublea totalee du jaune, noue a permiri d'obtenir 

un 00118ltitUBnt immunologiquement hornogbne , dont l e  r~chi4mu ~ o 8 l e c t m p h o r ~  tique ne 

composte qu'un ara : b (voir p*185). 

N o u a  avons uherchd, dans un pmmier temps, B identifier eet arc de 

px6oipi tation* 

Par a i l lewa,  nous avons vu que la fraa%ion Al, obtenw par u h r o ~ t o ~ -  

phie bee protdineer soluble8 tatalee aur CM - Cellulose, psdasnte, lorcrqu91 es t  *- 



lia6 aveo UE 3muun86m 9pB0ifiqw de ee t te  f n ~ t i o n  A,, diagmme eompod de 

d~ m a ,  dont p~sitia dt a giobû1be. HOUS iult 1.8igr. duy 

uia deuribme temps, mtC8 compose? C ooatre ce t  immuns6mup. 

a) Hode WrartoJre - Principe 

Poui ami8 pApcr< un i.mmmer8rum sntf-fraotion S4 (A. s ~ ) .  
Cette fraotion oontient trois oowtituagts antig6niques r 8 ,  b, et e, 

par ordre de mobilitd ddcroissanter (voir p. 179). L 1 ~ & r u m  obtenu a o n t i w  dom 

t ro i s  antioorps t a n t i  - la, mti - b, antg - a. 

L t ~ o é l e a f r o p h o r B ~  dea p t 8 h e s  solubles totale8 (PST - 3) scl6alis8e 

avee oet aatidrui~ devait logiquement donner trois -a, correspondrPslt & eera trois 
conatituanta antigéniquea. 

En fairrant rkgir, aprbs Bleotrophorbse, leil protdines solubles totales, 

dtui19 part contre ltimauras4.ru8s anti.-prot6incss soluble8 totales, e t  d'autre part, 

contre ce t  i , m u m d m  anti-fraction S , on devait obtenir le  raacordement des aros 4 
meepondanta et  i d e n t s i e r  les lignes a, b e t  O B 3 des 9 amer du diagmme 

rapport8 B la Figare 25 121). 

Le dsruXtat que nous avona obtenu es t  d d  A la Pfgurts 54 (p, 193). 

L'arc a est absent du diagraninier obtenu en faisant rdicngir les prot~Ues 

aolubles totales oontre l*tiamsirui anti9q (A. s ~ )  . 
Nais on peut o b m m r  que l'ara b ara raccorde B l'ara 5 b mhBnm obtenu 

en faisant réogfr les protéines solubles totales oontre l e  s6rum anti-protéines solu- 

bles totales, 

ûn peut dom at t r ibuer  ltam 4 P Ir Iivdtiae P e t  l lup 5 au ooimd O, 

gui présente, nous l'avons vu, des analogies auee le vi.t&lToparco'ids. 

L ~ ~ o Q i e c i \ t r o p h o r ~ e  du ooastituant C iwl(f, dali~16e avec l'rnnaùn- 

a h  anti-fraction A l ,  est domde L la Bigtare 55 (p. 194). 

Hous voyons que le canstittisuit C dome, avea ce t  jnmun~érun, a u ~ e  ~QZLO 

~ ~ c ~ p i t a t -  en a g l ~ - .  







Xous pmomz doisa  ex^ d6d- qm le, aowtitvant C rn îawu91o sa mdlaimge 

iveo le u c n s t i ~ C  P$, drns la inot ior  4 isol6. pu &mmtograpMe dei pmt&iass 

aolubles toialesr sar GE! - Cellu3am. (voir p. 146). 

Ce fait es% d'ailleurs tout B fait lctgiqae, puisque le aoapoad C nteet 

par f-6 sur fia CH - CelluLOw, ha dmaxi8trae QtaLpe daz prooddd obmnwtographiq~s8 

de païfic.6~tioa que naua avons ddurit. 

La oourbs dV&biirorptio~ de la l-bre, &liede ern ~ m r e  de 1 clua 6e k a j e t  

optiqua, awr des erolutiorts Qe proteide b 0,10 $ Ba3ns l'mu B pli 7, pdsentr un 

pp ~ r p  d*absorj)tion h 278 ilans l'ulim-violet, lozgimtm d'onde B Uquslls nous avom 
m e d  le cocsffi aient 8' cuttinction. 

1 p. 1 0 0  Nous armu t m d ,  pour le ooipoad C, la val- de r E = 3,4. 

La nemm o 808 csffstatuée 546 mn, sur wap soluFion Ji 84K) aig de protdide 
pour 1OO inil de, tampon phoepbate - titrate O,1 H pB 6,5 , h l'aide btua miusopolari- 

mbtre ZEISS, D m  ces aonditioraar, n w  avons obtenu pour le compos6 C la valeur de 

Le poht isd~eerixîque o Qtd d$tenshB par dlac~troioaa~lirntion csra pl. 

de polparylamide salon la tmhzxique ddarite B la page f!X. 
dppliqw5e apa ompos6 C, 3'4îacrtrofocaliihiation ea gel aonduit ru dmlht 

do@ B la Figure 56 (P, 1%). Le schéma obtenu prdarentce p l w i m s  bandes de .points 

$so8lectriQuea aom~rîa entre 4.9 et 5.2. 

laaopeo3de est do t 





E*auta.m ne psbcise pas rrratuse du tampon ayant semi à dissoudre l e  

vitel3ornucoX.de, La mesrrrrr a étB ftxiker avec la raie D du sodim, c g e s t  B clkm B une 

lon~ueur  dr onde de 589 nm, 

Min de p u v o i r  deux o01pamr notre valeur avec celle de c e t  auteur, nous 

avons mes& l e  pouvoir rota toi re  sp4cUique du composé C B 578 nm, longueur d'onde 

La plus forte donn8e par 1s micropolarim&tre Z E T S .  Bous avons trouvé a 
-Ci 

Nous pouvons donc conclure que le pouvoir r o t a t o f ~ e  spécifique de notre 

uomposé C est relativement proche de ce lu i  qui e s t  dom4 par ONOE (1936) (530) B 
propos du vitellonucoXde, 

2. LgélectrofocaJisation en gel permet de dire  que l e  point isoélec- 

trique du conpos& C e s t  compris entre 4,9 e t  5,3 , ce qui donne comme valeur moyenne 

591 
ONOE (1936) (431) propose pour l e  vitelloinucoXde uelEe de 5,5, valeux 
I 

vo ishe  de ce l l e  pue nous obtenons pom le  compas6 C, par une teahnique tout ?i fait 

différente . 
pour le vitelioniucoïde e t  le compost? 

C, pue nous avons f solé, bien que fiwerztaises, nvan ~erne t t e i l t  w s  moins de r a ~ ~ r o -  

cher les deux constihxeLnt~* i 

phosphora a ét6 dos&, aprba minéralisation, par la méthode colorimé- 1 
t r ique dfALLEH (1 940) (5'32). 

b) Usul ta t s  
1 

Le coqos& C renferme tr&s peu de phosphore paisque nous avons obtenu i.a 



k a  tecMqrass de &@=es trtilirades sont les -%mes qus celles gui. ont 

Qt6 cappliqudee a m  consti (vo5.~ p. 158). 

Elle a BLQ dom&@ au Tableau I (p. 190) et noua Zfavom repriae au 

Tableau XXXZV (p. 1%). 

Ge 

t au Tableau XXXIB (p. 199), 

Corne daglcr le Baa des aonatitruslfta B ooa~portement pr6a3.btuninique, le@ 

saidee a3nin8s ont Qtb ddtemincfe, etprlos hydFoîyase ch2orwdsf.que en t a h a  B ~ ~ L ~ Q I J ,  B 

3' a u . t ~ i y s e u s  ;)Js tandmnt amo ha tyrosine 

La composition en acides euninéa du oompssd C: seit daxmQe, au Tableau 

(P. 200). 

  RI^ B V O ~ ~ J  aomw6 plue haut 3.a ~omposi.t;fan cmtBeifmale en gluaides du 

oornpolad C aux d~u. l .&ats  d o m Q ~  par 18s autéfus B propos du vitelkomucofde ( v o i r  

LGBtnrdsl de Ban cmpo~3it;ion en ose est btBmseisnte osir elle montre que 

trois osers neutres @nt;=.& b n ~  la crsapsition de la molBculgii IEu compose O t le galac- 

toae, le gluooee, 3.a 0~18,  chrua le rapprt; 8 t : 1 1 2. ïa rdeNJt~~t;  est en p a ~  

- 1964) (5%) (vo* pe w). 



Tablepu =XI 

Composition en GTucXdcaS du Campols4 C 

Glucides p. f OO 

Comaition Cent4einml.q 

0888 nMeutre8m 

Aoids Sialiqus 

Oaea ~ileutrea/~txutiimer 

0-8 ?#eutrea/&oide Sialiqucb 

Galao t o m  





I;es composition en acides &Qs ri" 8 s  et6 étudie% par les auteurs r 
rmaquoner toutefois, que le cornvos& C conCIle,nt da h cystine* 11 diffère donc en 

c e b  du composé PA, que nous emns m i s  en kvidcnoe. Sa for te  teneur en ce t  acide 

amin6 ( 4 3  $1 doit 8tre mpproch&e de La teneur en soufre de 2,6 $ domQe pazl 

OBQE (5936) (5355). I*IY 

Apds  awir mis en 6.gll&ence, par chromatographie dléchmge dt ions sur 
DEâE - Cellulose des protéhea solubles totales, une fraotion riche en glucides, 

nous avons préparé l a  fmction S , par pr6cipitations fractionnées au suifate dtam- 
4 

noninm. Cette fraction S a et6 ensoulte purifiée, par cbo~ t t agmphie  e t  noue avons 4 
obtenu l e  composQ C. 

Le cc~mposé C e s t  de nature glyeoproté.iniq.ie, riche en gluci des (37 $ de 

glucides totaux), Il poasbde une mobilf tg QlectrophorétLque, sw: ac6tate de cellu- 

lose e t  en gelose (im~nmoBlectro~hor&se), comparable ?A celle d'une a globu- 

line,  amenant ELU niveau de /3 liVétiw. 

Son pouvoir reithitoim spécifique, son point iso&i.ectriqus, pour l e s  

propriét6s physiques, aa composition en oses neutres e t  sa richesse en cystine pour 

ce qui e s t  des propriétds chiraiques, permettent de rapprocher l e  compose C du 

vitellomucoXde ddcdt  par oloO (1956) (5361, WIU- (1 962) (537) e t  SEZïLLE 

(1964) (5%). 

Houa avons en outxe, identifié avec certitude L'arc de &cipitation au 

composé C B l 'arc  5 du diagmume irnmunoélectrophor8tique des protéines solubles 

totales du Jaune dr  oeuf. 



Aprba avoir prBciei6 lth6~&rog8n6it6i des prot8inea ~lolublea to-tales du 

$ ~ u e  d'oeuf, au moyen de lgBlectmphorbse et de 1' BleotrophtorBsca, nous avom 

QtB amendis & Qtudier qu~tre constituants prdssnls b r i s  lee fraction hydrosoluble 

du jaune d'oeufc 

Trois d'entre eux ont &ai siguilds et dQarita par le8 autemer t 

1, Pour ce qui est de lar noue avons c o n f i d  cer- 

tainea de8 domdes acquisea. Toutefois, nous obtenons, pour as oompos6, des teneurs 

en aaide eialique et en phosphore supc5risiuoes A celle8 qui sont &onnBes &ans Ir 
litt6ratwe. 11 y aurait lieu de prdciser cea deux pointa. Pour cela, la ribofla- 

voprot6ine, doit btre purifide, ce que nous npavcrntr p a  rdussi b faire. 

2. Xoua avons p r B p d  la phosrktine at montrd que le prooddd mie au 

point par ~ I U M  et OLCOSVIS peut 6gslem@nt conduire A un adlange des prot6iass 8oiu- 
blee totales du jauns d'oeuf. 

Hous avons étudie5 son comportement 6leotmphor$tique, en gel dtagamrse 

et en gel mirte dlacrylan&de - w o a e ,  p~i. rapport A ceux des protdings solublesr 
totarlee et de Lr riboflavoprot8ine. Popr gela, noua avons du mettre su point une 

teohnique da colomtion des ~ l e c t r o p h o r 6 ~ e a  au bleu de Toluidine. 

'3. ûumt au vitellomuaollde, nous l'avons obtenu dans un 6tat  de pure- 
t6 convenable, afin d'en faire, par la mite, une Qtude plue ddtaill6e. 88buasnoin~, 

nouer avone pr6ois8, le ooncerr~abnt, un certain nombre de donndes, en partiaulier sur 

aar sature glyooprotQiniqua et eon comporte~ent Blectraphordtique. IJfoue avona Bga- 
lement identifie lfaro de préaipiLation de ae aompoad, dane le diagmme i m m w  

Bleotrophord tiqua dsa prot6ines solubles totales du Jaune dl oeuf. 

L ' $ t u b  pue noua avons faite nous a enfin permis de car?act6riser un 

oomposd nounau dans le jaune dtwuT r PAl . II s'agit dl\m oonstituant nettement 

individualis6, par sa nature et ses pxopri6tQs. 

Les aaraotBristiques prinaipales da ces quatre protdides sont weeembldea 



Tableau XglhtR 

Proprfdt4ei Qysiques et Ghimiqtie~ 

de la Eib~flavoprotBdne~ de la Phoavitine, 

du Constituant PAt et du VitellonniooIde. 

Commaition CentQsimale en 

. Oses Iseutres 

. Acide Sielique 

P r o ~ r i d  tés Particuliérea 



Par rniUeu~@, li%eUde b2;bliograMique mus ict appris qua plusietme oo- 

tituants du s&rtaa la pw3e mat grdmnte dasze Ze Sauns d'oeuf' et plue, parti- 

culibmment dans sa Praati~n hydr?osoluble. 361 paraît htdlrr~saant  de reprendre le 

problb de aestis filiation et dte8mpp de 1'8teindre etur uompsda que mus avons 
is~lds r vit%llomuuoIds e t  PA1. Ce bas+, par si o a h r  glyoopmt6Wquc1 e t  son 

ooiportemenk 6leotrophodtiqu.. qui eit, en alose ,  asluf d@um Cï , globuline, 
prdssntii~ une errrialws a~rtai2ns BVQEQ I*oroeomeofde, Rous semiemaa, dom 6e d6inon- 

t m r  la prdaencre &e I'oros~mcaI&e, de lar poul.e h a  la  Jauna dit o d ,  lets taahniques 

de frauliomemeat et 4-Qm dmnt mzhrrr djls~asaar de-.t; mua ~prsmwttm d'aboutir 
riaairclla rspide118rs.t A un rc-Qmltat. 
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