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SUMMARY 

A study of the fractiom of the venom of Naja naja atra obtained by chromatogra$hy on 
sdphoethyl-Sephadex 

The venom of I\;faja sttija atra was fractionated on sulphoethyl-Sephadex into 
fourteen clearly different fractions. The experimental conditions are described. A 
number of enzymatic activities were studied, viz. phospholipase A, ‘cholinesterase, 
L-amino acid oxidase, adenosine triphosphatase, S’-nucleotidase, ribonuclease, 
phosphodiesterase, njcotinamide dinucleotide phosphatase and hyaluronidase, as well 
as several inhibiting activities of enzymatic processes, viz. inhibition of anaerobic 
glycolysis, inhibition of the cytochrork oxidase system and inhibition of acetyl- 
cholinesterase. The following biological activities are described: toxicit’y; anticoagula- 
tion, cytotoxicity, and the direct haemolytic factor. The well separkted fractio’ns were 
analysed by electrophoresis on acrylamide gel and ‘their molecular size was estimated 
by means of gel filtration. 

INTRODUCTION 

Depuis quelques an&es, les venins de serpents sont l’objet d’un inter& toujours 
plus vif, non seulement parmi les chercheurs engages dans l’etude des toxines, mais 
aussi et surtout parmi les biochimistes, qui y ‘trouvent un &entail enzymatique in- 
comparable, et parmi les pharmacologistes, qui voient, dans les nombreuses activit& 
physiologiques des venins, des ressources therapeutiques nouvelles: 

L’etude de ces activites exige l’isolement prealable, B l’etat pur, des compos& 
qui en sont responsables. :. 

Les dextranes modifies, commercialises en 1962, ont depuis lors, grace a leur 
excellent pouvoir de resolution, fait largement leurs preuves dans la separation des 
constituants de complexes proteiques. Cependant cette methode n’a, jusqu’a present, 
6te ,que tr&s peu appliquee au fractionnement des venins de cobra., A notre connais- 
sance les seules experiences effectuees dans ce domaine sont celles de VICK,~CIUCHTA, 

‘BROOMFIELD ;ET CURRIES~ qui, en 1966, ~utilis&rent -1e fractionnement sur carboxy- 
methyl-Sephadex pour l’isolement de fractions physiologiquement actives d’un venin 
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de cobra et celles de Lo, CKEN ET LEI+ qui, en 1967, utilis&rent_le m&ne support 
pour le fractionnement primaire d’un venin de Naja naja atra. 

La plupart des constituants proteiques du venin de Naja rtaja atra &ant de 
nature basique, l’utilisation pour leurs fractionnements de gels 6changeurs cationiques 
du type carboxym&hyl qu sulphoethyl semblait s’imposer. Les approches experi- 
mentales nous ont conduits30 a choisir le sulphoethyl-Sephadex qui semblait donner 
une r&solution nettement sup&-ieure. 

L’objet du present article est de decrire les conditions experimentales de ce 
mode de fractionnement, de fournir, pour les differentes fractions obtenues, les rende- 
ments ponderaux, les caracteristiques spectrales, les activites enzymatiqucs et inhibi- 
trices d’enzymes ainsi clue la localisation de certaines activitds biologiques. 

Pour les fractions pr&entant une bonne resolution, les analyses electro- 
phorktiques en gel d’acrylamide et les profils de filtration sur une colonne calibr& en 
poids moleculaire seront Bgalement Studies. 

Venk Nous avons utilisg comme materiel de depart un Bchantillon de venin 
de cobra (Naja naja atrcz) qui n&s a 8t8 aimablement fourni sous forme lyophilis& 
par lk, ‘professeur C. C.’ YANG du Kaohsiung Medical College de Formose. 

Le venin est conservd a ‘+4”, A l’abri de l’humiditd et de la lumiere. 
La toxicit&,. dose l&hale A 50 Oh, de l’echantillon utilis8 lors d’injections’par voie 

intrap&itonkle est de 400 pg/kg. I1 contient 0.54 o/o de Zn et 0.25 o/o de Mg. L’anslyse 
&ectrophor&ique en gel de polyacrylamide fait apparaltre r7 disque@. La cltration 
sur ‘gel (Sephadex G so), ,fait apparaitre 6 pits et montre la presence d’une forte pro- 
portion de substances a faible poids, moleculaire (cf. Fig. 3) F 

Cellzdes. Les cellules ‘ascitiques d’Ehrlich sont originaires de 1’Institut ,$$ario 
Negri de Milan (Prof. GARATTINI). Elles sont maintenues sur des souris par inocula- 
tions p&itoneales hebdomadaires de 0.2 ml d’une dilution a 20 y. dans du serum 
physiologique du Wide ascitique collect& entre le @me et le IO&me jour apres 
l’inoculation. 

La densite cellulaire est evaluee par comptage a la cellule de Thomas ou au 
Coulter counter et est ajustee A la concentration voulue par dilution au moyen d’une 
solution isotonique. 

Mat&rid ckwkpe 
L’eau utilisde estd&ionisee; tous les rOantifs sont de. qualite analytique. : 

,Les .membranes d’ultrafiltration proviennent de Mernbranfilter, Gettingen. Les 
gels ‘Sephadex et les Sephadex modifies sont fournis par Pharmacia,,Uppsala, tandis 
que le Bio-Gel .est obtenu chez Bio-Rad, Richmond, Calif. 

‘. 

I\kJXODES 

‘. . 

Dosage des~$rot&*es 
,: :Une unite optique B cellule de passage (Uvicord II, LKB) permet de mesurer 

,en continu la ,D.O. 2~ 2Som~ de l’eluat a la sortie de la colonne.de chromatographie. 

,.J. Clwomafo~:, 37 1x965) 463-475 
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Les proteines sont do&s par mesure ddes densites optiques a 260 et 280~ IDA 
relevees en cellules de I cm grke B un spectrophotometre Unicam SP 800’ainsi ‘que 
par la methode colorimetrique de LOWRY"" d&iv&e de la mkthode de FOLIN4. 
.< 

Essais euuynaatitpces 
La $%os$hoii$ase A (phosphatide acyl-hydrolase, E.C. 3.1.A.4,) est d&erminee 

suivantla methode de NEUMANNN ET HABERMANN~~, 

La cholinesthase (acylcholine acyl-hydrolase, E. C. 3, I, I .8 .) est mesuree suivant 
la methode colorimktrique de KRAMER ET GAMSON~~, 

La L-amino-acide oxydase (L-amino-acide Oa oxydoreductase, E.C. 1.4.3.2.) est 

estide manometriquement suivant ZELLER ET MARITz~~. 

L’ade’nosine tri$hos$hatase (adenosine triphosphate-pyrophosphohydrolase, ‘EC. 
3.6.1.8.) est mesuree suivant YANG et ak3”. 1 

Les activites ribonucle’asipe (polyribonucleotide 2-oligonucleotidotransferase, 
E.C. 2.7.7.I6.) et d~oxyribonzLcZ~asique (deoxyribonucleate oligonucleotidohydrolase, 
E.C. 3.1.4.5,) sont test&es suivant la methode de SHAPIRA~O. 

La g’-nz&?otidase (5’-ribonucleotide phosphohydrolase, E.C. 3.1.3.5.) est estimee 
suivantlamethode de BABKINA ETVASILENICO~. 

La $hosphodiest&ase (orthophosphate diester phosphohydrolase, E.C. 3.1.4.1.) 

est dosee par la methode spectrophotometrique de BOMAN .ET KALETTA~. ’ 

La NADase (nicotinamide dinucleotide phosphohydrolase, E.C. 3.6.1.9.) est 
mesuree par determination de la vitesse de clivage du NADH suivant la technique de 
REEVES ET FIMOCNARI"~. 

L’hyalzwonidase (hyaluronate lyase, E.C. 4.2.99.1.) est estimee selon la methode 
turbidimetrique de KASS ET SEASTONE~~, modifiee par TOLK~DORF~~. ,/I 

Inhibitew de la glycolyse anahobie. Le taux de glycolyse anaerobic des cellules 
ascitiques d’Ehrlich (IO l r.o(J/ml) est determine h l’appareil de WARBURG par mesure 
du degagement de CO, form6 B partir de -bicarbonate lors de l’apparition d’acide 
lactique dans le milieu93. : 

Inhibitezw dzt syst8me cytochrome oxydase. L’inhibition du systeme cytochrome 
oxydase est mesuree selon la m&hode de cH.4TTERJEE1' bask sur l’oxydation d’un 
substrat $-ph&ryl&nediamine. 

Inhibiteur de I’ac&ylcholinestkse. L’inhibition de l’ac&ylcholinest&ase est 
mesuree selon la methode manometrique d’AMNON IZT Vossl citee par LEE et aj.20. 
On utilise comme source d’acetylcholinesterase vraie le venin de Bzcngarzcs coemlezrs 
(acetylcholine acetyl-hydrolase, E.C. 3.1.1.7.). . 

-3. 

lWt!thodes bioZogiqtces a’, 
De%ernzination des toxicit&. Pour la determination d&s toxicites, des souris 

Swiss de 25-30 g recoivent des injections intraperitoneales de doses croissantes du 
produit a tester en solution dans 0.2 ml de serum physiologique. 

La LDEo (Bibl. 3) est la dose (mg/kg) qui tue 50 y0 des souris en 24 11. La nlor- 
talite est toutefois contr81ee pendant au moins 72 11. 

Activite’ anticoagzdante. La determination de l’activitk anticoagulante est basee 
sur une m&hode que nous avons,mise au point et ,qui c,onsistc en,une mesure turbidi- 
metrique du .temps de.coagulation du plzkma~ $lzc cheval’citrate et rec;I.l~$l& ii,,:, , 

‘. Cjrtotoxicitd. La .cytotoxicitG est d&erminee’sur des cellules ascrtlques du car- 

f. C%‘qmbfog.,;37, (x968),463-47’5’ 
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cinome d’Ehrlich. On mesure le pourcentage de cellules devenues permeables au vert. 
de Lissaminela apres incubation pendant 3 h ‘dans du s&urn physiologique a 37” en. 
presence de differentes doses de substance A tester. 

NkmoJyse directe. Le facteur hemolytique direct (DLF) est mis en Evidence par 
mesure spectrophotomdtrique a 540 mp de l’h&-noglobine lib&&e lors de l’incubation. 
de globules rouges (200' 1o’J/n11 de serum physiologiquc) en presence des produits a. 
tester a 30” pendant 60 min13. 

M&thodes $hysico-chinziques 
Spectres uhaviolets. Les spectres ultraviolets des substances obtenues ont et& 

releves en cuvettes de I cm au moyen d’un spectrophotometre Unicam SP 500. 
Electro@?ort?se eti geL de #oZyacryLamide. Les Blectrophor&ses en gel de polyacryl-. 

amide sont effect&es suivant la methode d'ORNSTEIN ET DAVIS~~~ zo (gel & 7.5 o/0 de. 

monomere; pH 8.9) pour les proteines a caractere acide, et suivant la methode mo-. 
difiee de REISFELD, LEWIS ET WILLIAM+ (gel a 15 % de monometre; pH 4.3) pour 
les proteines basiqueslg. 

FUtratioti SW g’el --&partition. des poids nzolhxclnires. Les fractions sont soumises. 
a la filtration sur gel de dextrane (Sephadex G 50 fine) sur une colonne de 200 cm de: 

haut et de I cm de diambtre, en utilisant comme dluant une solution d'ac&ate: 

d'ammonium 0.1 M, pH 6.8. 

TABLEAU1 

STANDARDS UTILIStiS POUR CALIBRER LA COLONNE DR FILTRATION SUR GEL 

Substance A bk4viations 
fctiZis&es 

Origigze Poids 
moZBcutaive 

Vitamine B, B2 

Vitamine B,, 13 12 

ACTI-I synthdtique ACTI-I 
Cytochromc C Cyt. c 
Ribonucldase A RNAse 
cc-Chymotrypsine c+Chym. 
Blue-Dextran BD 

Roche (l381c) 376 
Uclaf (Paris) 1,355 
Organon 3,500 
Sigma 12,400 
Sigma 13,700 
Iioch-Light 25,000 

Pharmacia 2,000,000 

VI? 
ml 

-3.5 

Fig. I. Jielation entre le poids mol&ulaire et le volume d’dlution. Colonne: Sephadex G 50 fine: 
diam&re r cm, hauteur 290 cm. ,filu&nt : acdtate d’ammonium 0.1 M, pH 6.8. Vitesse d’dlution: 
o. I 7 ml/min (pompe pdristaltique). Temperature : 20-25 O. AbrBviations utilisdcs, voir le Tableau I. 

J; .Chromatog..’ 37 (x968) 463-475 
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Les essais sont effectues a la temperature ambiante’. Le debit de la colonne est 
impose et maintenu constant par une pompe pdristaltique situ& a la sortie de la 
colonne; il est de 0.17 ml/min. La pression hydrostatique de 1’8luant au-dessus de la 
colonne est de 20 cm; elle est maintenue constante par une alimentation continue en 
Bluant. 

Le calibrage de la colonne est effect& au moyen de diffkentes substances de 
poids molkulaires connus (Tableau I, Fig. I). Dans les conditions operatoires utilisees, 
les volumes d’blution sont reproductibles & & I %. 

Des approches effectuees sur microcolonnes (diam&tre 0.5 cm, hauteur 20 cm) 
au moyen de differents supports et pour differents modes d’elution nous ont permiP 
de d&erminer les conditions optimales de fractionnement du venin de cobra. 

C’est sur base de’ ces essais d’orientation que nous avons soumis le venin de 
Naja ?taja atra au fractionnement sur sulfoethyl-Sephadex dans les conditions de- 
crites ci-dessous. 

Le SE Sephades C 25 (40-120 p), apr&s traitements successifs par NaOH 
0.5 J/r, NaClo.5 n/r et HCl 0.5 Al suivant le protocole habituel, est dquilibrk a pH 6.0 
au moyen d’un PI-I-stat. 

Apres une derniere filtration sur verre frittd, le gkteau est remis en suspension 
dans un tampon phosphate 0.05 M, pH 6.0. Le gel est introduit dans une colonne pour 
former un lit homog$ne de 1~5 cm de diametre et de 25 cm de haut, et enfin lave 
abondamment par le r&me tampon. 

Un echantillon de 500 mg de venin lyophilise de cobra formosan (Naja rtaja 
atra) est dissous dans IO’ ml du tampon phosphate 0.05 M, pH 6.0. L’elution est 
effectuee au moyen d’un appareil a gradient ~3 deux chambres identiques16 suivant le 
protocole d&ail16 au Tableau II. 

La vitesse d’elution est r&l&e en sortie de colonne par une pompe peristaltique 
maintenant un debit de 0.17 ml/min. 

Des fractions de G ml sont collectees automatiquement. La courbe d’elution 
(Fig. 2) est suivie en continu par mesure de l’extinction a 280 rnp. 

TABLEAU II 

SCE&MA D’lkLUTION 

Cjumbre &tape 1 . Ztafie II &tape III . i&ape IV 

A ..- B A B A B A .B 

‘Volume (ml) 200 0 200 200 “-50 250 250 250 

P-2-1 0.05 n!! - 0.05 n4 0.05 n/r 0.05 n/r 0.05 M 0.05 M 0.03 A!! 

‘[NaCl] 0 - 0 0.33 &I 0.30 M 0.50 M 0.45 M r.lW 

pH 6,o - 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 ‘. 6.0 

J;.Cliromcitojj., :37’(sj68) 4.63-475 
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Etopc I, 
1 I- L. 

40, 

50 

60 

70 

00, 

90 

Etape II 
. I C. 

Etme ill I Etam II7 

Molaritc 
NaCl 

PC ,J 
900 1209 ml * - 

12 3 45676 9 IO 11 12 13 14 

Fig. 2. Fractionnement du venin de N&R rraja atra sur SE-Sephadex C 2.5 Colonne: diamktre 
1.5 cm. Hauteur: 25 cm. $chantillon: 500 mg venin lyophilisd. DBbit: 0. I’7 ml/min (pompe 
pdristaltique) . Tampon : PO1”-, 0.05 M. Gradients lindaires: NaCl o + 0.6 M. 

Dessahation 
Les tubes issus du fractionnement sont regroup& sur base du profil d’dlution 

(Fig. 2) et les fractions ainsi obtenues sont dessalinc2es soit par ultrafiltration au 
travers d’une membrane de collodion, soit par filtration sur une colonne de gel mol& 
culaire Bio-Gel P, (hauteur go cm, diam&re 1.5 cm) ; l’dlution se fait par de l’acbtate 
d’ammonium 0.1 Al, pM 6.8. 

Caract&istitpes des fractions 
Les frqctions obtenues sont caractkisdes par leur rendement, leur teneur en 

proteines contr81& par le reactif de FOLIN ET CIOCALTEU~* et leurs caract&istiques 
spectrales (Tableau III), par leurs, activitds enzymatiques (Tableau IV) et “anti- 
enzymati@es” (Tableau V), et par un certain nombre d’activitk que nous avons 
regroup&es sous le vocable de “biologiques” (Tableau VI). 

Les rendements ont BtB calculus sur base des peshes des fractions apr&s lyophili- 
sation. 

Le rendement pond&al obtenu en sommant les rendements partiels est de 
68.5 %. Sachant que 7 Q IO y. du venin s’khappe & l’ultrafiltration, on peut admettre 
un rendement global de 75 %. Les diffkentes fractions prQsentent des spectres 
normaux de .prot&nes avec un maximum B 279 rnp et un minimum & 251 mp, 
Seules les fractions No. 2 et No. 14 prdsentent des spectres particuliers. 

Signalons enf’in que la fraction No. I pkente une coloration jaune qui peut 
Btre attribude & la riboflavine. 

FILTRATION SUR GEL-~~LECTROPHOR&SE 

A titre de contr8le et en vue de ddterminer la i-&partition des ‘masses molku- 
lakes d+ns les fractions obtenues, uti certain nombre de cklles-ci ont &t& soumises g 
la filtration sur gel, Sephadex G 50 sur une colonne analytique pr&alablement calibrde 

J., Chromatog., 37 (~968) 463-475 
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au moyen de substances de reference de poids moleculaire connu (Tableau I). La 
courbe de calibrage de cette colonne est donnee B la Fig. I. 

Les courbes d’elution obtenues pour les substances de reference, pour le venin 
total (Naja naja a&a) et pour certaines fractions sont donnees a la Fig. 3. (Nous 
n’avons pas jug& necessaire de reproduire les profils d’elution des fractions 3 B 7 du 
fait du peu de resolution dans cette zone.) Pour chacune de ces fractions, les images 
Blectrophoretiques (gel d’acrylamide) placees vis-A-vis des profils d’elution fournissent 
une indication de la complexite de la fraction consideree. Dans ces electrophero- 
grammes schematiques, la A&he symbolise le point d’application, la partie droite 

Substance6 de ref&& 
Wnin Naja NOjO Atro 

A 
80 4280mp 

oc-chym 
ACTM 

go- 912 

PM: 22 t 

n 

I? 0 

. 

100 m 
. 50 160 IS0 200 ml . 50 100 150 260 ml 

00 A280mp 

t ++- 

go F.9 
t 

PM: 2.5 1.0 1 (x103) 1 (x103) 

100 
4 h 100 150 200 ml 

100 150 200 ml 
I 

I , 8 I 

50 100 150 200 250 

Fig. 3. I&de comparative par dlectrophor&se en disque et par filtration sur gel Scphadcx G 50 
des fractious obtenucs ,lors de la chromatographie star SE-Sephadex du venin de Naja. naja a&a. 
Lcs fradtions peuvent &.re coniparks au venin total et B un certain nombre de substances de 
reference utilisks pour calibrer la colonne de dextrane. 

J. Chrromatog., 37 (1968) 463~475 
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represente l’electrophorese en milieu acide (pH 4.3) et la partie gauche l’electro- 
phorese en milieu alcalin (pH 8.9). 

CONCLUSIONS ET DISCUSSION 

L’&ude enzymatique ou pharmacologique approfondie d’un constituant d’un 
venin necessite d’obtenir ce constituant a l’etat pur. Les techniques classiques ‘de 
purification (les precipitations, par exemple) comportent une suite de processus a 
faible pouvoir de resolution et conduisent a un simple enrichissement en une esp&ce 
moleculaire au d&riment de toutes les autres. 

Ces m&hodes sont en voie de disparition: elles sont progressivement remplacks 
par des techniques nouvelles, fondles principalement sur la chromatographie et 
l’electrophor&se preparative. On peut d&s lors entrevoir la possibilite du fractionne- 
ment integral d’un complexe tel yue le venin de cobra et l’obtention simultanee d’un 
grand nombre de ses composants a l’etat hautement purifik 

Les resultats pr&ent& dans cette etude veulent Btre une contribution a cette 
evolution des techniques. En effet, par l’association d’un fractionnement ,a haut 
pouvoir resolutif comme le SE Sephadex et de la filtration sur gel moleculaire, on 
peut esperer obtenir un certain nombre de fractions Q l’etat fortement purifik 

Le procBd& decrit dans cet article permet d’obtenir quatorze fractions. Par un 
examen attentif de la courbe d’elution, on en denombre m6me une vingtaine. 

Les spectres ultra-violets et les analyses des fractions au reactif de I?OLIN font 
nettement apparaitre la nature non proteique (principalement nucleotidique) du pit a 
et celle non exclusivement protkique du pit 14. 

Les differentes activites enzymatiques apparaissent relativement bien separees 
et leurs coefficients de purification sont dans la plupart des cas satisfaisants. 

La fraction No. r contient des substances acides & pH 6.0; nous avons pu 
notamment y localiser la cholinestkase, l’activite anticoagulante et la lecithinase A 
qui, comme on sait, inhibe le systeme enzymatique de la respiration mitochondrialc 
par destruction d’un facteur lipidique important entre le cytochrome B et le cyto- 
chrome C2”. 

Le FAD passe Bgalement dans ce premier pit (ra). La separation des consti- 
tuants contenus dans cette premiere fraction pourrait probablement se faire assez 
aisement par passage sur une colonne d’echangeur anionique. 

La fraction No. 2 est essentiellement nucleotidique. 
Le groupe de fractions portant les No. 3 a 8 represente la zone de r&solution la 

mains bonne. Cette zone contient presque tous les enzymes. 
La fraction No. g s’est av&ee la plus toxique. 
Cette toxicite semble pouvoir Btre attrjbuee a la cobrotoxine36. Du point de 

vue enzymatique, elle contient la RNAse enrichie 6.5 fois, ainsi que la S’-nucleotidase 
et 1’ATPase pour lesquelles le rendement enzymatique est nettement moins bon. 

11 est cependant bien connu que ces deux dernieres enzymes sont particulike- 
ment fragiles et il se pourrait que certains moyens preventifs de protectionpermettent 
d’eviter cette chute d’activite*. 

La fraction No. IO, bien que se presentant sous une forme relativement purifiee, 
n’a pu jusqu’a present &tre identifiee a un composant connu du venin. Aucune activite 
enzymatique ni biologique n’a pu y We decelee. 
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L’inhibiteur de l’acktylcholinest&ase a pu Gtre localis& dansla fraction ,No. II ; 
1~ profils d’elution obtenus pour cette fraction lors de la filtration sur. gel. Sephadex 
G 50 nous laisscnt esperer la possibilite d’une bonne purification de cet inhibiteur par 
couplage des deux techniques. ,,’ 

La fraction No. 12 agit comme inhibiteur de la glycolyse ana&obieD et contient 
le facteur capable de provoquer la permeabilitd de cellules au vert de lissamine. Ces 
dew facteurs pourraient n’&re clue deux manifestations d’un m&me phk-romene et 
correspondre au facteur P6 cytotoxique vis-a-vis des cellules du sarcome de Yoshida 
decrit par BRAGANCA et aL. OS’. 11 est par ailleurs tres probable, au vu de ses propriktes, 
que la proteine B 12 d&rite tout recemment par LARSEN ET WOLFF~O comme ayant 
des activit& inhibitrices vis-a-vis des phdnomenes de transport au niveau de la 
membrane de cellules adipiques soit une troisieme manifestation de la m&me sub- 
stance. . . 

La substance hemolytique directe (DLF)ll semble pouvoir Btre complbtement 
dissociee des activites precedentes et a pu &re localis&e dans la fraction No. 13.. 

L’utilisation analytique de la filtration sur gel nous a ‘permis non seulement 
drestimer la repartition des masses moleculaires, mais aussi de juger de 1’efficacitB 
Bventuelle de son couplage avec la chromatographie sur SE-Sephadex pour la’:puri- 
fication de certains composants. : 

Ainsi, .les analyses Blectrophor&tiques en gel d’acrylamide nous ont Btt5 pr& 
cieuses ‘dans l’estimation du degr& de purification obtenu. Bien que ce type de frac- 
tionnement montre des' possibilites telles qu’il m&rite un inter& certain, il faut:con- 
stater que le rendement obtenu (75 %) devrait pouvoir k-e ameliork .: a::.. 

La presence de grosses quantites de se1 jointe a l’existence dans les veniris d’.une 
forte proportion de substances de taille relativement faible, crBe des difficult& 
experimentales. De fait, dans les fractionnements de venins du type Naja, et princi- 
palement dans le cas du Naja naja aha, la dessalinatipn des fractions obtenues reste 
l’un des problemes principaux. -: ,’ 4 : 

La dialyse est exclue du fait de la trop forte proportion de molecules de $ible 
poids moleculaire. 

I 

L’ultrafiltration au travers de, membranes de collodion (limite de. rktention : 

PM I.OOO), bien que dontiant des rQsu1tat.s satisfaisants, ‘entra?ne eixore,la, p&tie de 
7 a IO y. du venin et on constate parfois des precipitations sur la ,men~brane‘. $l’,est. a 
noter que les substances’passant au travers de la membranepeuvent Qtre recupr&es 
en soumettant le venin total a une ultrafiltration dans l’eau prealab$nient ‘a tout 

. . 
autre processus de fractionnement. ” ,! . :,: _. ._. 

La dessalination par filtration sur gel. fortement rkticule prksente Bgalenienf des 
difficult&: on observe avec certains supports des -&bs’orpt~oi,ns’ irr&ers$l& nikie 
lorsqu’on utilise des solutions d’elution a .force ionique 61evBe. De plus,’ 1Wution des 
sels est parfois trop proche de celle des prot6inesa0 pour obtenir une dessalination 
satisfaisante; ce ph&rom&ne est probablement du, a un ‘entralnement, $es.,seJs par: une I 
des proteines constituantes du venina. .’ ‘0 “, )A’ ,( s 

L’utilisation d’un gradient de “se1 ‘volatil” (s’6liminant ‘,a la’lyophilisation) 
constitue une importante (simpljfication de _la ,.technique.. Elle diminue .considerable- 
ment les manipulations et est de ce fait beaucoup moins traumatisante. .“. i 

Bien que donnant des resultats .encourageants le’ r$solution obtenudl.‘par ‘.ce 
mode d’elution n’est cependant pas encore aussi’bbnne que celle don&e par le .takpon 
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phosphate et le gradient 
dans notre laboratoire. 
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Le venin de Naja rtaja atra a et6 fractionne en quatorze fractions bien distinctes 
par chromatographie sur sulphoethyl-Sephadex. La composition de ces fractions est 
Btudiee.: Un certain nombre d’activites enzymatiques ont et6 mesurees: la phos- 
pholipase A, la .cholinest&ase, la L-amino acide oxydase, l’adenosine triphosphatase, 
la 5’-nucleotidase, la ribonuclease, la phosphodiesterase, la nicotinamide dinucleotide 
pyrophosphatase et l’hyaluronidase. Plusieurs inhibiteurs de processus enzymatiques 
ont et6 estimes (inhibition de la glycolyse anadrobie, inhibition, du systeme cyto- 
chrome oxydase et inhibition de l’ac&ylcholincst&ase). Certaines activites biolo- 
giques; comme la toxicite, le pouvoir anticoagulant, la cytotoxicite, le facteur lytique 
direct sent Bgalement d&rites. Les electropherogrammes en gel d’acrylamide sont 
.donn& ,pour les fractions les mieux &par&es; les repartitions de tailles moleculaires 
dans ces fractions ont 63% estimees par la techniqtie de la chromatographie sur gel 
de dextrane. 

.’ 
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