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ent à choisir une r é a c t i o n des pentose 
isamment lente pour que dans un pr''' 
du désoxyr ibose soit complè te , 
loisi n'est' pas nouveau [2, 6, 7, 8, 9, IQ. 
3. 100 d 'orcinol (3 ,5 -d ihyd roxy ' t o iuène r 
centré (d = 1,18) contenant 10 gouttes 
1 pour 100 cm». I I donne d'excellents 
es d'acide n u c l é i n i q u e ou de ses sek 
,rec Oj2 c m 3 de lessive de soude diluée 
éactif et on chautfe pendant 5 minutes 
Q agitant f r é q u e m m e n t . I l appara î t une 
et un p r é c i p i t é bleu. Après refroidis-^ 

u et extrait par 10 cm» d'alcool iso-
qui décan te en quelques minutes est 

nèmes conditions, l 'acide thymonucléi-
; coloration jaune v e r d â t r e . 
osons permet d' identifier l'acide ribo-
sai de 0,01 g d'acide thymonucléique, 
nt que 1 à 2 p. 100. I l faut veiller à ne 
sinon la d é s h y d r a t a t i o n du ribodêsose 
complète et, comme p r é v u , la réaction 
;hymonuclé ique . 

N C L U S I O N . 

cide t h y m o n u c l é i q u e est basée sur la 
Aux mé thodes p r é c é d e m m e n t décrites 
mino-benzo ïque . , 
;t ê t re identif ié par r é a c t i o n orciniqtic. 
i t r é , on peut le d i f férencier de l'acide 
ibose, t r a n s f o r m é en acide lévulinique, 
de la r éac t i on permet d 'appréc ie r 1 à . 
en mélange avec l 'acide thymonucléi-

[ques Roussel - UCLAF). ' 
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RECHEECHES SUR LA CONSTITUTION DU FUSEAU 
ACHROMATIQUE. 

I, — ÉTUDES CHIMIQUES DE QUELQUES MODÈLES 
PROTÉIQUES, 

par B . R Y B A K . 

(Mémoire reçu le 20 mai 1950). 

On a e x p o s é a n t é r i e u r e m e n t [ 1 , 2 ] certaines raisons qu i nous ont 
conduit à poser l ' h y p o t h è s e que le fuseau achromatique devait ê t r e 
principalement c o n s t i t u é par la combinaison, au moment de la rup­
ture de la membrane n u c l é a i r e , des p r o t é i n e s à poin t i s o é l e c t r i q u e ba­
sique du caryoplasme avec les p r o t é i n e s à po in t i s o é l e c t r i q u e acide 
du cytoplasme, celles-ci é t an t l iées à des l ip ides (*). P e u t - ê t r e fau t - i l 
considérer, d'une f aço n plus g é n é r a l e , que des p r o t é i n e s à poin t isoelec­
trique basique tant n u c l é a i r e s que cytoplasmiques peuvent in t e rven i r 
dans la fo rmat ion des fuseaux et asters à la suite de leur diffusion à 
partir de centres riches en ces p r o t é i n e s (**). Par p r o t é i n e s à po in t 
isoélectrique acide nous entendons non seulement les p r o t é i n e s « l i ­
bres » (facilement extractibles : albumines, certaines globulines), mais 
encore les p r o t é i n e s c o m b i n é e s (plus ou moins diff ici lement extract i­
bles (8 ) -pro té ihes de structure-) type p T o t é i n e - l i p i d e - ( h y d r a t e de car­
bone ?) (comme Veltipsine de B E N S L E Y [9] ou type n u c l é o p r o t é i n e 
(comme les microsomes de C L A U D E [ 1 0 , 11, 1 2 ] ( ' * ' ) . Des combinaisons 
entre p ro t é ine s « libres s> à poin t i s o é l e c t r i q u e acide et p r o t é i n e s à 
point i soé l ec t r i que basique ont déjà é té s igna lées pr inc ipa lement par 
KossEL [ 1 4 ] , H U N T E E [ 1 5 ] , G A Y et R O B E R T S O N [ 1 6 ] , U G G L A S [ 1 7 ] , 

S C H M I D T [ 1 8 ] , R O B E R S T O N [ 1 9 ] , P R Z Y ' L E C K I [ 2 0 ] . 

{*') KoPAC examinant notre h y p o t h è s e (Ann. Reu. Physiol., 1950, X I I , 7 ) y 
apporte les r é s u l t a t s de H E I L B R U N N et W I L S O N (Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 

Wle-ci pourrait entrer en c o m p é t i t i o n avec les substances structurales baso-
PlUes de la cellule et, par là , perturber la gélificaition fibrillaire. Cette 
interprétation nous p a r a î t très vraisemblable. 
, f Au sujet des petits fuseaux d'origine chromosomiale [3] , on sait que 

j.^f'^'iires dans la prophase de la d e u x i è m e mitose de segmentation de 
'i-'uf d'xlrion empiricorum avant que la membrane nuc léa ire ne soit rom-

; b) les r é s u l t a t s de E . B . H A R V E Y [7] relatifs à l'apparition de forma-
""s d'allure a s t é r i e n n e dans l'oeuf d'Arbacia punctulata pr ivé de noyau. 
. ') L a c o n s i d é r a t i o n de ce dernier type permet peut -ê tre d'expliquer 

' "n ait pu déce ler de l'acide r î b o m i c l é i q u e dans le fuseau [13]. 

t ••'•••I., s STÉ. CHIM. BIOL., 1950, 32, N°" 9-lÛ. 
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P o u r obtenir des c o m b i n a i s o n s insolubles (soit e n eau d i s t i l l é e soit 
en p r é s e n c e du m i n i m u m de sels dans le cas des euglobul ines) entre 
p r o t é i n e s « l ibres » ( * ) à po in t i s o é l e c t r i q u e ac ide et p r o t é i n e s à point 
i s o é l e c t r i q u e bas ique , deux con d i t i ons p a r a i s s e n t n é c e s s a i r e s : j ) 
l ' é c a r t re la t i f entre les points i s o é l e c t r i q u e s des c o r p s r é a g i s s a n t doit 
ê t r e suffisant ; 2) les po ids m o l é c u l a i r e s des substances de signe 
o p p o s é doivent ê t r e assez é l e v é s (a ins i le g lutathion ne p r é c i p i t e pas 
a v e c la t h y m o h i s t o n e ; v o i r d'autre part nos é t u d e s sur le mode d'ac­
t ion de l a s t rep tomyc in e [ 2 1 , 2 2 , 2 3 ] ) . Ces c o n d i t i o n s n é c e s s a i r e s , et 
p e u t - ê t r e suffisantes, qui r é g i s s e n t l ' a f f i n i t é de c o m b i n a i s o n étant 
p o s é e s , envisageons les d i f f é r e n t e s na tures poss ib les de l a combinaison 
d a n s le cas des p r o t é i n e s . 

L a nature exacte de l a c o m b i n a i s o n p r o t é i n e à po int i soé l ec tr i ­
que a c i d e - p r o t é i n e à po int i s o é l e c t r i q u e bas ique n'est pas connue, 
d'autant m o i n s que les p r o t é i n e s à po int i s o é l e c t r i q u e ac ide surtout 
sont a s s o c i é e s p a r t i c u l i è r e m e n t à des l ip ides [ 2 5 , 26 , 27 , 28, 29, 3 0 ] et 
que, s i on ne c o n n a î t pas le mode de l i a i s o n entre l a p r o t é i n e propre­
ment dite et ces l ip id es , on c o n n a î t encore m o i n s le r ô l e é v e n t u e l de 
ces d e r n i e r s dans la; l i a i s o n des c é n a p s e s l i p o - p r o t é i q u e s avec les pro­
t é i n e s à po in t i s o é l e c t r i q u e bas ique ; s igna lons à ce sujet et dans le 
c a d r e de notre h y p o t h è s e le t r a v a i l de W I L S O N [ 3 1 ] — d i spar i t ion de.s 
asters a p r è s act ion de l ' é t h e r — et les r é s u l t a t s de R U N N S T R Ô M [32, 33, 
3 4 ] quant au r a p p o r t entre l a g é l i f i c a t i o n mitot ique a p r è s la fécon­
dat ion chez l 'ours in et le c o m p o r t e m e n t c o n t e m p o r a i n des lipides. 
D a n s l a c o m b i n a i s o n p r o t é i n e à po int i s o é l e c t r i q u e a c i d e - p r o t é i n e à 
po int i s o é l e c t r i q u e bas ique i l peut s'agir soit d'une r é a c t i o n de saliiî-
ca t ion (transfert de protons ; t h é o r i e de B R Ô U S T E D des r é a c t i o n s acido-
bas iques [ 3 5 ] ) soit d'une r é a c t i o n d 'addi t ions d'ions (perte de charges). 
P o u r ne pas p r é j u g e r du type de r é a c t i o n auque l nous avons affaire, 
nous n o m m e r o n s ces c o m b i n a i s o n s des complexes hététopolaires, 
comme il est classique de le faire. 

- . ] V I A T É R I E L F O N D A M E N T A L E T T E C H N I Q U E S . 

Protéines à point isoélectrique basique. — Nous nous sommes servi : 
a) de sulfate de salmine (**) : nous avons t r o u v é : N ( K j e l d a h l ) p. 100 
= 21,83 ; P = 0 . L a solut ion aqueuse est l i m p i d e et inco lore . 

b) de suifate d'histone que nous avons p r é p a r é de l a f a ç o n sui­
vante : 1 kg de t h y m u s de v e a u , d é g r a i s s é m é c a n i q u e m e n t au mieux, 

(*) A u cours des m é m o i r e s de cette sér ie lorsqu'il sera question de pro­
t é in e s « libres » à point i soé l ec t r ique a;Cide on n'emploiera que l'expression : 
p r o t é i n e s à point isoelectrique acide. D'ailleurs dans le cadre des premiers 
m é m o i r e s de cette série , relatifs à di f férentes é t u d e s sur des modèles a pro­
t é i n e s acides quelconques (ne provenant pas du m ê m e type de cellules qW' 
l a proté ine basique) nous n'avons u t i l i s é que des combinaisons entre protéi­
nes à point isoélectrique; basique et p r o t é i n e s « l i b r e s » à point isoélectrKpi^ 
acide ; ces dernières , sauf les euglobulines qui p r é s e n t e n t certaines V~ ' 
pr ié té s i n t e r m é d i a i r e s entre les albumines et les p r o t é i n e s combinées cj 
plasmiques, sont d é p o u r v u e s des propr ié tés des constituants submicroscop^ 
ques du cytoplasme. Dans d'autres recherches, nous é t u d i e r o n s des ^y.T''' „tj 
cons t i tués par des pro té ines à point i s o é l e c t r i q u e basique et des constitu 
p r o t é i q u e s à point i soé l ec tr ique acide extraits de cellules. n' cc-

(**) Que nous devons à la généros i t é des Laboratoires R O U S S E L à la UJr 
tion desquels nous adressons nos s incères remerciements. 

B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1950. 32, 9-10. 

S U R L A C O N S T I T U T I O Î 

c.st b r o y é le plus tô t possible 
moulin à viande. La boui l l ie esi 
dant 1-2 heures à la t e m p é r a t i 
.•serve pendant plusieurs semair 
froid à 3700 t / m pendant 20-
tional ») et on d é c a n t e sur de 
alors p r é c i p i t é par 3 volumes d 
fugé. Le culot de centrifugation 
suspension — dans de l ' é t hano l 
concent ré — et de centrifugatic 
limpide et incolore ( p r é c i p i t é b l 
ce p r é c i p i t é par 8-10 x d'eau disi 
une nui t à 4- 4° C. Aprè s ce ten 
30 minutes et on dialyse le sur 
collodion (voi r ci-dessous) pend; 
changée 4 fois. A p r è s une nouv 
cent est c o n s e r v é à + 4° C. Notr 
d'azote Kje ldah l / lOf l cms et des 

Protéines à point isoelectrique 
téines du sérum de cheval que n 
vante : 

a) albumine amorphe : on se d 
g, talion du s é r u m par (NH4)2S04 
R ion p r é c i p i t e ensuite le surnagea: 

amener la concentration finale 
E 'd'ammonium. A p r è s centrifugatioi 
fe ition d'eau dis t i l lée et la solution 
E'ijide co l lodion contre de l'eau de 
|;:!pendant 24 heures contre de l'eau 
Riei on te rmine par une centrifug 
K!;inoins jaune est conse rvée à + 4° 

; h) albumine cristallisée : nous 
iile cristallisation au poin t i soé lec t r i 

I par p r é c i p i t a t i o n par (NH4)2S04 à 
J.flltration s ' i l y a l ieu j u s q u ' à obteni 
Plplors a l'opalescence par adjonctic 
['glacière (-f- 4° C) et on agite le l i q 

paiement a p r è s une nu i t on obtie 
guilles) que l 'on redissout par ad 
.alcalinisée s ' i l y a l ieu par de 1'; 
jUeures contre de l'eau courante p 
iillée c h a n g é e 2 fois {+ 4° C). No 
préparat ions d 'albumine cr is tal l isée 
p '̂allure du p h é n o m è n e que nous ét 
gue l 'albumine ait été c r i s ta l l i sée u 

T K ^ C ( d e adénosinetriphosphorique 
J?_la généros i t é des Laboratoires Se 

-^ ' "vement . C'est un ATP de ferment 
= 12,35 p. 100^ ; P = 14,85 p . 1 

STÉ. CHIM. BIOL., 1950, 32. N« 
1ÉH-; 
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nsolubles (soit en eau distillée soit 
lans le cas des euglobulines) entre 
lectrique acide et p ro t é ine s à point 
lions paraissent nécessa i res • 1) 
ectriques des corps réagissant doit -• 
oculaires des substances de signe 
insi le glutathion ne préc ip i te pas .1 
part nos é tudes sur le mode d'ac-

3]) . Ces conditions nécessaires , et 
t l 'affinité de combinaison étant ' J 
.atures possibles de la combinaison 

aison p r o t é i n e à point isoélectri-
tr ique basique n'est pas connue, 

point i soé lec t r ique acide surtout 
es lipides [ 2 5 , 26 , 27 , 28, 29, 30] et 
e liaison entre la p r o t é i n e propré-
encore moins le rô l e éventuel de 

apses l ipo-pro té iques avec les pro-
; signalons à ce sujet et dans le 

de W I L S O N [ 3 1 ] — disparition de.<i 
es résu l ta t s de R U N N S T R Ô M [32, 33, 

î ca t ion mitot ique ap rès la fécon-
ement contemporain des lipides, 
int i soé lec t r ique acide-protéine à 
'agir soit d'une réac t ion de salifî-
de B R Ô U S T E D des réac t ions acido-

dditions d'ions (perte de chargesl. 
action auquel nous avons affaire, 
s des complexes hétêfopolaires. 

A L E T T E C H N I Q U E S . 

que. —• Nous nous sommes servi : 
vons t r o u v é : N (Kjeldahl) p. 100 
se est l impide et incolore, 
avons p r é p a r é de la façon sui-

graissé m é c a n i q u e m e n t au mieux, 

érie lorsqu'il sera question de pro-
de on n'emploiera que l'expression : 
ailleurs dans le cadre des premiers 
întes études sur des modèles à pro-

pas du m ê m e type de cellules qui-' 
que des combinaisons entre protei-

Mnes « libres s> à point isoélectriqW 
Unes qui présentent certaines pW-
es et les proté ines combinées i-'ji 
tés des constituants submicrosçop|-
rches, nous é tudierons des système 
ectriqae basique et des constituam^ 
xtraits de cellules. . „_ 
es Laboratoires R O U S S E L ii ''"''̂  ' 
L>s remerciements. 

est b royé le plus tô t possible a p r è s l'abatage des animaux dans u n 
jioulin à viande. La bou i l l i e est p l a c é e dans 5 l i t res de HCl N / 1 pen-
ijjnt 1-2 heures à la t e m p é r a t u r e du laboratoire (ce l iqu ide se con-
jerve pendant plusieurs semaines à -f- 4° C). On centrifuge alors à 
[foid à 3700 t / m pendant 20-30 minutes (centrifugeuse « Interna­
tional ») et on d é c a n t e sur de la gaze. Le l iqu ide t r è s opalescent est 
alors p r é c i p i t é par 3 volumes d'acide p ic r ique à saturation et cent r i -
iugé. Le culot de centr ifugation est repr is par une sér ie de mises en 
suspension — dans de l ' é t h a n o l à 95° -1- quelques gouttes de H2SO4 
concentré — et de centrifugations j u s q u ' à ce que le surnageant soit 
limpide et incolore ( p r é c i p i t é blanc de x grammes). On reprend alors 
ce p réc ip i t é par 8-10 x d'eau dis t i l lée en agitant et on laisse en contact 
une nuit à -H 4° C. A p r è s ce temps on centrifuge à 4000 t / m pendant 
30 minutes et on dialyse le surnageant opalescent dans des sacs de 
collodion (voir ci-dessous) pendant 30 heures contre de l'eau d i s t i l l ée 
changée 4 fois. A p r è s une nouvelle centr ifugation le l iquide opales­
cent est c o n s e r v é à - f 4° C. Notre p r é p a r a t i o n - s t o c k renfermait ft.OS g 
d'azote Kjeldahl/lQiO cmS et des traces de phosphore ( p H = 7,5). 

Protéines à point isoélectrique acide. — Nous avons u t i l i s é des pro'-
téines du sérum de cheval que nous avons p r é p a r é e s de la f açon sui­
vante : 

a) albumine amorphe : on se d é b a r r a s s e des globulines par p r é c i p i ­
tation du s é r u m par (NH4)2S04 à 1/2 saturation et centr ifugation ; 
oa p réc ip i t e ensuite le surnageant l i m p i d e par (NIÎ4)2S04 de f aço n 
à amener la concentrat ion finale à la saturation théor ic jue en sulfate 
d'ammonium. A p r è s centr i fugat ion le p r é c i p i t é est dissous par adjonc­
tion d'eau d is t i l l ée et la solut ion p r o t é i q u e est mise à dialvser en sac 
de col lodion contre de l 'eau de conduite pendant 24 heures, puis 
pendant 24 heures contre de l'eau d is t i l l ée c h a n g é e 2 fois (à - f 4° C) 
ef on termine par une centr i fugat ion à f ro id . La solution plus ou 
moins jaune est c o n s e r v é e à -|- 4° C. 

h) albumine cristallisée : nous avons u t i l i sé la technique classique 
(le cristallisation au po in t i s o é l e c t r i q u e . On se d é b a r r a s s e des globulines 
par p r é c i p i t a t i o n par (NH4)2S04 à 1/2 saturation et centrifugation et 
liltration s ' i l y a l i eu j u s q u ' à ob ten i r un l i qu ide l i m p i d e que l 'on a m è n e 
alors d l'opalescence par adjonct ion de H2SO4. On place auss i tô t à la 
glacière { + 4" C) et on agite le l i qu ide le 'p lus souvent possible. Géné­
ralement a p r è s une nu i t on obtient un p r é c i p i t é c r i s ta l l in (fines ai-
Suilles) que l 'on redissout par adjonction d'eau dis t i l lée l é g è r e m e n t 
alcalinisée s ' i l y a l ieu par de l 'ammoniaque d i luée . On dialyse 24 
'leures contre de l 'eau courante puis 24 heures contre de l'eau dis-
t'ilée c h a n g é e 2 fois (-|- 4° C). Nous nous sommes rarement servi de 
préparations d 'albumine c r i s ta l l i sée qu i avaient é té c r i s t a l l i sées 2 fois, 
'allure du p h é n o m è n e que nous é t u d i o n s se p r é s e n t a n t s imi la i rement 
'lue l 'albumine ait été c r i s t a l l i s ée une ou deux fois. 

, Acide adénosinetriphosphorique. — Nous devons notre p r é p a r a t i o n 
généros i t é des Laboratoires Schwarz (N-Y) que nous remercions 

"vement. C'est un ATP de fermentat ion sans ba ryum ; i l renferme : 
= 12,35 p. 100' ; P = 14,85 p. 100 ; N / P = 0,83. 

1 
i l 
mm 

'ii.i.. STÉ. CHIM. BIOL., 19.Ô0. .32. 9-10. 46 
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Technique de dialyse. — Nous p i - épa rons nos sacs avec du collodion 
à l ' é the r à 5 p, 100. Chaque sac est m o n t é sur une petite bouteille 
(d 'environ 50 cm^ de capac i t é ) sans fond et p o s s é d a n t un goulot si 
possible conique. La f ixat ion du sac se fait par collage au collodion. 
On ferme le goulot de la bouteil le par un bouchon en caoutchouc de 
telle sorte que celui-ci serve de pis ton. On compr ime ainsi l ' a i r con­
tenu dans l'espace clos bouteille-sac. Notre disposi t i f permet une dia­
lyse sous pression sans montage s p é c i a l . 

Photométris. — Nous nous sommes servi d 'un é l ec t ropho tomèt re 
Klett-Summerson et les mesures ont été exécu tées en p l a ç a n t les solu­
t ions é tud iées dans des tubes c a l i b r é s Klett-Summerson. 

pH-métrie. — Nous avons u t i l i sé l ' é l e c t r o p h o t o m è t r e Meci avec une 
é l e c t r o d e en verre Corning. 

R É S U L T A T S . 

Allure du phénomène. 
Exemples : 
1) Soit un sys tème obtenu par l ' adjonct ion de 4 cm^ d'albumine 

amorphe (A) à"o,ai3 g N/ lOO cm s + 1 cm^ de sulfate d'histone (H) 
à 0,03 g N/IOÔ cms. I l donne en l u m i è r e bleue et à 21° C (Tableau I) : 

T A B L E A U I . 

Désignation 
Valeurs opacimétriques après 

Désignation 
13 sec 7 min 20 min 2S min 

A-1 - H 290 290 270 280—290 

A - f H/2 210 250 209 219 

A -1- H/4 105 145 160 160 

A -^ H/8 37 70 69 76 

2) Soit un sys t ème obtenu par l ' adjonct ion de 4 cm» d'euglobuline 
(E) à 0,023 g d'azote/100 cms (en eau physiologique) -f- 1 cm^ de sul­
fate d'histone (H) à 0',03 g d'azote/lOO cms. I l donne les valeurs opaci­
m é t r i q u e s suivantes ( éc r an bleu ; 6 = 21° C ; lectures après 15 mi­
nutes) : 

E + n > 230-234 ( p H 7,26) 
E + H / 2 >- 176 (pH 7,0) 
E -f- H / 8 > 57 ( p H 6,6 ) 
E - I - 1 cms H20 physiologique >- 12 

Aspect au microscope optique. 

. Nous n'avons jamais pu discerner de filaments mais toujours <l̂ f 
granules isolés ou en ag réga t s . Ces granules pouvaient avoir 1-1.» _ 
les ag réga t s é t a i en t surtout nets a p r è s la f loculat ion d'un système 
s i d é r é , f loculat ion qui apparaissait avec des s y s t è m e s du type " 
ci-dessus a p r è s quelques heures à 22° C ou à 4° C. 

B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, N ° ' 9-10. 

S U R L A C O N S T J T U T I 

. ^ , " " ' f " t la nature des con 
isoelectrique ( m i n i m u m de s( 
a t t r e d'exemple les courbes 
rentes (6 = 22° C). 

La courbe I correspond à un sys 
V.Phe à 0,106 g N/100 cm» pour 1 pa 
'^/lOQ cm3, en eau dis t i l lée . 

ha courbe I I correspond à un sy 
«llisée à 2496 m g N / 1 pour 34 parti( 
ç/1, système que l 'on a cen t r i fugé 
••availle sur le surnageant de densi 

disti l lée). 

S T É . C H I . M . B I O L . , 1950, 32, N ° » 9-10 
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S p r é p a r o n s nos sacs avec du collodion 
ac est m o n t é sur une petite bouteille 

I sans fond et p o s s é d a n t un goulot si 
u sac se fait par collage au collodion. 
i l le par un bouchon en caoutchouc de 
! piston. On comprime ainsi l 'air con-
e-sac. Notre dispositif permet une dia-
5 spécia l . 

sommes servi d'un électrophotomètre 
; ont été exécutées en p l a ç a n t les soin-, 
calibrés Klett-Summerson. 

lise l ' é l e c t r o p h o t o m è t r e Meci avec.uneji 

É S U L T A T S . V.. 

iu phénomène. ' f 

)ar l 'adjonction de 4 cms d'albumine 
;m 3 + 1 cm3 de sulfate d'histone (H) 
1 lumiè re bleue et à 21° C (Tableau I) :« 

.BLEAU I . 

S U R L A C O N S T I T U T I O N D U F U S E . A . U A C H R O M A T I Q U E . 7Û7 

W- Rôle du pH. 

R-'Suivant la nature des constituants et leurs propor t ions le poin t 
K b é l e c t r i q u e ( m i n i m u m de so lub i l i t é ) est dif férent . La fig. 1 donne 
^ titre d'exemple les courbes correspondant à 3 p r é p a r a t i o n s dif ïé-
: rentes (8 = 22° C). 

i 

Valeurs opacimétriques après 

7 min 20 min 25 min 

2 9 0 2 7 0 2 8 0 — 2 9 0 

2 5 0 2 0 9 219 , 

1 4 5 1 6 0 160 

70 6 9 76 

ar l 'adjonction de 4 cm» d'euglobuline 
en eau physiologique) -|- 1 cm» de sul-
)te/100 c m 3 . 11 donne les valeurs opaci-
J ; 6 = 21° C ; lectures après 15 mi-

- > 230-234 (pH 7,26) 
- > 176 (pH 7,0) 
- > 57 (pH 6,6 ) 

physiologique > 12 

nicroscope optique. 

cerner de filaments mais toujours <l«s 
Ces granules pouvaient avoir 1-1.5 .u 

après la floculation d'un système çon-
isait avec des sys tèmes du type décn 
i à 22" C ou à 4° C. 

9-10. 

ha courbe I correspond à u n s y s t è m e : 4 parties d 'a lbumine amor­
phe à 0,106 g N/lOO cm3 pour 1 par t ie de sulfate d'histone à 0,0'038 g 
•̂ '/lOO cm», en eau dis t i l lée . 

'-a courbe I I correspond à un s y s t è m e : 4 parties d 'albumine cris-
'̂ '̂lisée à 2496 mg N / 1 pour 34 parties de sulfate de salmine à 215,4 mg 

système que l 'on a cen t r i fugé à 3700 t / m pendant 15 m i n . On 
''•«vaille sur le surnageant de d e n s i t é optique en l u m i è r e bleue = 21 

dist i l lée) . 
• "•• STÉ. CHIM. BIOL., 1950, 32, N° 
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La courbe I I I correspond à un s y s t è m e : 4 parties d'euglobuline à «H! 
0.24 mg N/cm3 (dans KCl 0,1 M) pour 1 part ie de sulfate de saîminc 
à 0,35 m g de sulfate de salmine/cm-5 (en eau d i s t i l l ée ) . 

Les variat ions du p H ont é té obtenues par adjonct ion soit de NaOH 
soit de HCl ou de H^SO^. Les hauteurs d i f fé ren tes des courbes s'expli­
quent par des quan t i t é s d i f fé ren tes des p r o t é i n e s mises en jeu dans 
chacun des sys tèmes . 

Réversibilité. — I^es r é su l t a t s ci-dessous mont ren t que le phéno­
m è n e lié au p H est r é v e r s i b l e . 

Soit un sys t ème cons t i tué par : 40 cm^ d 'a lbumine amorphe à 0,106 g 
N/lOO cms" + 10 cm3 de sulfate d'histone à 0,0038 g N / l O f l cm^. Sa 
valeur o p a c i m é t r i q u e en l u m i è r e bleue, à 22° C, a p r è s 15 minutes est 
95. On p r é l è v e 10 cm-' de ce s y s t è m e et on en fa i t 2 parts de 5 cm' 
chacune, soit A H pour chaque f rac t ion aliquote. Les valeurs opacimé­
tr iques suivantes ont été obtenues en l u m i è r e bleue, à 22" C, après 
90 secondes : 

a) A H + 1/10 cm» HCl = « N/ lOO—^110 + 1/10 c m ' NaOH = « 100—^90-9'' 
A H + 1/10 cm3 NaOH - « N/lOO > 75 + 1/10 cm» H C l = « 100—>92 

Le p h é n o m è n e n'est pas r é v e r s i b l e .si on ut i l ise de t rop grande.s 
b) 

" ^ " t f f s d'"c de ou de base minéraux car i l se forme dans ces con-
^•1 n f , ne aualtUé suffisante de sel minéral ( i c i NaCl) pour amener 
T Z o ^ a t i Z d u o^^^^^^^^^ hétéropolaire c o n s i d é r é C'est là un pomt 
la dissociation a ' . ^ de la « denaturation » 

r ; Î o t i n " s ° e V n ^ u r r e t m i n e r o ' n s dans un t r a v a i l u l t é r i e u r en uh-
l isant p a r t i c u l i è r e m e n t la dialyse. 

70 

50 k 

S U R L A C O N S T I T U T 

Par leur force ionique ils 
tème c o n s i d é r é (dissolution 
complexe h é t é r o p o l a i r e en se 
d'exemple les courbes corres] 
un s3'stènie : 4 parties de ci 
1 part ie de sulfate d'histone i 
tures en é c r a n rouge à 21" C 

La figure 3 indique le comp^ 
d'albumine amorphe à 0,213 f 
tone à 0,03 g N/100 cm» (eau 
nium à saturation (environ 5 
en l u m i è r e bleue à 22° C (orc 
1 cmS d'eau dis t i l lée ajouté( 
325 — : 185). On remarquera 
l'inverse de celle que montre 
sence de di f férentes concentra 

• 50 

1.0 

c 30 

20 

10 

no 

S 90 

c 80 
VJ 

e 70 

| 6 0 

g 50 

1+0 

30 

[32S p o u r O ] 

. NaCl 

0 0.1 0.2 0,3 0.1+ 0.5 0,6 0,7 0,8 

F I G . 2. 

B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, N ° ' 9-10. 

2 3 
Non 

Allure en fonction des pro} 

Soit : une solution de cristalb 
«au dis t i l lée et une solution ég: 
salmine (S) à 35 m g de sulfate d 

Le Tableau I I r é s u m e nos rési 
salmine n'est pas neu t r a l i s ée (] 
solution-sœur de sulfate de salm: 
la soude d ' où p r é s e n c e de petitt 

r 
| S C L L . S T È . C H I M . B I O L . , 1950, 32, N " ' 
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ystème : 4 parties d'euglobuline à ' 
our 1 partie de sulfate de salmine 
3 (en eau dis t i l lée) . 
:nues par adjonction soit de NaOtf 
ars différentes des courbes s'expli-

des p r o t é i n e s mises en jeu dan.s 

-dessous montrent que le phéno-

c m ' d'albumine amorphe à 0,106 « 
'histone à 0,0038 g N/tOO cini . Sa 
eue, à 22° C, a p r è s 15 minutes est 
ne et on en fait 2 parts de 5 cm-'' 
don aliquote. Les valeurs opacimé- "'̂  
en l umiè r e bleue, à 22° C, après 

0 + 1/10 cm3 NaOH = « 100— 
75 + 1/10 cm3 HCl = « 100—><)2 ' 

ble si on utilise de t rop grandes 
aux car i l se forme dans ces con-
•el minéral ( i c i NaCl) pour amener 
Dolaire c o n s i d é r é C'est là un point 
)int de vue de la « denaturation * 
s dans un t rava i l u l t é r ieur en uti-

•^1 

.» KCl 

)}i 0.S 0,5 0.1 Q.i 
3. 2. 

iO. 

m 
i l 

S U E L A C O N S T I T U T I O N D U F U S E A U A C H R O M . A T X Q U E . 

Action des sels. 

709 

Par leur force ion ique ils agissent en d iminuant l ' opac i t é d 'un sys­
tème c o n s i d é r é (dissolution : nous admettons une dissociation du 
complexe h é t é r o p o l a i r e en ses constituants). La figure 2 montre à t i t r e 
d'exemple les courbes correspondant à l 'ac t ion de NaCl et de K C l sur 
un sys t ème : 4 parties de cr is ta lbumine à 0,0168 g N/lOO' cms pour 
1 partie de sulfate d'histone à 0,0038 g N/lOO cm^ (eau d i s t i l l ée ) . Lec­
tures en é c r a n rouge à 21° C ; p H 6 

La figure 3 indique le comportement par t icul ier d'un s y s t è m e : 4 cm^ 
d'albumine amorphe à 0,213 g N/100 cm» pour 1 cms de sulfate d'his­
tone à 0,03 g N/lOO ems (eau dis t i l lée) en p r é s e n c e de sulfate d 'ammo­
nium à saturation (envi ron 5,8 M) de p H 4,35 Lectures i n s t a n t a n é e s 
en l u m i è r e bleue à 22° C (ordre de grandeur de l'effet de d i l u t i o n — 
1 cm3 d'eau dis t i l lée a jou tée au s y s t è m e de valeur o p a c i m é t r i q u e 
,325 — : 185). On remarquera que cette courbe est approximat ivement 
l'inverse de celle que montre une d é s o x y r i b o n u c l é o p r o t é i n é en p r é ­
sence de d i f fé ren tes concentrations de NaCl. 

110 

100 

S 90 

C 80 
•eu 

e 70 

a BO 

g 50 
,o 
•S '•0 
I 
^ 30 

20 . 

10 . 

(floculation rapide) 

(32S pourO) 

^ / 
I 

3 ^ 5 6 7 8 9 
Nombre de cm^de (NH^)^ 

F I G . 3. 

Allure en fonction des proportions relatives des constituants. 

Soit : une solution de cr is ta lbumine (A) à 2364 mg N / 1 (pH 6,25) en 
eau d is t i l lée et une solut ion é g a l e m e n t en eau dis t i l lée de sulfate de 
salmine (S) à 35 m g de sulfate de salmine/100 cm^. 

Le Tableau I I r é s u m e nos r é su l t a t s lorsque la solution de sulfate de 
salmine n'est pas n e u t r a l i s é e (pH 4,3) et le Tableau I I I lorsqu'une 
so lu t ion-sœur de sulfate de salmine est à p H 7,0 (neutralisation par de 
ia soude d 'où p r é s e n c e de petites q u a n t i t é s de Na^SOj^) ; 6 = 24° C. 

S T É . C H I M . B I O L . , 1050, 32. N " ' 9-10. 
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T A B L E A U I I . 

i 
Valeurs en cm^ de 

Valeurs opacimétr iques 
(écran bleu) 

Il 

pB fui ai 
A S Instantanées 

(15 sec) 

Après 

15 min 

Il 

pB fui ai 

mis en présence 

Instantanées 

(15 sec) 

Après 

15 min 

Il 

pB fui ai 

4 ,5 0,5 198 ISO 6,2 

4 . 1 260 210 5,8 

3,5 1,5 175 150 5,55 

3 2 40 39 5,60 

2,5 2,5 2 2 5,5 

2 3 1 1 5,40 

1,5 3,5 0 0 5,2 

1 4 0 0 4,8 

0,5 4,5 0 0 4,65 

T A B L E A U I I I . 

Valeurs en cm^ de 
Valeurs opacimétriques 

(écran bleu) 

pH final 
A 1 S Instantanées 

(15 sec.) 

Après 

15 min 

pH final 

mis en présence 

Instantanées 

(15 sec.) 

Après 

15 min 

pH final 

4,5 0,5 185 173 6,35 

4 1 290 250 6,45 

3,5 1,5 290 204 6,25 

3 2 258 200 6,30 

2,5 2,5 230 175 6,35 

2 3 206 160 6,6 

1,5 3,5 145 110 6,55 

1 4 51 43 6,6 

0,5 4,5 0 0 6,75 

On Yoit que c'est dans la re la t ion prat iquement i n d é p e n d a n t e a 
(dans le domkine de c o m p t a b i l i t é p H — complexe h é t é r o p o l a i r e ; ^^^^^ 
en volumes que la combinaison est m a x i m u m ; ^He aPP^ra 1^,. 
comme n ' é t a n t n i e q u i - m o l é c u l a i r e n i i soazo tée . Nous discuterons 
r ieurement la signification de ce poin t . 

B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, N<"= 9-10. 

S U R L A C O N S T I T U T I O : 

Action de sub. 

3i le fuseau achromatique e 
pro té ine à po in t i soé l ec t r ique e 
.sique, de tels sys t èmes doiven 
lière vis-à-vis des substances 
exemples : 

1) 1 cm^ de taurocholate de 
sur le fuseau a été déc r i t e par 
.sur un s y s t è m e : 4 cm^ d 'albi 
(A) + 1 c m 3 de sulfate d'histon 
valeurs o p a c i m é t r i q u e s suivante 

AH avant 
(13 

Taurochlorate 16 

Témoin de dilution : 
eau disti l lée 151 

On vo i t que le taurocholate s 
sultat n'est pas d é m o n s t r a t i f car 
sé rumalbumine i l p r é c i p i t e le si 
avec la 1-colchicine (Houdé ) qui 
ni le sulfate d'histone. 

2) 1 cm 3 de colchicine à 0,2 
tème p r é c é d e n t (cf 1) dans les 
suivantes : 

AH a\ 

Colchicine 

Témoin de dilution' : eau 
distillée . . 

ou encore dans les rapports voh 
même p r é p a r a t i o n d'albumine -|-

; sulfate d'histone dans les m ê m e s 

AH av£ 
(• 

Colchicine... 

î̂ au dislillée 

eolchicine renforce donc l'état 
^'•actérisé par leur insolubilité. 

S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, 9-
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E A U I I . 

Valeurs opacimétriques 
(écran bleu) 

tan ta nées Après 
pH final 

1D sec) 15 min 

198 180 6,2 

260 210 5,8 

175 150 5,65 

40 39 5,60 

2 2 5,5 

1 1 5,40 

0 0 5,2 

0 0 4,8 

0 0 4,65 

ÎAU I I I . 

'aleurs opacimétriques 
(écran bleu) 

antauèes Après 
pH final 

5 sec.) 15 min 

185 173 6,35 

290 250 6,45 

290 204 6,25 

258 200 6,30 

230 175 6,35 

206 160 6,6 

145 110 6,55 

51 43 6,6 

0 0 6,75 

S U R L A C O N S T I T U T I O N D U F U S E A U A C H R O M A T I Q U E . 

Action de substances mitoclasiques. 

7 1 1 

Si le fuseau achromatique est c o n s t i t u é par un s y s t è m e du type 
proléine à poin t i s o é l e c t r i q u e a c i d e - p r o t é i n e à poin t i s o é l e c t r i q u e , b a ­
sique, de tels sy s t èmes doivent se comporter d'une façon par t i cu­
lière vis-à-vis des substances mitoclasiques. Nous prendrons deux 
exemples : 

1) 1 cm'* de taurocholate de sodium à 0 , 5 p . 1 0 0 — dont l 'act ion 
sur le fuseau a é té d é c r i t e par D E Y S S O N et DE5rssoN [ 3 6 ] — agissant 
sur un s y s t è m e : 4 cm^ d'albumine amorphe à 0 , 2 1 3 g N/lOO cm^ 
(A) + 1 cm3 de sulfate d'histone à 0 , 0 0 7 5 g N/lOO cm3 (H) donne les 
valeurs o p a c i m é t r i q u e s suivantes ( é c r a n bleu ; 0 = 2 2 ° C) : 

Taurochlorate 

AH avant adjonction 
(13 min) 

AH après adjonction 
(13 min) pH final 

Taurochlorate 160 190 6,45 

Témoin de dilution : 
eau disli l lée 155 124 6,55 155 124 6,55 

On voi t que le taurocholate superprécipite le s y s t è m e mais ce r é ­
sultat n'est pas d é m o n s t r a t i f car si le taurocholate ne p r é c i p i t e pas la 

.sérumalbumine i l p r é c i p i t e le sulfate d'histone [ 2 1 ] d ' où notre é t u d e 
avec la 1-colchicine ( H o u d é ) q u i elle, ne p r é c i p i t e n i la s é r u m a l b u m i n e 

,;,iii le sulfate d'histone. 
^ - 2J 1 cm 3 de colchicine à 0',2 p . 1 0 0 ( pH 6 , 3 5 ) agissant sur le sys­

tème p r é c é d e n t (cf 1 ) dans les m ê m e s condit ions donne les valeurs 
suivantes : 

Colchicine 

AH avant adjonction 
(15 min) 

AH après adjonction 
(15 min) 

Colchicine 155 160 

Témoin de dilution : eau 
155 125 

ou encore dans les rappor ts v o l u m é t r i q u e s suivants : 4 , 5 cm» de la 
même p r é p a r a t i o n d'albumine -\- 0 , 5 cm3 de la m ê m e p r é p a r a t i o n de 
sulfate d'histone dans les m ê m e s condi t ions que p r é c é d e m m e n t : 

pratiquement i n d é p e n d a n t e du pH 
H _ complexe hé t é ropo la i r e ) 4 A/h 
5t maximum ; elle a p p a r a î t donc 
ni isoazotée. Nous discuterons ulte-
)int. 

Colchicine 

AH avant adjonction 
(13 min) 

AH après adjonction 
(15 min) 

Colchicine 104 125 

Eau distillée 104 86 

colchicine renforce donc l'état de moindre dispersion des systèmes 
'^^nctérisé par leur insolmbîlité. 
'OLt.: STÉ. CHIM. BIOL., 1950, 32, N°" 9-10. 
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Nous avons éga l emen t essayé l ' é t h y l u r é t h a n e à 0 , 2 p ' IOO, Te cacody-
late de sodium à 0 , 0 0 1 N [ 3 7 ] mais ces agents n'ont pas superp réc ip i t é 
nos s y s t è m e s p r o t é i q u e s et le cacodylate les a m ê m e nettement dissous ; 
i l est possible qu'en ce qu i concerne cette substance nous soyons en: 
p r é s e n c e d'une p r o p r i é t é commune des sels (dissolution par augmen­
ta t ion de la force ionique) et à ce sujet i l nous p a r a î t impor tant d'in­
sister sur ce que les é tudes in vitro doivent ê t r e i n t e r p r é t é e s avec pru­
dence é tan t d o n n é que le p h é n o m è n e c o n s i d é r é — p a r exemple dans 
nos recherches : l ' opac i t é , la b i r é f r i n g e n c e d ' é c o u l e m e n t [ 3 8 ] — peut 
ê t r e in f luencé par des condit ions f o n c i è r e s non spécifiques comme: 
l'effet de p H propre à chaque corps é t u d i é (par exemple la cocaïne)' 
ou l'effet "salin soit que l 'on t ravai l le en p r é s e n c e de tampons soit que 
l 'on util ise la substance sous forme d'un sel (par exemple l 'hydroi 
chlorure de c o c a ï n e ) . ^ 

Gélification. — Obtention de fils et de films. 
Nous avons cons ta t é que si on centrifuge par exemple un s y s t è | ^ H 

albumine amorphe ou c r i s t a l l i s ée - sa lmine en eau d is t i l l ée on o b t i ' ^ H 
un culot de centrifugation qu i est un gel transparent et l é g è r e m e ^ H 
t e in t é de jaune (albumine c o n c e n t r é e ) ou v io lacé (albumine diluée) ( 3 H 
ces gels sont solubles dans les solutions salines de force ioni([ue conV^B 
nable dans des conditions analogues à celles des m ê m e s sys tèmes d i l u ^ B 
en mi l i eu aqueux. Dans le cas albumine-salmine cette gélification e^B 
remarquable, elle souligne l'analogie entre de tels s y s t è m e s et les glcH 
butines les plus c o n d e n s é e s . Avec des gels albumine-salmine n q n M 
avons obtenu des formations f i l i formes t r è s é v a n e s c e n t e s en les i n s u M 
fiant dans de l'eau d i s t i l l ée suivant la technique classique de W E B E M 

[ 3 9 ] pour l 'obtention de fils de myosine. Par contre les gels d 'eugld^ 
buline-salmine ou m ê m e d'euglobuline seule donnent dans les mêmeS^ 
condit ions des formations f i l i formes moins labiles mais cassantes. 
J u s q u ' à p r é s e n t nous n'avons pu obtenir de s y n é r è s e avec de tels fils 
n i avec l ' A T P acide ou sous forme de sel sodique dans les conditions 
déc r i t e s par S Z E N T - G Y O R G Y I pour les fils de myosine [ 4 0 ] n i même avec 
la colchicine qui pour tant s u p e r p r é c i p i t e nos s y s t è m e s d i lués en milieu 
aqueux ; c'est un poin t que nous r é e x a m i n e r o n s dans des recherches 
u l t é r i e u r e s . Nous avons é g a l e m e n t obtenu des formations nématiqnes 
par agitation rotative : 

Exemple : à 3 , 5 cms d 'albumine c r i s ta l l i sée à 2 4 9 6 mg N / 1 d'eau 
dist i l lée on ajoute 1 1 cm* de sulfate de salmine à 2 1 5 , 4 mg N/1 d'eau 
dist i l lée, on dissout le s y s t è m e dans le m i n i m u m de NaCl vt M / 2 et on 
ajoute de l'eau d i s t i l l ée goutte à goutte en agitant circulairement pen­
dant 3 0 minutes, on obtient g é n é r a l e m e n t des filaments de 2 mm (ie 
long. On peut accentuer le nombre de filaments en faisant tourner le 
s y s t è m e pendant une minute à 3 7 5 0 sec"i dans l 'entrefer d'un appa­
r e i l à b i r é f r i n g e n c e d ' é c o u l e m e n t . En col laborat ion avec M . J O L Y , avec 
un s y s t è m e albumine-salmine en eau d is t i l lée non redissous, nous avons 
cons t a t é que l 'on obtenait déjà des filaments de 1 , 5 mm de long environ 
avec un temps de rotat ion de 10 secondes à 3 7 5 0 sec'i ; si on soumet 

(*) Avec un système euglobuline-salmine on obtient également un t'*' 
mais opaque et blanc, de plus l'euglobuline seule précipitée par l'eau se 
présente sous forme d'un gel opaque et blanc après centrifugation. 
B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1 9 5 0 , 32, N ° ' 9 - 1 0 . 
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un t e l s y s t è m e à un écou l eme 
à la m ê m e vitesse mais penda 
nombre de filaments qu i peuv 
t è r e q u a s i - i n s t a n t a n é , dans ce 
rotative indique que le p h é n o n ; 
ta t ion ^ chocs suivant les l ig i 
gélification linéaire. Ces ligne, 
t é r i a l i sées , si on regarde en efl 
a b i r é f r i n g e n c e d ' é cou l emen t , 
bri l lantes ayant comme rayor 
l indres u t i l i sés . Les fils ainsi ol 
n i avec la colchic ine . 

La p l a s t i c i t é des sys tèmes 
p r o t é i n e à po in t isoelectrique 
suivants : les formations nén 
fugées à 1 2 . 0 0 0 t / m pendant 
tube de centrifugation en f o r i 
venant de la d é f o r m a t i o n des 
pression de g rav i t é . 

Remarque sur la révélation 
plexes h é t é r o p o l a i r e s que no 
leur nature semi-artificielle, d 
sées (o r i en t ée s ) que sont les 
convient d 'avoir constammen 
cytoplasme fondamental est u 
[42] et dans certains cas, si ( 
Dans le cas d'une structure p 
renforcera cette structure ou « 
me m o d è l e d'une telle éventui 
d is t i l lée obtenu par refroidiss 
gé la t ine p o r t é e à 45° C ; dans 
vcire fibro-lamellaire. Si on 
hypodermique (en la dép laça : 
tone par exemple à 0,Ct3 g N 
format ion de zones de p r é c i p 
gentes. (Si on remplace la se 
d is t i l lée et si on p r o c è d e de 1 
lamellaires mais non b l a n c h î 
gence d i f fé ren te et qui dispar; 
agent de p r é c i p i t a t i o n — com 
se comporte comme le sulfati 
que sur les plans vecteurs en 
[46] et de S C H A E D E [47] selo 
lamelles { v o i r aussi [48, 49, 5i 

Comportem< 

Si l ' on c o n s i d è r e que le fu 
substances de type myosiniq 
t ion de l 'acide a d é n o s i n e t r r 
ment. Nous avons donc étud 
é tan t bien entendu, r é p é t o n s -

B U L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, 
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un te l s y s t è m e à un é c o u l e m e n t laminai re dans le m ê m e apparei l et 
à la m ê m e vitesse mais pendant 2 minutes on obtient un plus grand 
nombre de filaments qui peuvent atteindre 4 mm de long. Le carac­
tè re q u a s i - i n s t a n t a n é , dans certaines condit ions, de la f i lamentation 
rotative indique que le p h é n o m è n e est d û aux chocs i m m é d i a t s d 'or ien­
tation . — I chocs suivant les lignes de courant — qu i conduisent à une 
gélification linéaire. Ces lignes de courant sont en quelque sorte ma­
tér ia l i sées , si on regarde en effet dans le s y s t è m e optique de l ' appare i l 
à b i r é f r i n g e n c e d ' é c o u l e m e n t , on constate la p r é s e n c e de lignes t r è s 
brillantes ayant comme rayon de courbure celui du s y s t è m e de cy­
lindres u t i l i sés . Les fils ainsi obtenus ne se contractent n i avec l 'ATPNa 
ni avec la colchic ine . 

La p la s t i c i t é des s y s t è m e s p r o t é i n e à poin t i s o é l e c t r i q u e basique-
p ro t é ine à po in t i s o é l e c t r i q u e acide est encore i l l u s t r ée par les faits 
suivants : lés formations n é m a t i q u e s (obtenues pa r rota t ion) centr i ­
fugées à 12.000 t / m pendant 30 minutes se d é p o s e n t sur le fond du 
tube de centrifugation en formations aplaties — en pellicules — pro­
venant de là d é f o r m a t i o n des gels filamenteux sous l ' influence de la 
pression de g r a v i t é . 

Remarque sur la révélation de structures organisées. — Les com­
plexes h é t é r o p o l a i r e s que nous é t u d i o n s constituent seulement, par 
leur nature semi-artificielle, des m o d è l e s des structures hyperorgani-; 
sées (o r ien tées ) que sont les appareils c i n é t i q u e s des cellules ; or i l 
convient d 'avoir constamment à l 'espri t certaines c o n s i d é r a t i o n s : le 
cytoplasme fondamental est un mi l i eu déjà gélifié [41] déjà micel la i re 
[42] et dans certains cas, si ce n'est dans tous, s t r u c t u r é [43, 44, 45], 
Dans ie cas d'une structure p r é e x i s t a n t e la combinaison h é t é r o p o l a i r e 
renforcera cette structure ou en r é o r i e n t e r a les é l é m e n t s . Prenons com­
me m o d è l e d'une telle éven tua l i t é u n gel de g é l a t i n e à 5 p . 100 en eau 
distillée obtenu par refroidissement non p e r t u r b é j u s q u ' à 21° C d'une 
gélatine p o r t é e à 45° C ; dans ces condi t ions le mi l i eu est f ibreux [58] 
vcire fibro-lamellaire. Si on injecte à la seringue, avec une aiguil le 
hypodermique (en la d é p l a ç a n t ou non) une solution de sulfate d'his­
tone par exemple à 0,03 g N/100 cm^, on obtient i n s t a n t a n é m e n t la 
formation de zones de p r é c i p i t a t i o n lamellaires b l a n c h â t r e s , b i r é f r i n ­
gentes. (Si on Tem,place la solution de sulfate d'histone par de l'eau 
distillée et si on p r o c è d e de la m ê m e façon on obtient aussi des zones 
lamellaires mais non b l a n c h â t r e s , visibles seulement par leur réfl-in-
gence d i f férente et qu i disparaissent d'ailleurs rapidement) . Tout autre 

. agent de p r é c i p i t a t i o n — comme l 'acide t r i ch lo racé t i c iue à 10 p, 100 — 
; se comporte comme le sulfate d'histone. Nous avons fait cette remar­

que sur les plans vecteurs en c o n s i d é r a t i o n des conceptions de B E L A R 

[46] et de S C H A E D E [47] selon lesquelles le fuseau serait constitue de 
.lamelles (voi r aussi [48, 49, 50, 51, 52]). 

Comportement vis-à-vis de l'A.T.P. 

Si l 'on c o n s i d è r e que le fuseau achromatique est c o n s t i t u é par des 
substances de type myosinique [53] on examinera avec i n t é r ê t l'ac­
tion de l 'acide a d é n o s i n e t r i p h o s p h o r i q u e (ATP) sur son comporte­
ment. Nous avons donc é t u d i é l 'ac t ion de l ' A T P sur nos complexes, 
étant bien entendu, r épé tons - l e , que nos s y s t è m e s p r o t é i q u e s ne cons-

M L L . S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32,. N " " 9-10. 
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t i tuent que des modèles de constituants du fuseau achromatique étant" 
d o n n é que les p r o t é i n e s à poin t i s o é l e c t r i q u e acide que nous utilisons 
proviennent du s é r u m et non du cytoplasme de cellules. 

Soit u n s y s t è m e : 4 cm^ d'euglobuline en solut ion KCl 0,1 M (pH 
6,65 ; N / c m » = 0,24 mg) (E) - f 1 cm» de sulfate de salmine à 0,35 
mg/m3 (pH 5,3) (S). Nous é t u d i e r o n s l ' a d é n o s i n e t r i p h o s p h a t e de so­
d i u m à 0!,1 p. 100̂  et p H 6,55 (ATPNa) et, à t i t re comparatif , la 1-col­
chic ine à 0,1 p. 100 et p H 5,& (C) par o p a c i m é t r i e (lectures à 22°C en 
l u m i è r e bleue) ; tableau I V . ^ 

T A B L E A U I V . 

Système 

4 c m 3 E + l c m 3 S 

4 cm3 E-f- l cm^ 
Hjo dist 

4 cm» E-1-1 c m 3 S 

3 cm3 E-f- l cm3 
H20 dist 

4cm3 E - f 1 cm^S 

4 c m 3 E - f l c m 3 S 
Hjo d i s t . . . . 

Valeurs 
opacimétriques 

Instan­
tanées 

1 9 0 

1 9 0 

190 

15 min 

200 

200 

200 

Adjonction de 

1 c m 3 ATPNa 

1cm3 ATPNa 

1 cm3 eau dist. 

1 cm3 eau dist. 

1 cm ' C 

1 c m 3 C 

Valeurs 
opacimétriques 

Instan­
tanées 

165 

1 7 0 

2 5 

2 1 2 

45 

15 min 

1 5 8 

1 6 6 

39 

2 0 9 

7 0 

pU 
final. 

6 , 4 5 

6 , 4 5 

6 , 2 5 

6 , 3 5 " 

6 , 3 5 

6 , 3 0 

On voi t que l 'ATPNa dissout le complexe E^S (*), nous avons d'ail­
leurs p u constater q u ' i l dissolvait éga l emen t les s y s t è m e s albumine-
histone ou albumine-salmine. Cette act ion de l 'ATPNa doi t ê t re attri­
b u é e à sa force ionique; l 'A T P acide dissout é g a l e m e n t les complexes 
h é t é r o p o l a i r e s , dans ce cas c'est le p H qu i intervient . Par contre la 
colchic ine se comporte comme un agent s u p e r p r é c i p i t a n t . On remar-v 
c[uera à ce sujet que la colchicine p r é c i p i t e l 'euglobuline seule (com­
parer les n " ' 4 et 6) ; or, comme le font dans une certaine mesure les 
myosines, les complexes albumine-histone ou albumine-salmine se, 
comportent comme des globulines et à ce sujet i l est i n t é r e s s a n t de rap-. 
peler que la colchicine p o s s è d e une p r o p r i é t é contracturante sur les 
muscles du squelette [59] ; d'autre part i l est vraisemblable que la 
colchicine est un agent s u p e r p r é c i p i t a n t é g a l e m e n t vis-à-vis des pro­
t é ines c o m b i n é e s (diff ic i lement extractibles) à po in t i soé lec t r ique , 
acide du cytoplasme et qu'en c o n s é q u e n c e sa p r o p r i é t é mitoclasique ; 
pour ra i t p roveni r en grande par t ie de son act ion sur les substrats cyto­
plasmiques. Nous examinerons dans le p rocha in m é m o i r e de cette 

(*) Soulignons que le s y s t è m e E - S é tud ié est celui qui a fait l'objet d'une 
étude de l'action du pH (Courbe I I I , fig. 1) et qu'en c o n s é q u e n c e , les résul-, 
tats du Tableau IV sont d'autant plus d é m o n s t r a t i f s . 

B U L L . ^ T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, N ° ' 9-10. 



its du fuseau achromatique étant 
îctrique acide que nous utilisons 
Dplasme de cellules, 
dine en solution KCl 0,1 M (pH 
m^ de sulfate de salrnine à 0,35 
3 l 'adénosinetriphosphate de so-
) et, à titre comparatif, la 1-col-
opacimétrie (lectures à 22°C en 

IV . 

Ijonction de 

Valeurs 
opacimétriques pH 

Ijonction de 
Instan­
tanées 19 min 

final. 

a3 A T P N a 165 158 6,45 

i3 A T P N a 0 7 6,45: 

eau dist. 170 166 6,25 : 

eau dist. 25 39 6,35 i 

l ' C 212 209 6,35-

l3 C 45 70 6,30 

iplexe E-iS (*), nous avons d'ail-
alement les sys tèmes albumine-
tion de l 'ATPNa doi t ê t r e attri-
dissout éga lement les complexes 
H qui intervient. Par contre la 
;nt s u p e r p r é c i p i t a n t . On remar-
îcipi te l 'euglobuline seule (com-
nt dans une certaine mesure les 
'stone ou albumine-salmine se 
ze sujet i l est i n t é r e s s a n t de rap-
r o p r i é t é contracturante sur les 
art i l est vraisemblable que la 
nt éga lement vis-à-vis des pro-
Lctilbles) à point i soé lec t r ique 
ence sa p r o p r i é t é mitoclasique 
on action sur les substrats cyto-
le prochain m é m o i r e de cette 

à est celui qui a fait l'objet d'une 
) et qu'en conséquence , les résul-
onstratifs. 
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'.«série si les complexes h é t é r o p o l a i r e s é t u d i é s i c i p o s s è d e n t une act i-
v-Mte A T Pasique. 

Existence d'un complexe insoluble Polymixine-sérumalbumine. 

\f •• En vue de g é n é r a l i s e r la r é a c t i o n p r o t é i n e à poin t isoelectrique ba­
sique-protéine à po in t i s o é l e c t r i q u e acide nous avons c h e r c h é si un 

I %iàntibiotique polypept id ique basique, comme la po lymix ine , pouvai t 
former des complexes insolubles avec de l 'a lbumine par exemple et 
nous avons effectivement c o n s t a t é que de tels complexes pouvaient 
exister r é e l l e m e n t . 

Allure du phénomène. — Soit une solution en eau d is t i l l ée de sulfate 
de polymixine B à 445 mg/100 cm» (1 mg = 4635 u n i t é s antibiotiques) 
(P) et une p r é p a r a t i o n d 'albumine amorphe à 2496 mg N / 1 é g a l e m e n t 
en eau dis t i l lée (A) . Les lectures o p a c i n i é t r i q u e s sont faites en l u m i è r e 
bleue à 21''C a p r è s 15 minutes. On obtient : 

^ pour 2,5 cm3 A -|- 2,5 cm» P : 125. 
- pour 2,5 cm» A -|- 2,5 cm» eau d i s t i l l ée : 75 ( t é m o i n de co-

oration (*)) . 

Superprécipitation par la colchicine. — Substrats u t i l i s é s : 
f;— m ê m e p r é p a r a t i o n de p o l y m i x i n e que ci-dessus (P) 
i^J^ albumine amorphe à 2464 mg N / 1 (A) 
H - 1-colchicine à l O ^ g/1 ** M/400) (G) 

ectiM-es o p a c i m é t r i q u e s en l u m i è r e rouge à 22°C (Tableau V ) . 

T A B L E A U V. 

Désignation 
Valeurs opacimétriques après 

Désignation 
5 min 45 min 90 min 

4 cm» A + I cm» G 9 7 8 

4 cm3 P - f 1 cmS G 10 8 9 

4 cm3 A - f 1 cm» P - f 1 cm^ eau dist 19 23 31 

4 cm3 A -f- 1 cm^P - |- 1 cmS c 22 28 39 

On voi t qae le p h é n o m è n e est moins net i c i qu'avec le s y s t è m e sal-
^mine-albumine par exemple, toutefois l ' i n t ens i t é de la p r é c i p i t a t i o n est 

'-?*«galement c o n s i d é r a b l e m e n t moindre avec la p o l y m i x i n e qu'avec la 
sahume ou l 'histone. I l est possible que la colchicine renforce l ' a c t iv i t é 
antibiotique de la p o l y m i x i n e B. 

C O N C L U S I O N S . 

Les p r i nc ipaux arguments chimiques d é c o u l a n t des e x p é r i e n c e s rap­
portées dans ce m é m o i r e qu i tendent — indirectement —- à d é m o n t r e r 

(*) Jaune. 

S U U - S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, N " ' 9-10. 
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notre h y p o t h è s e sur la const i tut ion du fuseau achromatique sont 1 
suivantes : 

1) la r é a c t i o n est i n s t a n t a n é e et a l ieu dans des p H physiologiques • 
2) la forte condensation entre les m o l é c u l e s des constituants carac­

t é r i s é e par la fo rma t ion de gels plastiques de so lub i l i t é considérable­
ment plus faible que celle des constituants est en bon accord avec les 
r é su l t a t s de M I R S K Y [.56] sur la perte de s o l u b i l i t é des p r o t é i n e s ovi j^ ' 
l â i res a p r è s la f é c o n d a t i o n (*) et avec ceux de B E L A R [57] qui a nioç^^ 
t r é par mic roch i ru rg i e le Caractère relat ivement r ig ide des cônes i§i 
fuseau (**) ; 

3) la combinaison — aussi bien d i luée en mi l i eu aqueux que son 
forme de gel — est lahi le dans certaines condi t ions pouvant ê t re phy^ 
siologiques (influence des sels) ; 

4) la colchicine s u p e r p r é c i p i t e nos s y s t è m e s (augmente l'étal de-
moindre dispersion c a r a c t é r i s é par la p r é c i p i t a t i o n — opalescence 
et on peut concevoir que son a c t i v i t é mitoclasique est l iée à celte 
t i on s u p e r p r é c i p i t a n t e : dans les cellules soumises à son action lès 
complexes p r é f i b r i l l a i r e s en fo rmat ion seraient immédia tement 
« f i x é s » , d ' où une i n h i b i t i o n plus ou moins totale dans le dévelo])pe-
ment des structures radiantes. 

RÉSUMÉ. ^ 

1) On a é t u d i é p h o l o m é t r i q u e m e n t le comportement de complexe^ 
p r o t é i n e à po in t i s o é l e c t r i q u e basique (sulfate d'histone ou sulfate 
salmine) —< p r o t é i n e à po in t i s o é l e c t r i q u e acide ( s é r u m a l b u m i n e amorti 
phe ou c r i s t a l l i s ée ou s é r u m e u g l o b u J i n e ) en m i l i e u aqueux vis-à-vis 
p H et de la sa l in i t é (NaCl, K C l , (NH4) 2SO4) ainsi que les proportio 
de combinaison. 

2) La colchic ine s u p e r p r é c i p i t e ces s y s t è m e s p r o t é i q u e s tandis 
l ' a d é n û s i t r i p h o s p h a t e de sodium les dissout. 

3) Ces complexes se p r é s e n t e n t sous forme de gels a p r è s centrifu­
gation. On peut obteni r des fils par insufTlation des gels ou par rota­
t i on des complexes d i lués dans de l 'eau ( p a r t i c u l i è r e m e n t dans l'en­
trefer d 'un apparei l à b i r é f r i n g e n c e d ' é c o u l e m e n t ) . J u s q u ' à présent 
nous n'avons pu obteni r de contract ion de ces formations n i par l'ATP 
n i par la colchicine. Les fils obtenus par ro ta t ion forment des pelli­
cules par centr ifugation à grande vitesse. Ges complexes se présentent 
en défini t ive comme des protéines de structure. 

4) La p o l y m i x i n e B forme é g a l e m e n t u n complexe insoluble en eau 
dis t i l lée avec la s é r u m a l b u m i n e , ce complexe s u p e r p r é c i p i t e aussi par 
la colchicine. Cette p r o p r i é t é de la colchicine para i t carac tér i s t ique 
des s u b s t a n c e s ' g l o b u l i n o ï d i q u e s . 

S U M M A R Y . 

1) One have studied photomet r ica l ly the behavior of complexes 
p ro te in of basic isoelectric poin t (histone sulfate or salmin sulfate) 

(*) On peut cons idérer que lorsqu'ils sont engagés dans le complexe, 
chacun des constituants est dénaturé puisqu'i l a perdu ses propr ié tés propres. 

(**) A rapprocher de ceci : 1) les r é s u l t a t s de R U N N S T B Ô M [33, 34, 35j ! 
2) notre p r e m i è r e conception sur les constituants du fuseau — intervention 
des lipides —- ; 3) ce que nous disions au début de ce m é m o i r e sur le m î̂" 
de l iaison entre les pro té ines à point i soé l ec tr ique acide et p r o t é i n e s a poin 
isoélectr i f lue basique (présence de l ipides). 
B U Î - L . S T É . C H I M . B I O L . , 1950, 32, N"^ 9-10. 
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protem of acidic isoelectric poin t (amorphoiis or crystal l ized sér­
umalbumine or serum-euglobuline) i n aqueous m é d i u m towards p H 
gnd sal inity (Na Cl, K C l , (NH^) , 8 0 4 ) as w e l l as propor t ions of com-
bination. 

2) Colchicine superprecipitates t hè se pro te in Systems whereas a d e n -
osintriphosphate dissolves them. 

3) T h è s e complexes appear i n gel fo rm after centr i fugat ion. One 
can obtain threads by insuff lat ion of gels or by ro ta t ion of complexes 
delucted i n water (par t icu la r ly inside the jacket of a s treaming b i r é ­
fringence apparatus). We have been unahle to obtain con t rac t ion of 
those formations nei ther by ATP nor bu colchicine. The threads 
obtained by rota t ion f o r m pellicles by h i g h speed centr ifugation. Tliose 
complexes occur f inal ly l i ke structure-proteins. ' 

4) Po lymix ine B gives also an insoluble complex i n dis t i l la ted 
vyater w i t h s é r u m a l b u m i n e , this complex superprecipitates also by 
colchicine. This proper ty of colchic ine seems characteristic of glob-
ul inoidic substances. 

Z U S A M M E N S E T Z U N G . 

1) Das Verhalten von Komplexen Eiweiss m i t basischera isoelék-
strischem Punkt (Histonsulfat oder Salminsulfat) — Eiweiss m i t saue-
rem isoelektrischem Punkt (gestaltloses oder kristall isiertes Serumei-
!weiss oder Serumeuglobulin) i n w â s s r i g e r Phasis i n Bezug auf p H u n d 
Salzinhalt (NaiGl, KCl , (NH4)2S04) sov^de die Bindungsverhii l tnisse 
.sjnd photometr isch u n t è r s u c h t worden . 
s 2) Dièse Eiweisssysteme werden von Colchic in ûbe rausge fâ l l t n n d 
von Natr iumadenosintr iphosphat gelôst . 

3) Nach Zentr i fugierung hieten sich d ièse Komplexe i n F o r m von 
Gel dar Es ist m ô g l i c h , du rch Einblasen des gels oder Drehen der i m 
Wasser gelôsten Komplexe ( h a u p t s â c M i c h irt Zwischenrauni eines 
•Stromdoppelbrechungsapparats) F â d e n zu erhalten. Es ist uns bisher 
nioht gelungen, weder d u r c h Adenosintr iphosphat noch du rch Colchi-

.cin cine Eusammenziehung dieser Komplexe zu erhalten. Nach hoch-
rascher Zentr i fugierung bi lden die du rch Dreheri erhaltenen F â d e i i 
Filme. Dièse Komplexe hieten s ich schliesslich als Strukturproteine 
dar. 

: 4!) I n d is t i l l i e r tem Wasser bi ldet auch P o l y m i x i n einen u n l ô s l i c h e n 
Komplex, w i r d auch von Colch ic in i iberausgefà l l t . D ièse Eigenschaft 
der Colchic in scheint f i i r die globul inoidischen Suhstanzen charakte-
ritisch zu sein. 

(Laboratoire de Physiologie du Service de Chimie Thérapeutique 
de l'Institut Pqsteur de Paris). 

; Nous adressons nos s i n c è r e s remerciements au Professeur et à Ma­
dame T R É F O U E L ainsi qu'au D'' J A C O B pour les grandes fac i l i tés de 
travail qu'i ls nous ont a c c o r d é e s . 
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