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RECHERCHES SUR LA CONSTITUTION DU FUSEAU
ACHROMATIQUE.

I — ETUDES CHIMIQUES DE QUELQUES MODELES
PROTEIQUES,

par B. Rysak.

(Mémoire recu le 20 mai 1950).

On a exposé antérieurement [1, 2
conduit &4 poser I’hypothése que le
principalement constitué par la com
ture- de la- membrane nucléaire, des protéines a point isoélectrique ba-
sique du caryoplasme avec les protéines a point isoélectrique acide
du cytoplasme, celles-ci étant lides a4 des lipides (*). Peut-étre faut-il
considérer, d’une facon plus générale, que des protéines a point isoélec-
trique basique tant nucléaires que cytoplasmiques peuvent intervenir
ers a la suite de leur diffusion a
éines (**). Par protéines & point
non seulement les protéines « li-
: albumines, certaines globulines), mais
encore les protéines combinées (plus ou moins difficilement extracti-
bles (8)-protéines de structure-) type protéine-lipide-(hydrate de car-
bone ?) (comme Pellipsine de BENSLEY [9] ou type nucléoprotéine
(comme les microsomes de CLAUDE [10, 11, 12] (***). Des combinaisons
entre protéines « libres » a point iscélectrique acide et protéines a
point isoélectrique basique ont déja été signalées principalement par
Kosser, (14], HuNTER [15], GAY et RoBERTSON [16], Uccras [17],
ScHMIDT [18], ROBERSTON [19], PRzZYLECKI [20].

] certaines raisons qui nous ont
fuseau achromatique devait étre
binaison, au moment de Ia rup-

partir de centres riches en ces -prot
isoélectrique acide nous entendons

(*) Korac examinant notre hypothése (Ann. Reo. Physiol., 1950, XII, 7) y
'apporte les résultats de HEILBRUNN et WiLson (Proc. Soc. Exp. Biol, Med.,
1949, 7, 179) qui ont trouvé que 1'héparine prévient la gélification qui
Acompagne la formation des structures fibrillaires mitotiques (fusean,
as i ophile de I’héparine,
! : es structurales baso-
! » Par la, perturber la gélification fibrillaire. Cette
terprétation nous parait trés vraisemblable.

| () Au sujet des petits fuseaux d’origine chromosomiale
*S chromosomes possédent des protéines a point
4. 5]. En ce qui concerne les structures fusoriales d’o

[3], on sait que
isoélectrique basique
rigine cytoplasmique,
apparition de fibres extra-
mitose de segmentation de
rane nucléaire ne soit rom-
ésultats de E.B. HARVEY [7] relatifs & I'apparition de forma-
ure astérienne dans l'ceuf d’Arbacia punctulata privé de noyau.
s ) La considération de ce dernier type permet peut-étre d’expliquer
IWon ajt pu déceler de Il’acide ribonucléique dans le fuseau [13].

I:l'u_{ QTT‘_

;“i",i_a) les résultats de Lams [g] relatifs a I’
"deall"es’dan.s la prophase de la deuxiéme

Peyf d’drion empiricorum avant que la memb
BUE ; b) Jes r

tions” graq)

(Tra

CHIM. BIGL., 1950, 32, ~n°* 9-19.
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Pour obtenir des combinaisons insolubles (soit en eau distillée sojt
en présence du minimum de sels dans le cas des euglobulines) entre
protéines « libres » (*) a point isoélecirique acide et protéines a point
isoélectrique basique, deux conditions paraissent nécessaires : i)
I'écart relatif entre les points isoélectriques des corps réagissant doit
dtre suffisant ; 2) les- poids moléculaires des substances de signe
apposé doivent étre assez élevés (ainsi le glutathion ne précipite pas
avec la thymohistone ; voir d’autre part nos études sur Ie mode d’ac-
tion de la streptomycine [21, 22, 23]). Ces conditions nécessaires, el
peut-étre suffisantes, qui régissent laffinité de combinaison étant
posées, envisageons les différentes natures possibles de la combinaison
dans le cas des protéines.

La nature exacte de la combinaison protéine a point isoélectri-
que acide-protéine & point isoélectrique basique n’est pas connue,
d’autant moins que les protéines & point isoélectrique acide surtout
sont associées particuliérement a des lipides [25, 26, 27, 28, 29, 30] et
que, si on ne connait pas le mode de liaison entre la protéine propre-
ment dite et ces lipides, on connait encore moins le réle éventuel de
ces derniers dans la liaison des cénapses lipo-protéiques avec les pro-
téines 4 point isoélectrique basique ; signalons 4 ce sujet et dans le
cadre de notre hypothése le travail de WiLsoN [31] — disparition des
asters aprés action de I’éther — et les résultats de RuNNsTROM [32, 33,
34] quant au rapport entre la gélification mitotique aprés la fécon-
dation chez Poursin et le comportement contemporain des lipides.
Dans la combinaison protéine & point isoélectrique acide-protéine a
point isoélectrique basique il peut s’agir soit d’une réaction de “salifi-
cation (transfert de protons ; théorie de BROUSTED des réactions acido-
basiques [35]) soit d’une réaction d’additions d’ions (perte de charges).
Pour ne pas préjuger du type de réaction auquel nous avons affaire,
ncus nommerons ces combinaisons des complexes hétéropolaires,
comme il est classique de le faire.

MATERIEL FONDAMENTAL ET TECHNIQUES,

Protéines a point isoélectrique basique. — Nous nous sommes Servi :
a) de sulfate de salmine (**) : nous avons trouvé : N (Kjeldahl) p. 100
—=21,83 ; P = 0. La solution aqueuse est limpide et incolore.

b) de sulfate d’histone que nous avons préparé de la fa‘g_onisui'
vante : 1 kg de thymus de veau, dégraissé mécaniquement au mieux,

(*) Au cours des mémoires de cette série lorsqu’il sera question de Pro-

téines « libres » 4 point isoélectrique acide on n’emploiera que Pexpression :

protéines 4 point isoélectrique acide. D'ailleurs dans le cadre des premiers
mémoires de cette série, relatifs a différentes études sur des modéles a Pro-.

téines acides quelconques (ne provenant pas du méme type de cellules (I‘%E'
la protéine basique) nous n’avons utilisé que des combinaisons entre prote!
nes a point isoélectrique hasique et protéines « libres » a point isoéle
acide ; ces derniéres, sauf les euglobulines qui présentent certaines P
priétés intermédiaires entre les albumines et les protéines combin
plasmiques, sont dépourvues des propriétés des constituants submmrosgf’“eS
ques du cytoplasme. Dans d’autres recherches, nous étudierons des SYPt‘;n
constitués par des protéines 4 point isoélectrique basique et des constitl
protéiques & point isoélectrique acide extraits de cellules. .

(**) Que nous devons & la générosité des Laboratoires ROUSSEL 2
tion desquels nous adressons nos sincéres remerciements.

ro-

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1950. 32. ~N°s 9-10.
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nsolubles (soit en eau distiljg
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part nos études sur le mode (’ae
3]). Ces conditions nécessaires
t Vaffinité de combinaison @fay
atures possibles de 1a combinaiggy

st broyé le plus tét possible aprés l’abatage des animaux dans un
poulin & viande. La bouillie est placée dans 5 litres de HCI N/1 pen-
dant 1-2 heures a la température du laboratoire (ce liquide se con-
serve pendant plusieurs semaines 4 + 4° C). On centrifuge alors a
roid 2 3700 t/m pendant 20-30 minutes (centrifugeuse « Interna-
tonal ») et on décante sur de la gaze. Le liquide trés opalescent est
i’g[ﬂrs précipité par 3 volumes d’acide picrique a saturation et centri-
| fugé. Le culot de centrifugation est repris par une série de mises en
| suspension — dans de I’éthanol a 95° + quelques gouttes de HQSO_4
| oncentré — et de centrifugations jusqu’a ce que le surnageant soit
limpide et incolore (précipité blanc de x grammes). On reprend alors
" ce précipité par 8-10 x d’eau distillée en agitant et on laisse en contact
[ yne nuit & + 4° C. Aprés ce temps on centrifuge a 4000 t/m pendant
. %) minutes et on dialyse le surnageant opalescent dans des sacs de
. collodion (voir ci-dessous) pendant 30 heures contre de ’eau distillée
" changée 4 fois. Aprés une nouvelle centrifugation le liquide opales-
" - cent est conservé 4 4 4° (. Notre préparation-stock renfermait 0,03 g
: | d'azote Kjeldahl/100 cm3 et des traces de phosphore (PH = 17,5).
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- Protéines point isoélecirique acide. — Nous avons utilisé des pro-

% lines du sérum-de cheval que nous avons préparées de la facon sui-
yante :

a) ‘albumine amorphe : on se débarrasse des globulines par précipi-
fation du sérum par (NHy),S0, a4 1/2 saturation et centrifugation ;
on précipite ensuite le surnageant limpide par (NH,),S0, de facon
A amener la concentration finale & la saturation théorique en silfate
4 Uammonium. Apres centrifugation le précipité est dissous par adjonc-

| lion d’eau distillée et la solution protéique est mise & dialyser en sac
“de collodion contre de leau de conduite pendant 24 heures, puis
pendant- 24 heures contre de I'eau distillée changée 2 fois (& 4+ 4°°C)
et on termine par une centrifugation a froid. La solution. plus - ou

- moins jaune est conservée & + 4° C,
AL ET TECHNIQUES. _b)‘albumine cristallisée - nous avons utilisé 1a technique classique
de cristallisation au point isoélectrique. On se débarrasse. des globulines
@ bar précipitation par (NH),S0, a 1/2 saturation et centrifugation et
vons trouvé : N (Kjeldahl) p. 100__ ¥ filtration s’i] y a lieu jusqu’a obtenir un liquide limpide que I’on améne
se est limpide et incolore. ~ . dors i Popalescence par adjonction de H,S0,. On place aussitot a 1a
avons préparé de la facon sui~ = 8 Aglaciére (+ 4° C) et on agite le liquide le plus souvent possible. Géné-
Jraissé mécaniquement au mieux, ; Fal'ement aprés une nuit on obtient un précipité cristallin (fines ai-

. guilles) que I'on redissout par adjonction d’eau distillée légérement
érie lorsqu’il sera question de pro- decalinisée s°il y a lieu par de Pammoniaque diluée. On dialyse 24
de on n’emploiera que 1éeXP1'f_iSr!‘]"i'e‘l;’- 4 leures contre de I’eau courante puis 24 heures contre de l'eau dis-
?flllltl:;”éstu%igss‘lli gacee des, pre pro-. § llée changée 2 fois (+ 4° C). Nous nous sommes rarement servi de
pas du méme type de cellules que= = Préparations d’albumine cristallisée qui avaient été cristallisées 2 fois,

X o . i- » . , . ’ b e S5 v
que des combinaisons entre PP}?“-‘:W fallure qy phénomeéne que nous étudions se présentant similairement
ines « libres » a point isoélectriq]

‘que. — Nous nous sommes servi el

lines qui présentent certaines pro-—- . 4 e Palbumine ait &té cristallisée une ou deux fois,

3 combinées cyto- . . oy s s , . . .
tee‘ss eéeiesco‘;ﬁ’ffgﬁﬁis submicroscopi= & ﬁAf‘lC{e adénosinetriphosphorique. — Nous devons notre préparation
rches, nous étudierons des s}(a‘te;lﬁ - 2 genérosité des Laboratoires Schwarz (N-Y) que nous remercions
ectrique basiqi:el et des constitus o \{Wement. C’est un ATP de fermentation sans baryum ; il renferme

- { e RN 0 — DY . . i
:jlf;tlioﬁsco(i:isuffghssm 4 la Direcs &0 = 12,35 p. 1006 ; P = 14,85 p. 100 ; N/P = 0,83.

25 remerciements. BeLL, gpp CHDM. BIOL., 1950, 82, x°% 9.10.
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Technique de dialyse. — Nous préparons nos sacs avec du collodion
4 Péther a4 5 p. 100. Chaque sac est monté sur une petite bouteille
(denviron 50 cm? de capacité) sans fond et possédant un goulot si
possible conique. La fixation ‘du sac se fait par collage au collodion,
On ferme le goulot de la bouteille par un bouchon en caoutchouc de
telle sorte que celui-ci serve de piston. On comprime ainsi I'air con-
tenu dans Pespace clos bouteille-sac. Notre dispositif permet une dia-
lyse sous pression sans montage spécial.

Photométrie. — Nous nous sommes servi dun électrophotomeétre
Klett-Summerson et les mesures ont été exécutées en placant les solu-
tions étudiées dans des tubes calibrés Klett-Summerson.

pH-méirie. — Nous avons utilisé I’électrophotometre Meci avec une
électrode en verre ‘Corning.

RESULTATS.
Allure du phénoméne.

Exemples :

1) Soit un systéme obtenu par ladjonction de 4 cm3 d’albumine
amorphe (A) a 0,213 g N/100 cm 2 + 1 cm3 de sulfate d’histone (H)
a 0,03 ¢g N/100 cm3. Il donne en lumiére bleue et 4 21° C (Tableau I) :

TABLEAU L
Valeurs opacimétriques aprés
Désignation -

15 sec 7 min 20 min 25 min
A+ H........ 290 290 270 280—290
A4 H/2...... 210 250 209 219
A+HE...... 105 145 160 160
A4 H/8...... 37 70 69 : 76

2) Soit un systéme obtenu par Padjonction de 4 cm? d’euglobuline
(E) 4 0,023 g d’azote/100 cm3 (en eau physiologique) + 1 cm3 de S“!‘
fate d’histone (H) a 0,03 g d’azote/100 cm3. Il donne les valeurs 0pacE.

métriques suivantes (écran bleu ; 6 = 21° C ; lectures aprés 15 M=oy
nutes) : L A
E+ H —> 230-234 (pH 7,26) S
E + H/2 —> 176 (pH 7,0) LR
E + H/8 > 57 ' (pH 66 ) ,:

E + 1 cm3 H20 physiologique > 12 ; ; %

Aspect au microscope optique.

Nous n’avons jamais pu discerner de filaments mais toujours S
granules isolés ou en agrégats. Ces granules pouvaient avoir 1-1,9

les agrégats étaient surtout nets aprés la floculation d’un systeme fﬂn, i}
sidéré, floculation qui apparaissait avec des systémes du tYPE 1
ci-dessus aprés quelques heures 4 22° C ou a 4° C. ‘ - i

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1950, 32, ~°* 9-10.
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optique en lumiére bleue — 21
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ond & un systéme : 4 parties d’euglobuline §
M) pour 1 partie de sulfate de =2lmine
/em3 (en eau distillée).

La courbe III corresp
6,24 mg N/cm? (dans KCl 0,1
4 0,35 mg de sulfate de salmine

Les variations du pH ont été obtenues par adjonction soit de NaOH

soit de HCl ou de H,SO,. Les hauteurs différentes des courbes s’expli-
quent par des quantités différentes des protéines mises en jeu dans
chacun des systéemes. )

Réversibilité. — ILes résultats ri-dessous montirent que le phéno-
meéne lié au pH est réversible.

Soit un systéeme constitué par : 40 em? d’albumine amorphe a 0,106 g
N/100 cm?® + 10 cm? de sulfate d’histone a 0,0038 g N/100 cms3. Sa
valeur opacimétrique en lumiére bleue, a 22° G, aprés 15 minutes est
95. On préleve 10 cm? de ce systéme et on en fait 2 parts de 5 cm?
chacune, soit AH pour chaque fraction aliquote. Les valeurs opacimé-
iriques suivantes ont été obtenues en lumiére bleue, a 22° C, apres

90 secondes :

a) AH + 1/10 cm?
b) AH + 1/10 cm? NaQH =

HCl = s+ N/100—>110
w N/100—> 75 + 1/10 cm3 HCl = 100 —>92
Le phénoméne n’est pas réversible si on utilise de trop grandes
quantités d’acide ou de base minéraux car il se forme dans ces con-
ditions une quantité suffisante de sel minéral (ici NaCl) pour amener
la dissociation du complexe hétéropolaire considéré C’est 14 un point
important si on le considére du point de vue de la « dénaturation »
des protéines et nous Pexaminerons dans un travail ultérieur en uti-

lisant particuliérement la dialyse.

f=a}
o

o
o
T

Graduations opacimetriques
w £
S =)
’/

~N
o

TNemeNaCl

Srees KCL

0 BT 02 03 0% 05 06 07 08
Fic. 2.
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SUR LA CONSTITUTION DU FUSEAU ACHROMATIQUE.

Action des sels.

Par leur force ionique ils agissent en diminuant 'opacité d’un sys-
teme considéré (dissolution nous ‘admettons une dissociation du
complexe hétéropolaire en ses constituants). La figure 2 montre & titre
dexemple les courbes correspondant 4 I'action de NaCl et de KCl sur
un systéme : 4 parties de cristalbumine & 0,0168 g N/100 cm3 pour
1 partie de sulfate d’histone a 0,0038 g N/100 cm3 (eau distillée). Lec-
tures en écran rouge a4 21° C ; pH = 6

La figure 3 indique le comportement particulier d’un systéme : 4 cm?
d'albumine amorphe 4 0,213 g N/100 cm? pour 1 cm3 de sulfate d’his-
tone 4 0,03 g N/100 em3 (eau distillée) en présence de sulfate d’ammo-
pium a saturation (environ 5,8 M) de pH 4,35 Lectures instantanées
en lumiére bleue a 22° C (ordre de grandeur de Peffet de dilution —

1 cm3 d’eau distillée ajoutée au systéme de valeur opacimétrique

325 — : 185). On remarquera que cette courbe est approximativement
Pinverse-de celle que montre une désoxyribonucléoprotéine en pré-
sence de différentes concentrations de NaCl.
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Allure en fonction des proportions relatives des constituants.

Soit : une solution de cristalbumine (A) a4 2364 mg N/1 (pH 6,25) en
eau distillée et une solution également en eau distillée de sulfate de
salmine (S) 4 35 mg de sulfate de salmine/100 cms3.

Le Tableau II résume nos résultats lorsque la solution de sulfate de
salmine n’est pas neutralisée (pH 4,3) et le Tableau III lorsqu’une
solution-sceur de sulfate de salmine est & pH 7,0 (neutralisation par de
la scude ’ou présence de petites quantités de Na,50,) ; 6 = 24° C.

BULL, STE. cHIM. BIOL., 1950, 32, ~*7 9-10.




i 5. FNBAR. SUR LA CONSTITUTIO:
TABLEATU II. Action de sub.
: — 3i le fuseau achromatique ¢
I Valeurs opacimétriques \ “’:P;t : e ry— q .
i Valeurs en cm3 de (écran hleu) proieie a p - bl
i ) ) sique, de tels systémes doiven
‘ ] o pH finel liere vis-a-vis des substances
‘ A S Instantanées Apres exemples :
' , (15 sec) 15 min 1) 1 em? de taurocholate de
mis en presence sur le fuseau a été décrite par
0 69 sur un systéme : 4 ecm3 d’albt
&5 0,5 198 18 ’ (A) + 1 cm3 de sulfate d’histon
p 1 260 240 5,8 valeurs opacimétriques suivante
3,95 1,5 175 - 5,65 AH avant‘
" 2 40 29 5,60 (15
5,5
2.5 2.5 2 2 . || Taurochlorate ...... s 16
5,40 8 X o g
2 3 ! . . ||Témoin_de dilution :
1.5 35 0 0 5,2 3 eau distillée,,..... 15!
’ b -
1 % 65 i On voit que le taurocholate s
0,5 4,5 0 9 : | sultat n’est pas démonstratif car
. sérumalbumine il précipite le st
TABLEAU III. | avec la l-colchicine (Houdé) qui
. ni le sulfate d’histone,
Valeurs opacimétriques i 2) 1 cm 3 de colchicine a (,2
Valeurs en cm? de _ (écran bleu) § itme précédent (cf 1) dans les
pH final '. suivantes :
A ‘ S Instantanées Aprés E
: (15 sec.) 15 min 1 AH av
mis en présence E E
. 4
5 5 ‘ 0.5 185 173 6,35 , : CO]ChiCiDe............--
4 1 1290 250 6,45 4 |Témoin de dilution : eau
5 1,5 290 204 6,25 distillée ..............
3, ) R
. . 258 200 6,30 . %U encore dans les rapports vol
Méme préparation d’albumin +
175 6,35 prep e
2.5 2,5 »230 ,_?’_6_- . Sulfate d’histone dans les mémes
2 ; wo | te0 |66 :;
15 3,5 145 1o | 6% i 3 Al e
9 6,6 1
1 4 1 48 — .
0,5 4,5 0 0 6,700 .COlChicine..............
E) 2 .

]%H & (| Eau distillée

A/SE
o

R I I

P N . A ante du
On voit que c’est dans la relation pratiquement 1n’c}[9:penglaire) i
(dans le domaine de comptabilité pH — co‘mplexe‘ hel-leroap)parait
en volumes que la combinaison est maximum ; e ed' ‘};uterons 5
comme n’étant ni equi-moléculaire ni isoazotée. Nous dis
rieurement la signification de ce point.

I8y .

14 LI-,‘Q colchicine renforce donc I'état
& dlactérisé par leur insolubilité,
L — BIOL., 1950, 32, n°s 9-
BULL. STE. GHIM. BIOL., 1950, 32, ~n°s 9-10.
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SUR LA CONSTITUTION DU FUSEAU ACHROMATIQUE, 711
EAU II. Action de substances mitoclasiques.
Valeurs opacimétriques e f}lseal_l a.chrf)mat{que est. constit'l}e par un s.ystfeme 'du type
(écran bleu) ne a point isoélectrique acide-protéine a point isoélectrique ba-
de tels systémes doivent se comporter d’une fagcon particu-
tantanses >Ap['é§ PH final- vis-a-vis des substan_ces mitoclasiques. Nous prendrons deux
= . nples :
15 sec) 15 imin 1 cm? de taurocholate de sodium a 0,5 p. 100 — dont Paction
e — e fuseau a été décrite par Devsson et DeyssoN [36] — agissant
198 180 6.9 un systéme : 4 cms3 d’albumine amorphe a 0,213 g N/100 cm3
g T 7+ 1 cm3 de sulfate d’histone a 0,0075 g N/100 cm3 (H) donne les
260 210 5,8 - rs opacimétriques suivantes (écran bleu 50 = 22° Q)
175 150 5,65 \\
_— AH avant adjonction|AH apres adjonction H.final
40 39 5,60 (15 min) (13 min) pi-lina
2 2 5,5
- rochlorate ..., .. 160 190 6,45
1 1 5,40 -
_ oin de dilution
0 0 5,2 u distillée.. .. ..., 155 124 6,55
0 0 4,8 , ‘ .
0 0 4.65 voit que le taurocholate superprécipite le systéme mais ce ré-
] n’est pas démonstratif car si le taurocholate ne précipite pas la
albumine il précipite le sulfate d’histone [21]7 d’ou notre étude.
AU IIL a l-colchicine (Houdé) qui elle, ne-précipite ni la sérumalbumine
sulfate d’histone, ;
‘aleurs opacimétriques ' 1 cm 3 de colchicine a (,2 p. 100 (pH 6,35) agissant sur le sys-
(écran bleu) précédent (cf 1) dans les mémes conditions donne les valeurs
pH final tes : -
antanees Aprés _
5 sec.) 15 min AH avant adjonction AH aprés adjonction
(15 min) i (15 min)
185 173 L chicine.............. 155 160
290 250 g5 in de dilution : eau ' :
290 204 6,25 istillée . ........ o5 s 155 125
258 200 6,80 ncore dans les -rappof*ts volumétriques suivants : 4,5 cm3 de la
230 175 6,35 e préparation d’albumine 4 0,5 cm3 de la méme préparation de
; p— 6.6 te d’histone dans les mémes conditions que précédemment :
20 ) 5 :
145 110 6,55 AH avant adjonction AH aprés adjonction
P 6.6 (15 min) . (15 min)
51 »
0 0 6,75 hicine,............. 104 125
: - distille
pratiquement ind-épendar}te du P LTS PTTO 104 86
H — complexe hétéropolaire) 4 A/S

st maximum ; elle apparait dcﬁl
ni isoazotée. Nous discuterons u &

yint,
0.

hicine renforce donc U'état de moin
térisé par leur insolubilité.

STE. CHIM. BIOL., 1950, 32, ~°s 9-10.
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un tel systéme & un écouleme
4 la méme vitesse mais penda
nombre de filaments qui peuv
tére quasi-instantané, dans ce
rotative indique que le phénom
tation — chocs suivant les lig)
gélificction linéaire. Ces ligne.
térialisées, si on regarde en efl
4 biréfringence d’écoulement,
brillantes ayant comme ravo’r
lindres utilisés. Les fils ainsi ol
ni avec la- colchicine. '

La plasticité des systémes
p:r_otéine a point isoélectrique
suivants : lés formations nén
fugées a 12.000 t/m pendant
tube de centrifugation en forr
venant de la déformation des
pression de gravité.

Nous avons également essayé Péthyluréthane & 0,2 p+100, Te cacody:
late de sodium 2 0,001 N [37] mais ces agents n’ont pas superprécipit
nos systémes protéiques et le cacodylate les a méme neitement dissous
il est possible qu’en ce qui concerne cette substance nous soyons:.en
présence d’une propriété commune des sels (dissolution par augme!
tation de la force jonique) et a ce sujet il nous parait important d

_ sister sur ce que les études in vitro doivent étre interprétées avec pz
dence étant donné que le phénomene considéré — par exemple dar
nos recherches : Popacité, la biréfringence d’écoulement [38] —
stre influencé par des conditions fonciéres non spécifiques com
Leffet de pH propre 2 chaque corps studié (par exemple la coc
ou Veffet 'salin soit que l'on travaille en présence de tampons soit
Ion utilise la substance sous forme d’un sel (par exemple Phyd

chlorure de cocaine).
Gélification. — Obtention de fils et de films..

- Nous avons constaté que si on cenirifuge par exemple un ‘sys
albumine amorphe ou cristallisée-salmine en eau distillée on ob
un culot de centrifugation qui est un gel transparent et légeére
teinté de jaune (albumine concentrée) ou violacé (albumine diluée
ces gels sont solubles dans les solutions salines de force ionique col
nable dans des conditions analogues a celles des mémes systémes di
en milieu aqueux. Dans le cas albumine-salmine cette gélificati i
remarquable, elle souligne Panalogie entre de tels systéemes et le
bulines les plus condensées. Avec des gels albumine-salmine
avons obtenu des formations filiformes trés évanescentes en les i
flant dans de V’eau distillée suivant la technique classique de Wi
[39] pour Yobtention de fils de myosine. Par contre les gels d’
buline-salmine ou méme d’euglobuline seule donnent dans les {
‘conditions des formations filiformes moins labiles mais cassa
Jusqu’a présent nous n’avons pu obtenir de synérése avec de tel
ni avec PATP acide ou sous forme de sel sodique dans les condi
‘décrites par SZENT-GYORGYI pour les fils de myosine [40] ni méme
la colchicine qui pourtant superprécipite nos systémes dilués en mili€
aqueux ; c’est un point que nous réexaminerons dans des reche
ultérieures. Nous avons également obtenu des formations némat
par agitation rotative : ‘ )
Exemple : 2 3,5 cm3 d’albumine cristallisée & 2496 mg N/1.d€
distillée on ajoute 11 cm? de sulfate de salmine 2 215,4 mg N/1
distillée, on dissout le systeme dans le minimum de NaCl w M/2
ajoute de l'eau distillée goutte a goutte en agitant circulairemen
dant 30 minutes, on obtient généralement des filaments de 2 ™
long. On peut accentuer le nombre de filaments en faisant tour
systeme pendant une minute a 3750 sec™* dans Pentrefer d’un
reil a biréfringence d’écoulement. En collaboration avec M. Jor
an systéme albumine-salmine en eau distillée non redissous, noUS:
constaté que ’'on obtenait déja des filaments de 1,5 mm de long enyid Si 1 . .
4vec un temps de rotation de 10 secondes 4 3750 sec™ ; si on souftie : i Pon considére que le fu
substances de -type myosiniq
tion de Tacide adénosinetri
ment. Nous avons donc étud
étant bien entendu, répétons-

Remarque sur la révélation
plexes hétéropolaires que no
leur nature semi-artificielle, d
sées (orientées) que sont les
convient d’avoir constammen
cytoplasme fondamental est u
[42] et dans certains cas, si ¢
Dans le cas d’une structare p
_renforcera cette structure ou ¢
me modéle d’une telle éventu:
d1:sti11ée obtenu par refroidiss
gélatine portée 4 45° C ; dans
vcire fibro-lamellaire. Si on
hypodermique (en la déplaca:
tone par exemple a 0,03 ggl\'
formation de zones de précig
gentes. (Si on remplace la sc
distillée et si on procéde de 1
lamellaires mais non blanchi
gence différente et qui dispar:
agent de précipitation — com
se comporte comme le sulfate
que sur les plans vecteurs en
[46] et de ScHAEDE [47] selo:
lamelles {voir aussi [48, 49, 5

Comportem:

me euglobuline-salmine on obtient également:
c. de plus Peuglobuline seule précipitée par
et blanc aprés centrifugation

(*) Avec un systé
mais opaque et blan
présente sous forme d’un gel opaque

suLL. STE. GHIM. BIOL., 1950, 32, n°° 9-10. BULL. STE. CHDM. BIOL., 1950, 32,




SUR LA CONSTITUTION DU FUSEAU ACHROMATIQUE. 713
un tel systéme 4 un écoulement laminaire dans le méme appareil et
4 la méme vitesse mais pendant 2 minutes on obtient un plus grand
nombre de filaments qui peuvent atteindre 4 mm de long. Le carac-
tére quasi-instantané, dans certaines conditions, de la filamentation
rotative indique que le phénomene est di aux chocs immédiats d’orien-
tation — chocs suivant les lignes de courant — qui conduisent & une
gélificction linéaire. Ces lignes de courant sont en quelque sorte ma- -
térialisées, si on regarde en effet dans le systéme optique de I’appareil
4 biréfringence d’écoulement, on constate la présence de lignes ires
brillantes ayant comme rayon de courbure celui du systéme de cy-
lindres utilisés. Les fils ainsi obtenus ne se contractent ni avec "TATPNa
ni avec la colchicine. : = "

La plasticité des systémes protéine & point isoélectrique basique-
protéine & point isoélectrique acide est encore illustrée par les. faits
suivants : les formations nématiques (obtenues par rotation) centri-
fugées 4 12.000 t/m pendant 30 minutes se déposent sur le fond du
‘tube de centrifugation en formations aplaties — en pellicules — pro- .
venant de la déformation des gels filamenteux sous linfluence de la
‘pression de gravité. ‘ ) B

Remarque sur la révélation de structures organisées, — Les com-
plexes hétéropolaires que nous étudions constituent seulement, par
-leur nature semi-artificielle, des modeéles des structures hyperorgani-
sées (orientées) que sont les appareils cinétiques des cellules ; or il
convient d’avoir constamment a4 I’esprit certaines considérations : le
ytoplasme fondamental est un milieu déja gélifié [41] déja micellaire
42] et dans certains cas, si ce n’est dans tous, structuré [43, 44, 45],
Dans le cas d’une structure préexistante la combinaison hétéropolaire
renforcera cette structure ou en réorientera les éléments. Prenons com-

‘me modéle d’une telle éventualité un gel de gélatine a 5'p. 100 en eau
. distillée obtenu par refroidissement non perturbé jusqu’a 21° C d’une
.gélatine portée a4 45° C ; dans ces conditions le milieu est fibreux [58]
. vcire fibro-lamellaire. Si on injecte 4 la seringue, avec une aiguille
‘hypodermique (en la déplacant ou non) une solution de sulfate d’his-
tone par exemple 4 0,03 g N/100 cm3, on obtient instantanément la
formation de zones de précipitation lamellaires blanchatres, biréfrin-
¢ gentes. (Si on remplace la solution de sulfate d’histone par de I’eau
-distillée et si on procéde de la méme facon on obtient aussi des zones
amellaires mais non blanchétres, visibles seulement par leur réfrin-
ence différente et qui disparaissent d’ailleurs rapidement). Tout autre
agent de précipitation — comme ’acide trichloracétique a 10 p. 100 —
e comporte comme le sulfate d’histone. Nous avons fait cette remar-
que sur les plans vecteurs en considération des conceptions de Brrar
46] et de ScHAEDE [47] selon lesquelies le fuseau serait constitite de
amelles (voir aussi [48, 49, 50, 51, 52]).

Comportement vis-a-vis de I'A.T.P.

Si Pon considére que le fuseau achromatique est constitué par des
ubstances de type myosinique [53] on examinera avec intérét ’ac-
ion de l'acide adénosinetriphosphorique (ATP) sur son comporte-
Mment. Nous avons donc étudié Paction de PATP sur nos complexes,
tant bien entendu, répétons-le, que nos systémes protéiques ne cons-

' BULL. STE. CHIM. BIOL., 1950, 32, n°* 9-10.




714 B. RYBAK.

tituent que des modéles de constituants du fuseau achromatique étants
donné que les protéines a point iscélectrique acide que nous utilisong:
proviennent du sérum et non du cytoplasme de cellules. :

Soit un systéme : 4 cm3 d’euglobuline en solution KCI 0,1 M (pH
6,65 ; N/cm? = 0,24 mg) (E) + 1 cm3 de sulfate de salmine a 0,35
mg/m3 (pH 5,3) (S). Nous étudierons Padénosinetriphosphate de sq..
dium a 0,1 p. 100 et pH 6,55 (ATPNa) et. a titre comparatif, la l-coL
chicine 4 0,1 p. 100 et pH 5,9 (C) par opacimétrie (lectures 2 22°C en”
lumiére bleue) ; tableau IV.

TABLEAU 1V,

Valeurs Valeurs
opacimétriques opacimétriques
Ne Systeme —————————| Adjonction d¢ |[—m—-—1—
Instan- 15 mi Instan- _
tanées min tanées |15 min
1 |4cm3E41cm3S| 190 200 |1 cm?® ATPNa 165 | 158 | 6.45:
2 |&cm3 E41 cm3 o
Hy, dist....... 0 0 [1 cm3 ATPNa 0 7
3 [4cmPE+41cm3S 190 . 200 |1 cm3 eau dist. 170 166
4 (3 cm® E41 cm3 " :
Hy, dist...... 0 0 |1 cm?3 eau dist. 25 - 39 | 6,3
5 |4cm3E4-1cm3S 190 200 |1 cm3 C 212 209 | 6,3
6 |4cm®E+1cm3S '
Hyg dist...... : 0 0 (1 cm3C 45 70 | 6,3

On voit que PATPNa dissout le complexe E-S (*), nous avons d’ail-
leurs pu constater qu’il dissolvait également les systémes albumine
histone ou albumine-salmine. Cette action de PATPNa doit étre attri

quera a ce sujet que la colchicine précipite I’euglobuline seule (com
parer les n°* 4 et 6) ; or, comme le font dans une certaine mesure les:i
myosines, les complexes albumine-histone ou albumine-salmine se
comportent comme des globulines et A ce sujet il est intéressant de rap-
peler que lg colchicine posséde une propriété contracturante sur- les
muscles du, squelette [59] ; d’autre part il est vraisemblable que la
colchicine est un agent superprécipitant également vis-a-vis des pro-
téines combinées (difficilement extractibles) a point "isoélectrique
acide du cytoplasme et qu’en conséquence sa propriété mitoclasique
pourrait provenir en grande partie de son action sur les substrats cyto-
plasmiques. Nous examinerons dans le prochain mémoire de cette

étude de I’action du pH (Courbe III, fig. 1) et qu'en conséquence, les résul-,
tats du Tableau IV sont d’autant plus démonstratifs.

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1950, 32, ~°% 9-10.

(*) Soulignons que le systéme E-S étudié est celui qui a fait Pobjet d’une
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its du fuseau achrematique étap
:ctrique acide que nous utilisong
oplasme de cellules. ;
dine en solution KCl 0,1 M (pH -
m3 de sulfate de salmine 3 0,35
s l'adénosinetriphosphate de so.
) et, & titre comparatif, la I-col-
opacimétrie (lectures a 22°C ep

e si les complexes hétéropolaires étudiés ici possédent une acti-
AT Pasique. )

Ezxistence d’un complexe insoluble Polymixine-sérumalbumine.

“En vue de généraliser la réaction protéine 4 point isoélectrique ba-
sique-protéine & point isoélectrique acide nous avons cherché si un
tibiotique polypeptidique basique, comme la polymixine, pouvait

er des complexes insolubles avec de Palbumine par exemple et

nous avons effectivement constaté que de tels complexes pouvaient
ister réellement.

A :
lure du phénoméne. — Soit une solution en eau distillée de sulfate
Valeurs polymixine B 4 445 mg/100 cm3 (1 mg = 4635 unités antibiotiques)
opacimétriques - et une préparation d’albumine amorphe 4 2496 mg N/1 également
ljonction de [——— | PH - eau distillée (A). Les lectures opacimétriques sont faites en lumiére
Iostan- | . . | fina ue 4 21°C aprés 15 minutes. On obtient : :
tanées 3 — pour 25cm3 A + 25 cm3 P : 125,
I — pour 2,5 cm3 A + 25 cm3 eau distillée : 75 (témoin de co-
03 ATPNa 165 158 | 6,4 ion (*)) '
‘ ' Superprécipitation par la colchicine. — -Substrats utilisés -
12 ATPNa 0 7 | 6,457 £ . . " ]
- meme preparation de polymixine que ci-dessus (P)
Beaudist. | - 170 166 albumine amorphe 4 2464 mg N/1 (A)
= — l-colchicine 4 103 g/1 = M/400) (9]
13 eau dist. 925 - - 39 | 6,35 “Lectures opacimétriques en lumiére rouge a 22°C (Tableau V).
1B C 212 209 | 6,35 : TABLEAU V.
13 C 45 70 | 6,30 Valeurs opacimétriques apres
: Désignation
5 5 min 45 min 90 mi
iplexe E-S (*), nous avons d’ai i
alement les systémes albumine- 3 3 ;
tion de PATPNa doit étre attri- cm®A + 1 cm C’ """""""""" g z 8
dissout également les complexes - cm3P +1cem3C...... S e 10 8 9
H qui intervient. Par contre la > 3 z ;
:nt superprécipitant. On remar- 1 cm? A 4 1 cm?® P+ 1 cm3 eau dist.. .. 19 | 23 -7
:cipite 1’euglobuline seule (com- t cm3 A <+ 1 cm®P 41 cm3 [ 22 28 39
nt dans une certaine mesure lés: =

‘stone ou albumine-salmine se.:
ce sujet il est intéressant de rap--
ropriété contracturante sur- les
art il est vraisemblable que la:"
nt également vis-a-vis des pro-
wctibles) & point “isoélectrique
ence sa propriété mitoclasique ¢
on action sur les substrats cyto-"
le prochain mémoire de cette

‘On voit que le phénomeéne est moins net ici qu’avec le systéme sal-

e-albumine par exemple, toutefois I’intensité de la précipitation est
ement considérablement. moindre avec la polymixine qu’avec la
ine ou Ihistone. I est possible que la colchicine renforce Pactivité
biotique de la polymixine B.

CONCLUSIONS.

Les principaux arguments chimiques découlant des expériences rap-

. LOrtées dans ce mémoire qui tendent — indirectement — a4 démontrer
% est celui qui a fait objet d’une
) et qu’en conséquence, les résul-

: Jaune.
onstratifs.
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notre hypothése sur la constitution du fuseau achromatique sont
suivantes

1) la réaction est instantanée et a lieu dans des pH physiologiques

2) la forte condensation entre les molécules-des constituants carg
térisée par la formation de gels plastiques de solubilité considérab]
ment plus'faible que celle des constituants est en bon accord avec [
résultats de Mirsky [56] sur la perte de solubilité des protéines oy
laires aprés la fécondation (*) et avec ceux de BELAR [57] qui a mg
tré par microchirurgie le caractére relativement rigide des cones
fuseau (**) ; E

3) la combinaison — aussi bien diluée en milieu aqueux que so
forme de gel — est labile dans certaines conditions pouvant étre phy=
siologiques (influence des sels) ;

4) la colchicine superprécipite nos systémes (augmente Détat
moindre dispersion caractérisé par la précipitation — opalescence -
et on peut concevoir que son activité mitoclasique est liée a cette
tion superprécipitante : dans les cellules soumises & son action I
complexes -~ préfibrillaires en formation seraient immédiatemen
« fixés », d’out une inhibition plus ou moins totale dans le développes
ment des structures radiantes. :

RESUME,

1) On a étudié photométiriquement le comportement de complex
protéine a point isoélectrique basique (sulfate d’histone ou sulfate-
salmine) — protéine 4 point isoélectrique acide (sérumalbumine a
phe ou cristallisée ou sérumeuglobuline) en milieu aqueux vis-a-vi
PH et de la salinité (NaCl, KCl, (NH,) ,S0,) ainsi que les proportio
de combinaison. S

2) La colchicine superprécipite ces systémes protéiques tandis gu
Yadénositriphosphate de sodium les dissout. :

3) Ces complexes se présentent sous forme de gels aprés centri
gation. On peut obtenir des fils par insufflation des gels ou par ro
tion des complexes dilués dans de I'eau (particuliérement dans !’
trefer 'd’un appareil 4 biréfringence d’écoulement). Jusqu’a prés
nous n’avons pu obtenir de contraction de ces formations ni par A}
ni par la colchicine. Les fils obtenus par rotation forment des peiL
cules par centrifugation 4 grande vitesse. Ces complexes se présent
en définitive comme des protéines de structure. )

4) La polymixine B forme également un complexe insoluble en &
distillée avec la sérumalbumine, ce complexe superprécipite aussi pa
la colchicine. Cette propriété de la colchicine parait caractérist
des substances ‘globulinoidiques.

SUMMARY,

1) One have studied photometrically the behavior of complt{ s
protein of basic isoelectric point (histone sulfate or salmin sulfate

(*) On peut considérer que lorsqu'ils sont engagés dans le comp
chacun des constituants est dénafuré puisqu’il a perdu ses propriétés prop:

(**) A rapprocher de ceci : 1) les résultats de RunnsTrEM [33, 34, 35,
2) notre premiére conception sur les constituants du fuseau — interventiye
des lipides — ; 3) ce que nous disions aun début de ce mémoire sur 19 miode:
de liaison entre les protéines & point isoélectrique acide et protéines a P
isoélectrique basique (présence de lipides). :

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1950, 32, ~°s 9-10.
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rotein of acidic isoelectric point (amorphous or crystallized ser-
malbumine or serum-euglobuline) in aqueous medium towards pH
nd salinity (Na Cl, KCl, (NH,) ,SO,) as well as proportions of com-
ination.

2) Colchicine superprecipitates these protein systems whereas aden-
sintriphosphate dissolves them.

3) These complexes appear in gel form after centrifugation. One
an obtain threads by insufflation of gels or by rotation of complexes
elucted in water (particularly inside the jacket of a streaming bire-
ringence apparatus). We have been unable to obtain contraction of
hose formations neither by ATP nor bu colchicine. The threads
btained by rotation form pellicles by high speed centrifugation. Those
omplexes occur finally like' structure-proteins.

4) Polymixine B gives also an insoluble complex in distillated
ater with serumalbumine, this complex superprecipitates also by
olchicine. This property of colchicine seems characterlstlc of glob-
linoidic substances."

ZUSAMMENSETZUNG,

1) Das Verhalten -von Komplexen Eiweiss mit basischem:' isoelék-
rischem Punkt (Histonsulfat -oder Salminsulfat) — Eiweiss mit saue-
em isoelekirischem Punkt (gestaltloses oder kristallisiertes Serumei-
eiss oder Serumeuglobulin) in wassrlger Phasis in Bezug auf pH und
Salzinhalt (NaCl, -KCl, - (NH,),S0,) sowie die Blndungsverhaltmsse
ind photometrisch untersucht worden.

- 2) Diese Eiweisssysteme werden von Colchicin iiberausgefillt und
yon Natriumadenosintriphosphat gelost.

3) Nach Zentrifugierung bieten sich diese Komplexe in Form von
Gel dar Es ist moglich, durch Einblasen des gels oder Drehen der im
. Wasser gelosten Komplexe (hauptsichlich- in Zwischenraum eines
tromdoppelbrechungsapparats) Fiaden zu erhalten. Es ist uns bisher
cht gelungen, weder durch Adenosintriphosphat noch durch Colchi-
cin.cine Zusammenziehung dieser Komplexe zu erhalten. Nach hoch-
ascher Zentrifugierung bilden die durch Drehen erhaltenen Fiden
ilme. Diese Komplexe bieten sich schhesshch als Strltktwrproteme
dar.

4) In distilliertem Wasser bildet auch Polymixin einen unldslichen
{omplex, wird auch von Colchicin iiberausgefillt. Diese Eigenschaft
t der Colchicin scheint fiir die globulinoidischen Substanzen charakte—
- ritisch zu sein,

{Laboratoire de Physzologze du Service de Chimie The1apeutzq11.v
de UInstitut Pgsteur de Paris).

Nous adressons nos sincéres remerciements au Professeur et a4 Ma-
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