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On sait, depuis les t ravaux de COHN 1, que la solubilit6 (S) d'une protdine est une 
fonction du PH et de la force ionique (~) du milieu, de la forme 

S = f (It, PH) = e a -  Ks~, 

off fi est une fonction compliqu6e du PH et Ks une constante Sp~cifique. Cette propri6t6 
a 6t6 beaucoup utilis6e pour la s6paration de m~langes de prot6ines. La plupart de ces 
recherehes ont 6t6 effectu6es h PH constant (fl = constante). La fonction f (#, PH) prend 
alors une forme simple et la variation de la concentration prot6inique en fonction de 
/~,, pour un m61ange, se fait suivant une courbe compos6e de plusieurs segments logarith- 
miques. Quand les prot6ines 6tudides ont des solubilit6s suffisamment diff6rentes, chaque 
segment d6finit la zone de pr6cipitation de chaque constituant au PH choisi. Cette 
m6thode d'analyse a 6t6 utilis6e par de nombreux auteurs et elle a 6t6 particuli~rement 
d6velopp4e par DERRIEN, ROCHE ET MANDEL 2, 3, 4, S, 6 

Ces mesures ne couvrent toutefois qu'une pattie de la variation de S, car les courbes 
ne peuvent 8tre d6termin6es avec pr6cision dans la zone des points iso61ectriques, oh 
une trhs faible variation du PH modifie fortement la solubilit6. D'autre  part,  leur inter- 
pr6tation n'est, en g6ndral, pas simple: dans le cas de prot6ines de solubilit6s voisines, 
la sommation des segments logarithmiques masque la fin des prdcipitations et ne permet 
ni de ddterminer avec pr6cision les zones de copr6cipitation, ni d'6tablir, avec certitude, 
le nombre de constituants pr6sents**. 

Nous croyons qu'il est possible d'apporter une solution plus g~n~rale ~i ce probl~me en 
dtudiant la [onction S = / (/z, PH) ~ flH variable et ?~ [orce ionique constante (et pour diHd- 
rentes valeurs de la [orce ionique) dans la zone des points iso~lectriques des protdines. 

On salt que la solubilit6 d'une prot6ine est minimum au point iso61ectrique***. Pour 
une solution de concentration donn~e en protdine, le minimum est observable d~s que 
la force ionique du milieu atteint une valeur telle que la concentration en prot6ine iso- 

* Aspirant  du Fonds National  de la Recherche Scientifique. 
** Dans cerfains cas, il est  possible de rem6dier par t ie l lement  ~ ces d6fauts quand  on peut  

6valuer la concentrat ion d 'une des prot6ines du m61ange par  son activit6 enzymatique.  La comparaison 
de la courbe de pr6cipitation ainsi obtenue avec celle trac6e au moyen des mesures  d 'N  prot6inique, 
pe rmet  de d~celer les zones de copr6cipitation (FALCONER ET TAYLORT). Ces cas sont  malheureuse-  
men t  encore rares.  

*** I1 ne sera pas fair ici de dist inction entre  point  iso61ectrique et point  isoionique. Voir Ace 
sujet :  C. L. SCHMII)T, Chemistry of amino-acids and proteins, C. Thomas  Pub.,  1945, p. 94 o. 
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dlectrique devient supdrieure ~ la solubilit6 de la prot6ine, dans cet 6tat et dans ces 
conditions. Quand la force ionique devient suflisamment 61ev6e, la solnbilitd de la pro- 
t6ine tend vers z6ro, et le minimum disparalt. Tra~ons, pour un m61ange de protaines, 
une s6rie de courbes de solubilit6 en fonction du PH, a force ionique constante, chaque 
courbe 6tant d6finie par une valeur d~termin6e de la concentration saline. Ces courbes 
vont prasenter un certain nombre de minima et l 'examen de l'6volution de chacun d'en- 
tre enx, lorsque varie la force ionique, nous perrnettra de d6finir les lirnites de "salting- 
out"  de chaque prot6ine, ~ son point iso~lectrique. On peut s 'at tendre ~ ce qne les fins 
de pr6cipitation soient difficiles ~ pr6ciser, ~ cause de l '6talement progressif des minima, 
d~s que la solubilit6 au point iso61ectrique devient nulle. Par  contre, au point de vue 
analytique, la m6thode que nous d~crivons sera net tement  meilleure que les courbes 
PR constant: en effet, seules les protdines ayant m~me point iso~lectrique et mime limiles 
de precipitation isodlectrique passeronl inaperfues. Si les points iso61ectriqnes sont voisins 
et si l'6volution des minima correspondants en fonction de t* est la m6me, les prot6ines 
responsables ne pourront 6tre s@ar6es par "salt ing-out":  elles copr6cipiteront ~ tous 
les PH. Si les points iso61ectriques sont distants, il sera possible de s@arer deux prot6ines 
ayant  les m~mes limites de pracipitation ~ leur p.i., en effectuant des precipitations 
des p~ judicieusement choises (aux p:i. par exemple). Si les p.i. sont trop 61oign6s les 
uns des autres, la m6thode ne pourra s 'appliquer qu'avec precaution, ~ cause du danger 
de d6naturation. 

On peut 6galement pr6voir que la d6termination des points iso61ectriques et des 
limites de solubilit6 permettront  de choisir ais6ment les conditions les plus favorables 

la cristallisation de certaines prot~ines; en effet, dans une solution satur~e en diff6rentes 
prot6ines, celle qui aura le plus tendance ~ cristalliser sera celle qui sera ~ son point 
iso61ectrique. 

En r6sum6, un diagramme de courbes de solnbilit6 ~ Pn variable et force ionique 
constante, permet de d6nombrer les prot6ines d 'un m61ange, de mesurer leur point 
iso61ectrique, de d6terminer leur s@arabilit6 par "salting-out" et les conditions les 
meilleures ~ leur cristallisation 6ventuelle. 

A notre connaissance, une 6tude syst6matique de ce genre n 'a  pas encore fit6 faite. 
Les t ravaux relatifs h l'influence du p~ sur la solubilit~ des prot~ines ~t diff~rentes forces 
ioniques sont assez peu nombreux. Comq Er  HENDRY ~, SORENSEN ET SLADEK 9, LINDER- 
STROM-LANG ET KODAMA 1°, 1~, SORENSEN ET SORENSEN 1~, 1~, SORENSEN ET HOYRUP 1~, 
GREENLY, 1~ et GRONWALL ~7 ont montr6 l'existence d'un ou plusieurs minima de solnbilit6 
pour la casfiine, la carboxyh6moglobine, l 'albumine de l'ceuf, l'h~moglobine, la lacto- 
globuline et ont 6tudi6 le d6placement des points iso61ectriques de ces diff6rentes pro- 
t6ines en fonction de la force ionique. D'autre  part,  la pr6cipitation iso61ectrique a 6t~ 
utilis~e pour pr6parer certaines globulines du s6rum par GREEN 1~, HEWlTr  1~, BIERRY 1~ 
et d 'autres; mais l'6tude d6taill6e de l'influence de la force ionique n 'a  pas 6t6 faite. 
MACHEBOEUF ~° et SAXDOR, BONNEFOI ET P~REZ ~1, ~ ont ~tudi6 l'influence du Pn sur la 
pr6cipitation des prot6ines sdriques ~ de fortes concentrations salines et ont not6 plu- 
sieurs accidents darts les courbes. Le nombre de mesures 6tait nettement insuffisant 
et les auteurs n 'ont  pas utilis6 leurs r6sultats pour suivre, de fa~on syst6matique, le 
fractionnement du s6rum. 

Nous avons effectu6, au moyen de la mfthode dont nous venons d'indiquer le 
principe, une 6tude syst6matique d'extraits  mnsculaires de prot6ines du groupe du 
myog~ne. 
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TECHNIQUE 

L'extrait musculaire est pr6par6 selon la m6thode utilis6e par BARANOWSKI 2a pour 
le myog~ne A et est exactement satur6 h 50% en (NH4)2SO ~ "k 22 ° C. Les pr6cipitations 
se font par addition, volume k volume, ~ 22 ° C, de solutions pr6cipitantes contenant des 
quantit6s 6gales de (NH,)2S Q et un m6lange de Na2HPO 4 et KHePQ.  On s'arrange 
pour que l'incrdment de force ionique d~$ aux phosphates soft identique dans chaque solution, 
quel que soft le PH Ci~oisi. 

Les prScipit6s sont centrifug6s et la concentration en prot6ines des solutions sur- 
nageantes est 6valu~e au r6fractiom~tre de Pulfrich, par une mesure de l'incr6ment 
d'indice de r6fraction dfi aux prot~ines par rapport h une solution de concentration 
saline identique, Les PH sont mesur6s ~t l'61ectrode de verre, h 22 ° C. 

I. Preparation des extraits musculaires. La m6thode de ]~ARANOWSK123 consiste ~ isoler de l ' ext ra i t  
aqueux  de muscle de lapin une fraction pr6cipitant  entre  45% et 65% de sa tura t ion  en (NH4) ~ SO 4 

4 ° C. Cette fraction, redissoute, est port6e X 52o C pendan t  20 minutes.  Les prot6ines res tantes  sont  
repr6cipit6es par  du (NH4)zSO 4 et dissoutes dans le m i n i m um d'eau, On dialyse les prot6ines ainsi 
obtenues  contre de l 'eau distill6e A I ° C, jusqu'A dispari t ion du (NH4)2SO 4. Le pr6cipit6 qui se forme 
est  centrifug6 et on amine  la solution claire exac tement  ~ la demi-saturaf ion en (NH,)ISO 4 ~t 22 ° C. 
P ra t iquement ,  ceci s'effectue en ballon jaug6, en a jou tan t  ~ un  volume donn6 de (NHI)~ SO 4 satur6 
:22 ° C, la quant i t6  de solution prot6inique n6cessaire pour  doubler ce volume. On filtre le l~ger t rouble 
et on obt ient  uu liquide limpide jaune rouge, que l 'on conserve en glaci~re. C'est notre  ex t ra i t  muscu- 
laire type. 

2. Prdcipitation. Les solutions pr6cipitantes, de force ioaique constante  et de PH variable, sont  
pr6par6es de la faqoa suivante.  

Lorsque le PH doit ~tre compris entre  6.60 et 5.5 o, le sulfate ammonique  est  pes6 et in t rodui t  
dans un  ballon jaug6 de 25 ml. On y ajoute ensuite des volumes mesur6s d 'une solution de Na2HPO 1- 
:2 H,O o.i  M e t  d 'une solution de KH~PO 4 o.i M dans les rappor t s  su ivants :  

ml de Na~HPO, 2H20 o.I M io  9.66 9.33 • • . 6.33 soft Z 1 
m l d e  I/IH2PO 4 o.i M o I 2 . . .  l I  soft Zz 

Ces valeurs  sat is iont  la re la t ion 3 Z1 + Z2 - -  = o.12 qui domle l ' incr6ment  de force ionique 
25 ° 25 ° 

r6sultant .  La valeur  o.12 est  arbi t ra i re ,  mais  convient  dans le cas qui  nous occupe. 
Lorsque le PH varie entre  6.75 et  6.60, les solutions sont  pr6par6es de la mSme faQon, mais  nous 

avons doubl6 l ' incr6ment  de force ionique cor respondant  au tampon.  La quant i t6  de sulfate ammo-  
nique ajout6e est  modifi6e en cons6quence. Le phosphate  monopotass ique a fit6 remplac6 par  le 
sulfate de potass ium qui in t rodui t  des ions K + et  assure ainsi une identit6 ionique complete entre  
les deux s6ries de solution. Le schema utilis6 devient  done: 

m l d e  Na~HPO 4 2 H 2 0  0.2 3I 5 5-5 6 . . .  8 
m l d e  K2SO 4o.2 ?¢I 5 4.5 4 . . .  2 

La pr6cipitation des prot6ines s'effectue en in t roduisant  3 ml de solution de l ' ext ra i t  museulaire 
et 3 ml de solution pr6cipitante dans une s6rie de tubes k centrifuger au moyen d 'une pipette calibr6e. 
Ces op4rations et Ies suivantes se font de fagon aussi identique que possible. La temp6ra ture  ambiante  
est main tenue  k 22 ° C. Les tubes bouch6s sont  agit6s par  balancement  dans un  the rmos ta t  X :22 ° C, 
pendant  io minutes.  On centrifuge pendant  7 minutes  5. 6ooo tours / ra in  et on pr61hve le liquide 
surnageant  pour  les mesures  d'indice et de PH. 

Les solutions de comparaison pour  ces mesures  d'indice sont  pr6par6es exac tement  de la re@me 
faFon, en rempla~ant  l ' ext ra i t  musculaire  par  une solution demi-satur6e en sulfate ammonique  

3. ~Vlesures d'indice et de PH. Les mesures  d'indice se font ~ 22 ° C, A l'aide d 'un  r6fractom~tre 
de Pulfrich A pr isme A double compar t iment .  Des couples thermo61ectriques, plongeant  dans les 
liquides, pe rme t t en t  de faire la mesure A 6galit6 parfai te de tempera ture .  

Malgr6 la complexit6 de l ' ext ra i t  type, l ' incr6ment d'indice dfi aux  prot6ines varie l in6airement 
avec la concentrat ion en azote protidique. N o u s  avons 6galement v6rifi6 qu' i l  6taft ind~pendant  du PH- 

La Fig. I repr6sente la courbe de dilution de l 'extrai t  par  une solution satur6e~ ~ 5o% en 
(N~4hso,. 

La Fig. 2 mont re  que l ' incr6ment est ind~pendant  du PH entre 5.5 o e t  6.7o. 
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I1 est possible, au moyen de cette m6thode de mesurer  tr~s rap idement  des variations relatives 
de concentrat ions en prot6ines avec une pr6cision de o.5%. 

Les mesures de PH sont  faites 5~ l'61ectrode de verre au moyen de l'61ectromStre ~ lampes 
DUBUISSON-DEBoT 2~, qui permet  d 'a t te indre  une pr6cision de o.oo 5 unit6 PH, Toutefois, la forte con- 
centra t ion en (NH4),SO 4 entraine l 'appar i t ion d 'un  potentiel  de diffusion impor tant .  Nous avons 
obtenu des r6sultats reproductibles  et stables, en employant  des ponts  de jonction sans agar. Le 
potentiel  de diffusion mesur6 par  la m6thode de BJERRUN 25 est d 'envi ron 6 mv. I1 n 'en a pas 6t6 
tern1 compte dans le calcul des PH. 
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Fig. 2. Variat ion de l ' incr6ment d'indice (le 
l ' ext ra i t  musculaire en fonction du PH 

2.180 
£mgN~m I 

Fig. I. Variat ion de l ' incr6ment d'indice de 
l ' ext ra i t  musculaire en fonction de la dilution 
par  une solution de sulfate ammonique  A 50% 

de sa tu ra t ion  

R]~SULTATS 

A. COURBES DE SOLUBILITI~, A PIt VARIABLE ET A FORCE IONIQUE CONSTANTE, 

D'UN EXTRAIT MUSCULAIRE 

L'ensemble des r6sultats que nous avons obtenus en adoptan t  les techniques expo- 
s6es plus haut,  est repr6sent6 dans le diagramme de la Fig. 3. En ordonn6e, nous avons 
port6 la concentrat ion en prot6ines en % de la teneur totale et, en abscisse, le PH. Les 
concentrat ions finales en (NH4)2SO 4 ont 6t6 calcul6es en moles/l, en admet tan t  raddi -  
tivit6 des volumes, et la valeur exp6rimentale 2.008 M pour une solution satur6e "~ 
50% en (NH4)2SO 4 ~ 22 ° C. 

Les premiers r6sultats que nous avons obtenus se situent entre les PH 6.60 et 5.50. 
La partie plus alcaline des six premieres courbes a 6t6 construite ult6rieurement et 
des mesures ont 6t6 refaites chaque fois comme contr61e jusque p~ 6.30. 

Les courbes sont facilement reproductibles. Dans l 'ensemble, on peut  suivre ais6- 
ment  l '6volution des divers minima. Le trac6 des courbes, dans les cas douteux, est 
en g6n6ral 16gitim6 par  la forme et la position des minima des courbes imm6diatement  
voisines. Dans la partie alcaline des courbes I ~ vii, t o u s l e s  points exp6rimentaux 
n 'on t  pas 6t6 indiqu6s, afin de ne pas snrcharger le diagramme. 

Bib/i~graphie p. 276. 



voI_ 9. (1948) PROT]~INES MUSCULAIRES DU GROUPE MYOGENE 269 

En tout, il est possible de d~celer, dans les zones de PH et de concentrations salines 
6tudi~es, huit minima correspondant ~ autant  de prot6ines de points iso61ectriques: 
5 .59-  5.71 - 5 . 8 3 -  5 .95-  6.oo - 6.o 7 - 6.52 - 6.7o. L 'examen de l'6volution de ces 
divers minima, au fur et k mesure que la force ionique augmente, permet de distin- 
guer deux groupes importants form6s par les prot6ines pr6cipitant avant  2.341 M 
et celles pr6cipitant ~ une concentration sup~rieure. Dans chacun de ces deux groupes, 
les valeurs limites de la force ionique entre lesquelles il y a pr6cipitation iso61ectrique 
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Fig. 3. Courbes  de precipi ta t ion,  ~ PH variable et ~ force ionique constante pour  les va leur s  su ivan t e s  
de la concen t ra t ion  ell SO4(NH4) ~ (en moles par  l i tre):  I :  2 , I92;  I I :  2.225; I I I :  2.258; IV:  2.275; 
V: 2.308; VI :  2.325; VI I :  2.341; V I I I :  2.375; I X :  2.4Ol ; X:  2.441; X I :  2.475; X I I :  2.508; X I I I :  

2.575; X I V :  2.641 

sont pratiquement les m6mes pour chaque prot6ine. Leurs points iso61ectriques 6tant 
tr6s proches, il y aura copr6cipitation dans une zone de PH importante et l 'on ne peut 
pas esp6rer effectuer une s@aration efficace par simple "salting-out". Ceci nous permet 
d 'at t i rer  l 'attention sur le fail que tr~s souvent on attribue l'inhomog6n6it6 de certaines 
fractions de protSines, recueillies par precipitation saline, h des ph6nom~nes d'entraine- 
ment m~canique ou d'adsorption sans s'assurer s'il ne s'agit pas de copr~cipitation r6elle, 
due ~ l'existence de caract&res physico-chimiques tr~s semblables. 

Le diagramme de solubilit6, ~ PH variable et # constant, dans le cas de prot6ines de 
propri6t6s aussi voisines, a un pouvoir d'analyse qui semble net tement supfirieur h celui 
des courbes de pr6cipitation h PH constant. En relevant sur les courbes de la Fig. 3 la 
variation de la concentration en prot6ine avec la force ionique k une valeur de PH pour 
laquelle ne correspond sensiblement pas de minimum, on obtient les courbes classiques 
de "salting-out" correspondantes. La Fig. 4 montre un trac6 de ce genre pour les PH 
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6.2o, 5.75, 5.55. I1 y a deux points d'inflexion correspondant aux concentrations ~.34 I -  
2.375 M et 2.475-2.508 M. On pourrait en envisager un troisibme entre 2.341 et 2.4Ol M. 

100~ . . . . . . . . . . .  . ............. 

"6 

kJ 

70 

60 

50 

4(; 

0 

0 PH - 6.20 
× pH-5.75 
0 PH-5.56 ............. 

ao 
2.10 2.20 2.30 

- i I . . . . .  

I 
I 
! 

2.40 2.50 2.60 2.70 
,504 (NH4) 2 mole#/litco 

Fig. 4. Courbe de precipitation, a PH constant et d~ 
force ionique variable, construite d'aprSs la Fig. 3 

D'apr?s cette courbe, Ie m~lange ne eontien- 
drait done que 3 constituants, alors que les 
courbes d~ PM variable permettent f e n  ddceIer 
8. M~me en admet tant  que les trac6s de la 
Fig. 4 n 'ont  pas 6t6 obtenus avec la prdci- 
sion requise pour ee genre d'analyses (voisi- 
nage des p.i., erreurs sur l '6valuation des 
concentrations prot6iniques d'une courbe 

l 'autre), ils montrent cependant avec 
quelle circonspection il /aut analyser les 
courbes de precipitation ~ PH constant, darts 
le cas de mdlanges aussi complexes. 

Dans le cas particulier des prot6ines 
du groupe du myogbne, notre m6thode 
nous permet donc, dans les limites de PH 
et de # ~tudi6es, de d6nombrer les pro- 
t~ines du m61ange, de pr6ciser leurs points 
iso~lectriques et d'indiquer leur ins@ara- 
bilit6 par les m6thodes ordinaires de pr6ci- 
pitation. 

Nous allons montrer  maintenant  qu'il 
est possible de r6aliser la s@aration de certaines de ces prot6ines par cristallisation, 
en se basant sur les donn6es du diagramme de solubilit6. 

B. CRISTALLISATION DES PROT]~INES DE LA FRACTION 2.008--2.341 M. 
L'ALDOLASE CRISTALLISI~E 

Les fractions recueillies entre 2.008 et 2.341 Y[ contiennent au moins cinq pro- 
t6ines de points iso61ectriques 5.59 - 5.83 - 6.00 - 6.52 et 6.70, en proportions variables, 
suivant le PH auquel se fait la pr6cipitation. 

I1 nous a 6t6 possible d'obtenir, ~t l '6tat cristallis6, trois d'entre elles, correspondant 
aux minima 5.59, 5.83 et 6.00 (Fig. 5, 6, 7). I1 suffisait, d'apr~s ce que nous avons dit 
plus haut, d 'arriver £ la saturation en prot~ines ~ chaque point iso6lectrique. 

On pr~cipite, par cons~quent, {t 22 ° C, en cinq op6rations distinctes, la fraction 
2.008-2.341 M aux PH 5.59, 5.83, 6.00, 6.52 et 6.70, en utilisant les solutions pr6ci- 
pitantes employ6es lors du trac6 de la Courbe VU. Ces pr6cipit6s sont centrifugals 
apr~s agitation convenable, et les culots sont redissous dans le minimum d'eau. Cette 
dissolution doit 6tre faite avec beaucoup de soin, afin de ne pas d6passer la limite de 
saturation en prot6ines amorphes. Aprils quelques jours de repos en glacibre, les trois 
premieres fractions donnent trois esp~ces diff6rentes de cristaux. 

Au PH 5.59, on obtient de fines plaquettes pseudo-hexagonales. 
Au PH 5.83, il apparalt  des aiguilles qui s'accolent en rosettes. 
Au PH 6.00, on reconnatt des bipyramides semblables aux cristaux de myog~ne 

A de BARANOWSKI ~3. 
Les fractions s6par6es aux Pn 6.52 et 6.70 sont extr6mement thixotropes et nous 
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n ' y  avons pas observ6 de formation rapide de cristaux. Apr~s un s~jour prolong6 en 
glaci~re, de tr~s longues aiguilles sont ,apparues au PH 6.70, mais ce r6sultat n ' a  pu 8tre 

reproduit.  

Fig. 5. Cristaux, en fines plaquettes, obtenus au PH 5.59 

Fig. 6. Cristaux d'aldolase obtenus au PH 5.83 

Les cristaux obtenus au PH 5.83 ont retenu particuli~rement notre at tent ion du fait 
qu'ils sont tr~s semblables ~ l 'aldolase cristallis6e de muscles de rats obtenue par WAR- 
B U R G  ET CHRISTIAN 26. I1 s ' imposait  donc de rechercher si nos cristaux poss6daient cette 
activit6 enzymatique.  On sait qu'elle est caract6ris6e par la scission de l 'hexosediphos- 
phate en 2 triose-phosphates. Nos cristaux ont ~t6 dissous, apr~s centrifugation, dans 
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Fig. 7. Cristaux de myog6ne A de ]~ARANO'WSKI (?) 
obtenus au PH 6.00 

un tampon au borate (PH 7.35) et 
dialys6 contre le m6me tampon pen- 
dant 24 heures, en tubes de cellophane. 
Les mesures d'activit6 ont 6% faites h 
3 8° C, en suivant le proc6d6 d6crit par 
HERBERT, GORDON, SUBAHMANYAN ET 

GREEN 27 qui consiste h capter par HCN 
les trioses-phosphates, au fur et 
mesure de leur formation. La r6action 
est arr~t6e par addition d'acide tri- 
chlorac6tique et on dose le P lib6r6 par 
hydrolyse alcaline des trioses (NaOH 
N). Les dosages de phosphore ont 6t6 
effectu6s par la m6thode de ALLEN 2s, 
au moyen du colorim6tre de DuBoscQ. 

En prenant comme valeur d'acti- 
vit6 le nombre de molfcules-grammes 
de substrat d6truites en une minute 
par IOOOOO g d'enzyme, on trouve, 
38 ° C, PH 7.3, pour nos prdparations, 
des chiffres allant de 2 5o8 h 2 7oo. 
HERBERT et collaborateurs 27 ont s6- 
par6 du muscle, par fractionnement 
au (NH4)2SO4, des fractions poss6dant 
une activit6 de 33oo mais n'ont pu 

obtenir de cristallisation. Par contre, les cristaux de WARBURG ET CHRISTIAN 26, obtenus 
au moyen d'une m6thode de fractionnement extr~mement longue et difficile, poss~dent, 
apr6s plusieurs recristallisations, une activit6 de 7ooo. Notre 6chantillon de cristaux 
de premiere cristallisation contiendrait donc environ 8°' 3 o d'aldolase pure. Le rendement 
de notre m6thode de pr@aration est de o.3o g de cristaux de premi6re cristallisation 
par kg de muscle de Lapin. 

C. CONTR()LES I~LECTROPHORI~TIQUES 

On sait que l'ordre suivant lequel les diff6rents constituants d'un m61ange se r6par- 
tissent dans un diagramme d'61ectrophor~se, est d6termin6 principalement par leurs 
points iso61ectriques. II enest  de mSme dans le cas de nos courbes k ,u constant et ~t PH 
variable. I1 y a donc, entre ces deux m6thodes, une analogie qui facilite la comparaison 
des r6sultats. Leur rapprochement pr6sente n6anmoins de s6rieuses difficult6s. Les points 
iso61ectriques voisins des prot6ines 6tudi6es leur conf~rent des mobilit6s peu diff6rentes: 
leur s6paration 61ectrophor6tique est malais6e. De plus, les p.i. mesur6s ~ des forces 
ioniques 61evdes peuvent diff6rer de ceux d6termin6s en pr6sence de faibles concentra- 
tions. Ce second inconv6nient paralt cependant moins important, comme le montre la 
comparaison de nos valeurs de p.i. avec celles de JACOB 29, 8o obtenues par 61ectrophor~se. 

Nous n'avons pu faire, jusqu'8 pr6sent, que des v6rifications partielles. Elles ont 
port6 sur: 

a) composition 61ectrophor6tique de l'extrait muscnlaire du type BARANOWSKI; 
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b) composition 61ectrophor6tique de certaines fractions caract6ristiques obtenues en 
se basant sur nos donnfies de solubilit6; 

c) propridt~s 61ectrophor6tiques de l'aldolase cristaUis6e. 
Les propri6t6s 6lectrocin~tiques des protNnes musculaires ont 6t6 tr~s ~tudi6es par 

DUBUISSON ET JACOB 29' 30, 31, 33. La r6partition des bandes filectrophordtiques en divers 
groupes distincts a permis k JACOB 29 de baser sur cette distribution une classification 
des protSines nmsculaires. Nos recherches constituent une nouvelle contribution ~ cette 
6tude. Nous utilisons, dans ce qui suit, la nomenclature de DUBUISSON ET JACOB 29, 30, 33, 

pour rep6rer les diffSrents gradients 61ectrophor6tiques. L'appareillage a 6t6 d~crit par 
DUBUISSON ET JACOB3~; Jl est du type TISELIus-LONGSWORTH. 

a. Extrait muscula#e du type BARANOWSKI 

Nous avons contr616 les difffrents stades 
de la m6thode prdparative de BARANOWSKI. 

a. Extra# aqueux: (Fig. 8, PH 7.45,/2 0.1,5, 
tampon phosphatique). La plupart  des bandes 
d~crites par DUBUISSON ET JACOB ~9, 33 sont 
visibles. On peut les ranger en trois gronpes: 
un groupe rapide comprenant h, un groupe 
lent avec k, l, m, n e t  un groupe interm6- 
diaire avec i, sp, j. 

ft. Prdcipitd obtenu ,~ 45% de saturation en 
(NH4)2SO 4, ~ 4 ° C: (Fig. 9, PH 7 .61, /~ O.15, 
tampon phosphatique). La complexit6 de ce 
pr6cipit~ est encore tr~s grande. Les mesures 
de vitesse montrent  qu'il se compose en 
majeure pattie des prot6ines de mobilit~ inter- 
m6diaire entre h e t  l. 

Fig. 8. Diagramme ~lectrophor~tique, du type 
TISELIUS-LONGSWORTH, de l 'extrai t  aqueux 
de BARANOWSKI, au PH 7.45' F o.15, tampon 

phosphatique. Image ascendante. 

l+rn+n 

b k 

08C. - . . . J  

Fig. io. Diagramme ~lectrophor~tique de ]'ex- 
trai t  utilis~ pour les mesures de solubilitY, PH 
7.51 I ~ o.15 tampon phosphatique. Trac6 as- 

cendant. 

Fig. 9. Diagramme 61ectrophor6tique de la frac- 
tion de l 'extrait  aqueux de BARANOWSKI pr6ci- 
pitable par (NI-I4)zSO 4 A 45% de saturation, au 
PH 7.61 /~ o.I5,  tampon phosphatique. Trac6 

ascendant. 

~,. Extrait utilis~ pour les mesures de solubilitd: (Fig. IO, PH 7.51, /~ O.15, tampon 
phosphatique). Les bandes les plus importantes sont h, k et l + m + n. Bien que 
notablement moins complexe que l 'extrait  aqueux, l 'extrait  du type BARANOWSKI est 
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encore compos6 de nombreuses prot~ines. L'dlectrophor~se prolongde montre que les 
bandes principales sont en r6alit6 complexes. 

Les mobilit(!s des gradients h, l, k, m, n de l 'extrai t  salin sont identiques it celles 
ddtermin6es pour l 'extrai t  aqueux:  

Valeurs cathodiques moyennes - PH 7.45 - tt O.I5 

h i t  l m. -I- n 

Extra i t  aqueux . . . . . .  5.4 ° 1.79 1.22 0.82 
Extra i t  type . . . . . . .  5-45 1.77 1.25 0.84 

Les points iso61ectriques des prot6ines h, k, l, m et n, mesurds par JACOB "9, 3o, par 
61ectrophorSse, sont ~ o ° C et # :  o.15, respectivement 4.65 - 5.25 - 5.70 - 6 . I7 -6 .32 -6 .87 .  

La zone de PH 6tudi6e par nos courbes de solubilit6 ~ une force ionique 50 fois plus 
grande (22 ° C) s '6tend de p~t 5.55 a PH 6.75 et couvre donc approximat ivement  la plupart  
des points iso61ectriques possibles. La prot6ine h e s t  net tement  en dehors du domaine 
de pa examin6.. I1 est ~ craindre d'ailleurs que des phdnom~nes de d~naturation ne coin- 
pliquent des mesures de solubilit6 faites au PH 4.65 . Ajoutons que la solubilit6 de h 
6tant  tr~s grande, sa pr6cipitation n 'a  pas lieu dans les limites de concentrat ions salines 
6tudiges. 

b. Fractions isoldes d'aprDs nos diagrammes de sQlubilitJ 

Les 61ectrophor~ses r6alis6s sur diffdrentes fractions isol6es d'aprSs les indications 
du diagramme, sont en g6n~ral tr~s difficiles ~ interprdter. Le rep&age des bandes repose 
uniquement  sur des mesures de vitesse et on sait que les mobilitds des bandes l, m et n 
sont tr~s voisines et que leur s@arat ion 61ectrophorbtique est difficile. 

a. Fractions prdcipitdes entre 2.341 et 2.441 M (NH4)2SO~: d'apr~s le diagramme 
de solubilit6, les prot6ines auxquelles sont dus les minima ~ PH 6.52 et 6.70, sont pr6cipi- 
tdes entre 2.008 et 2.34 M e t  sont absentes dans les prdcipit~s recueillis entre 2.341 et 
2.441 M. 

L'~lectrophor~se montre  que les gradients n e t  m n e  sont pas presents dans la 
fractions 2.341-2.441 et que cette fraction contient sur tout  des const i tuants  k et t. 

b. Fractions rec~teillies entre les PH 6.6O et 6.7o, aux concentrations 2.192, 2.225 et 
2.258 M (NH~)~SQ: nous avons essayd de recueillir, entre les PH 6.60 et 6.7 o, it force 
ionique coustante, un pr6cipit6 qni, th~oriquement, devrait  ~tre enrichi ell ia pro- 
tdine correspondant  au minimum de p~ 6.70. Les pr6cipit6s obtenus ~ PH 6.60 aux 
diff~rentes concentrat ions en (NH4)~SQ, sont 61imin~s; la solution est amende au PH 
6.7 ° par addition de Na2HPO ~ et d'H,,O, de favon ~ ne pas modifier la force ionique. I1 
se forme un l(~ger pr~eipit6 que l 'on centrifuge. Les pr6cipit~s obtenus 5 2.I92, 2.225 et 
2.258 M (NH~)~SQ sont rdunis et l'dlectrophor~'se montre un enrichissement ell pro- 
tdines m et n. 

De ces rdsultats, il ressort que les minima "t PH 6.52 et 6.7O sont, selon toute vraisem- 
blance, d u s k  des prot6ines des groupes m et n. 

c. L'aldolase cristallisde 

En comparant  l'61ectrophor~se d 'un  extrait  total  du type BAI~ANOWSI¢I avec celle 
du mfime extrait  additionnd d 'une certaine quantit~ de cristaux d'aldolase, nous avons 
pu identifier la composante principale de nos pr@arat ions  d 'enzymes avec la bande l. 

Nous avons fair deux s6ries d'~lectrophor~ses, l 'une ~ PH 6.83, It O.I oh la s6paration 
de n e t  m est nette, l 'autre ~ pf~ 7.67, u o.I ot~ 1 et m s e  s@arent  facilement. 
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A Pn 6.83 (N o.I, tampon phosphatique : Fig. I I ) ,  les bandes l et m sont confondues; 
les bandes h et k sont bien visibles. Les mesures de surface montrent  que l 'accroissement 
de concentration porte sur l 'ensemble l + m. 

A p~ 7.61 (# o.i, tampon phosphatique: Fig. I2), les bandes n e t  m sont r6unies 
et l se s6pare nettement. Les mesures de surface indiquent une augmentation importante 
du gradient l. La bande m + n s'est accrue de 3%, la bande l  de I6%,  par rapport  aux 
gradients correspondant de l 'extrait  simple. La preparation cristalline 6tudi6e contien- 
drait donc 85% environ de substances migrant au niveau de l. 

De nombreuses mesures de vitesse indiquent que la bande l des extraits du type 
BARANOWSKI est en r~alit6 complexe et qu'elle est compos6e de substances ayant  des 
mobilit6s comprises entre i . io  et 1.4O.lO -5 cm/volt/sec. Le point iso61ectrique de l, 

I+m 

desc. 

Fig. II.  Diff6rences entre le diagramme 61ectro- Fig. I2. M6me exp6rience que celle de la Fig. i i ,  
phor6tique d 'un ext la i t  total du type BARA- mais le PH est de 7.6I et le trac6 est descendant. 
NOWSKI (diagramme noir) et le diagramme ~lec- La pr6sence de l'aldolase est surtout marqu6e 
trophor6tique du m~rae extrait  additionn6 d'al- par l. 
dolase cristallis6e (diagramme clair), au PH 6.83 
# o. I o, tampon phosphatique. Trac6s ascendants. 
L'accroissement de concentration porte sur Yen- 

semble l + n. 

mesur6 par JACOB t9 est 6.12; le minimum de solubilit6, d'apr~s nos courbes, se produit 
5.83 pour l'aldolase. I1 nous paralt  justifi6, en tenant compte de ce qui pr6c~de, de 

dire que les prot6ines correspondant aux minima 5.95, 6.o0, 6.07 appartiennent 6gale- 
ment k la bande l .  

Ajoutons encore que le myog~ne A, pr6par6 ~ PH 5-9 par la m6thode d6crite par 
BARANOWSKI 2s, pr6sente, ~ l'61ectrophor~se, une bande principale migrant avec la 
vitesse de l. 

A la lumi~re de ces r~sultats pr61iminaires, la correspondance entre les minima de 
solubilit6 et les bandes 61ectrophor6tiques s'6tablit provisoirement selon le sch6ma: 

Minima • • 5.59 5.71 5.83 5.95 6.00 6.o7 6.52 6.70 
B a n d e s . . .  k l m n 

aldolase myog~ne A 

En conclusion, la m6thode de courbes de solubilit6 que nous avons d6crite ne peut 
certes pas r6soudre compl~tement le probl~me trbs compliqu6 de la s6paration des 
prot6ines par pr6cipitation saline (salting-out). I1 ressort cependant de nos r6sultats que 
Bibliographie p. 276. 
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l'~tude complete de la solubilit~ d'un m61ange de prot~ines en fonction du p~ et de la 
force ionique peut, dans le cas de substances de points iso-61ectriques vo~sins et de 
solubilit6s voisines, servir "t 6clairer grandement la question des limites de precipitation 
et en m~me temps servir "a d~terminer les conditions les lneilleures ~t la cristallisation 
6ventuelle. 

Nous  remerc ions  bien v i v e m e n t  ~Ionsieur  le Professeur  D~BUISSON de l ' in t6r6t  qu ' i l  n ' a  cess6 
de prodigner  5, ce t r ava i l  e t  les tr~s n o m b r e u x  conseils qu ' i l  a bien voulu  nous  donner .  Nos r e m e r -  
c imen t s  v o n t  6ga lement  au  Professeur  D'OR, qui  a eu  la g r ande  obl igeance de m e t t r e  it no t r e  dispo- 
s i t ion le r~f rac tom6tre  que nous  avons  ntilis6. Le personnel  du Labora to i r e  de Biologic g(m~rale, qui  
a cont r ibu6 a u x  expdricnces  pa r  une aide t echn ique  inapprdciable,  a d r o i t  ~ tou te  no t re  g ra t i t ude .  

I~SUM~ 

I. L ' e x a m e n  des courbes  de solubili t6 en  fonct ion  du PH et  5, force ionique cons tan te ,  6 tabl ies  
pour  nn  ex t r a i t  muscu la i re  de Lapin,  nous  a pe rmis  de su ivre  la pr6cip i ta t ion  de 8 c o n s t i t u a n t s  e t  
d ' en  d6 te rmine r  les po in t s  iso61ectriques:  5.59, 5-71, 5-83, 5.95, 6.oo, 6.07, 6.52 , 6.70. 

2. Les donn6es  de solubil i t6 nous  on t  condu i t  ~ l 'ob ten t ion ,  dons  Une p remie re  f ract ion,  de 3 
protSines cristallis6es, d6finies pa r  les po in t s  iso61ectriques 5.59, 5-83 e t  6.00. 

3- L 'esp~ce cr is ta l l ine  de p.i. 5.83 pr~sente  une  ae t iv i t6  a ldolas ique  e t  p e u t  ~tre identifi6e avec  
l 'a ldolase cristall is6e isol6e pa r  WARBURG ET CHRISTIAN "& pa r t i r  de musc les  de R a t s ;  elle cor respond  

la bande  61ectrophor6t ique l de JACOB. 
4- La  cor respondance  en t r e  les prot6 ines  d6cel6es pa r  nos mesu re s  de solubil i t6 et  les bandes  

6lect rophor6t iques  observ6es dans  nos ex t r a i t s  muscu la i r e s  a 6t6 pa r t i e l l emen t  6tablie. 

S U M M A R Y  

I. S t u d y  of the  curves  of  solubi l i ty  as a func t ion  of pH a t  c o n s t a n t  ionic s t r e n g t h  enables  one 
to follow the  p rec ip i ta t ion  of 8 c o m p o n e n t s  f r o m  a r a b b i t  musc le  ex t r ac t ,  and  to de t e rmine  the i r  
isoelectric po in t s :  5.59, 5.71, 5.83, 5.95, 6.00, 6.07, 6.5z, 6.70. 

2. The  solubi l i ty  d a t a  have  led to the  isolat ion f rom a first  f rac t ion  of t h ree  c rys ta l l ine  pro te ins  
defined by  isoelectr ic po in t s  a t  5.59, 5.83 and  6.00. 

3. Tile c rys ta l l ine  p r e p a r a t i o n  of isoelectr ic po in t  5.83 ha s  a ve ry  s ignif icant  aldolase ac t iv i ty ,  
and  pe rhaps  i t  is to be ident i f ied wi th  the  c rys ta l l ine  aldolase isolated by  WARBURG AND CHRISTIAN 
f rom r a t  musc les ;  i t  co r re sponds  to JACOB'S e l ec t rophore t i c  band  l. 

4. Tile cor respondence  be tween  the  p ro te ins  revea led  by  our  solubi l i ty  m e a s u r e m e n t s  and  the  
e lec t rophore t ic  bands  observed  in our  muscle  e x t r a c t s  ha s  been  pa r t i a l ly  es tabl ished.  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

I. Die U n t e r s u c h u n g  der  L6s l i chke i t sku rven  als F u n k t i o n  der  PH bet k o n s t a n t  geha l t ener  Ion-  
stS~rke e rm6gl ich te  uns  die Pr / iz ip i ta t ion yon  8 K o m p o n e n t e n  ans  e inem M u s k e l e x t r a k t  des Kan in -  
chens  zu verfolgen u n d  die i soe lekt r i schen P u n k t e  dieser K o m p o n e n t e n  zu b e s t i m m e n :  5.59, 5.71, 
5.83, 5.95, 6.oo, 6.07, 6.52, 6.70. 

2. Die L6s i i chke i t sda ten  l iessen uns  in e iner  e r s t en  F r a k t i o n  drei kr is ta l l is ier te  Eiweissk6rper  
erhal ten ,  die du rch  die i soelekt r i schen P u n k t e  5.59, 5.83, und  6.0o def inier t  s ind.  

3. Die I ( r i s ta l l a r t  des i.P. 5.83 h a t  eine Aldolaseakt iv i t / i t  und  k a n n  m i t d e r  kr i s ta l l i s ie r ten  
Aldolase, die y e n  WARBURG UND CHRISTIAN Oils R a t t e n m u s k e l n  isol ier t  wurde,  identif izier t  werden ;  
sie en t sp r i ch t  der  e l ek t rophore t i s ehen  F r a k t i o n  l yon  JACOB. 

4- Der  Z u s a m m e n h a n g  zwischen den  d u r c h  unsere  L6s l i chke i t smessungen  e rha l t enen  Eiweissen 
und  den  in u n s e r e n  Mnske l ex t r ak t en  b e o b a c h t e t e n  e lek t rophore t i schen  F rak t i onen  wurlle teilweise 
deuf l ich.  
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