
VOL. 4 (195o) BIOCHIMlCA ET BIOPHYSICA ACTA 445 

CONTRIBUTION A L']~TUDE 

D E  LA COMBINAISON A C T O M Y O S I N E -  ATP 

par 

C. FABRY-HAMOIR 

Laboratoire de Biologie g~ndrale, Facull~ des Sciences, Universi~ de Liege (Bdgique) 

| 

INTRODUCTION 

BANGA ET SZENT-GY~RGYI 1 ont montr6 que la myosine de WEBER-EDSALL ~ 6tait 
un m~lange d'actomyosine et de myosine proprement dite (IO ~ 20% d'actomyosine) 
et que l'on peut modifier tr~s fortement les proportions relatives de ces deux prot~ines 
en faisant varlet le temps d'extraction: apr~s 20 minutes, on obtient de la myosine A 
tr~s fiche en myosine proprement dite; apr~s 24 heures, de la myosine B, qui est pratique- 
ment de l'actomyosine pure. Celle-ci r~sulte de la combinaison de la myosine et d'une 
prot~ine du stroma: l'actine, isol~e par STRAUB s. L'actomyosine contiendrait, d'apr~s 
cet auteur, 2 o 0  d'actine 4. 

L'existence d'interactions entre l'acide ad~nylpyrophosphofique (ATP) et Facto- 
myosine a ~t~ maintes lois ~tablie: il est susceptible de diminuer la viscosit6 et la bir~- 
fringence d'orientation des solutions de cette prot~ine 6, 6 en la scindant en actine et en 
myosine v, et de la superpr~cipiter. Par contre 8, il ne modifie pas les propfi~t~s physiques 
des solutions de myosine, ce qui n'exclut d'ailleurs pas q1~'il puisse s'y combiner. Enfin 
il est hydrolys~ par la myosine ainsi que par l'actomyosine en A.D.P. et H3P049"Iv. 

En ce qui concerne l'activit~ ad~nylpyrophosphatasique de la myosine - -  consid& 6e 
isol~ment ou sous la forme d'actomyosine - - ,  il n'est pas encore ~tabli si cette propri6t~ 
est ceUe de la mol~cule de myosine elle-m~me, ou celle d'un ferment qui y serait associ~ 
d'une fagon si tenace qu'il n 'a pas encore ~t6 possible de Fen s&parer. Cette derni~re 
hypoth~se est cependant la plus vraisemblable; ii serait difficile, s'il en ~tait autrement, 
de comprendre que POLLS ET MEYERHOF Is aient pu, par precipitations aux sels de 
Lanthane, obtenir des myosines d'activit6 enzymatique trois fois plus grande que la 
pr6paration ofiginale, et, d'autre part, d'admettre que 40 ~ 50% des prot~ines muscR- 
laires (c'est le taux de la myosine darts le muscle) soient constitu~s uniquement par un 
enzyme. D'ailleurs, la myosine poss~de encore d'autres activit~s fermentaires: FERD- 
MANN 19 lui reconnair l'activit~ d'une d~saminase et MENNE 2° a pu montrer que la myosine 
de WEBER-EDSALL agit comme l'apoferment d'un enzyme capable de transformer 
l'arginine et l'histidine en cr6atine. Cette complexit6 a amen6 SZENT-GYSRGYI k consi- 
d~rer la myosine comme un squelette anquel seraient accroch~es des enzymes-prot~ines 
qu'il appelle "protines ' '~. 

D'autre part, il n'est pas certain que les diverses modifications physiques de Facto- 
myosine sous l'influence de I'ATP et son activit6 enzymatique puissent ~tre rapport6es 
une seule cause, car s'il a ~.t6 ~tabli par BAILEY ET PERRY ~l que le blocage des groupe- 
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merits -SH inhibe k la fois la formation d'actomyosine et l'activit6 enzymatique, 
MOMMAERTS 7 a obtenu la chute de viscosit6 de solutions d'actomyosine d6pourvues 
d'activit6 ad6nylpyrophosphatasique. En outre, les rapports myosine/ATP correspon- 
dant aux effets maxima sont tr~s diff6rents lorsqu'il s'agit de chute de bir6fringence 
d'orientation (15oo g de myosine par mole d'ATP) e, de chute de viscosit6 (360 ooo g 
de myosine par mole d'ATP) 7, de saturation du ferment (500 g environ de myosine par 
mole d'ATP) 17. On ne possbde pas de donn6es pr6cises dans le cas de la superpr6cipitation. 

Malgr6 toutes ces incertitudes, il ne peut faire de doute qu'il dolt exister une liaison 
entre ATP et actomyosine. Les t ravaux de NEEDHAM et collaborateurs montrent,  par 
l'utilisation de toute une s6rie de substances de composition voisine de I'ATP, que 
cette r6action pr~sente un haut  degr6 de sp~cificit6: la chute de bir6fringence n'est pro- 
voqu6e que par l ' inosinetriphosphatet D'antre part, BUCHTHAL aurait observ6, selon 
SZENT-GY6gGV123, que le spectre d'adsorption dans l'ultraviolet du groupement nucl6o- 
tide de I 'ATP serait diff6rent en pr6sence d'actomyosine. 

La nature exacte des forces qui interviennent reste toutefois mal connue. BAILEY 
ET PEggY suggbrent que cette association n'est pas due ~ des forces 61ectrostatiques, 
mais montrent qu'il y intervient des groupements sp6cifiques, tels que les radicaux -SH 
de la myosine 22. La possibilit6 d'une liaison de ce genre a d'ailleurs 6t6 propos6e par 
BINKLEY 34. Selon cet anteur, I 'ATP r6agirait avec son ferment suivant le sch6ma: 

OH 
[ 

//S ~x.. SH C H~--O--P--O-- [ADP] 
\ i CH2 CH2 / / J  ~ OH 

I ] + ATe --> CH~ 0 HCR 

R-C-H H-C-R "~"~- R [[ - J /  

0 H H H 

La formation d'une semblable liaison ester, int6ressant un groupement OH de 
I'ATP, doit n6cessairement provoquer la lib6ration d'une certaine quantit6 de base. 
On pourrait donc, en ~rincipe, d~terminer s'il se produit une liaison de ce type en suivant 
les variations de PR qui r~sultent de la raise en presence de myosine ou d'actomyosine et 
l 'A T P. Une technique de ce genre doit d'ailleurs permettre de d~cder ~ventudlement d'autres 
liaisons ester pour autant qu'elles int~ressent l'un ou l'autre groupe OH de l 'A TP.  

Cette substance poss~de en effet trois groupements -O H  de Px 2.00 et un de Px 
6.8, tous quatre accessibles $ l'exp6rience. Si seule la zone de Pa 6.0o-8.00 peut ~tre 
utilis6e (car agx Pri > 8.00, il y aurait hydrolyse spontan6e de I'ATP, et aux PH < 6.00 
la prot6ine n'est plus soluble), elle est suffisante pour permettre de d6celer l ' intervention 
de l 'un quelconque de ces quatre groupements OH. Mais la mise en pr6sence d 'ATP et 
de myosine ou d'actomyosine entraine l 'hydrolyse enzymatique de I 'ATP qui lib~re 
une fonction acide, de Px 6.8. Comme la combinaison de I 'ATP ~ l 'actomyosine est un 
ph6nom~ne tr~s rapide (la chute de bir6fringence est instantan6e, par exemple6), la 
formation d'une liaison ester devra d6caler la courbe d'acidification tout an d6but de 
l'hydrolyse. 

Tenant compte de ces consid6rations et des n6cessit6s du probl~me, nous avons 
cherch6 ~ 6laborer une technique permettant  de mesurer, de fagon aussi rapide que 
possible, les variations de PH r6sultant de la mise en pr6sence d 'ATP et d'actomyosine. 
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Nous verrons qu'elle nous a permis de constater qu'il n'en r~sulte pas d'autres variations 
de PH que celle attribuable au clivage enzymatique de I'ATP et que, par consdquent, la 
combinaison ATP ~ actomyosine ne semble pas ddpendre d'une liaison ester, intdressant 
l'un quelconque des groupes -OH de rATP. 

TECHNIOUES ET CONDITIONS EXPI~RIMENTALES 

Nos  exper iences  se r~par t i ssent  en deux groupes :  
a. Nous  avons  d ' a b o r d  cherch~ quelles ~taient  les va r i a t ions  de PH a c c ompa gna n t  

6ventue l lement  les changements  de bir~fringence et  de viscosit~ de r a c t o m y o s i n e  sous 
r in f luence  de r A T P .  Les concent ra t ions  re la t ives  des deux r6act ifs  sont  celles ~ partir 
desqueUes NEED~AM et co l labora teurs  6 observent  une va r i a t ion  m a x i m u m  dans  le cas 
de ~a myos ine  de WEBER-EDsALL (solution ~ 0.9% dans  KC1 0.5 M, et  concen t ra t ion  
finale en A T P  0.o04 M environ) ; dans  ce cas, si la r~act ion n ' e s t  p a s  l imit6e k un  ~quilibre, 
t ou t  r A T P  r~agit .  Les va r ia t ions  observdes ~ tan t  dues h la  scission de r a c t o m y o s i n e  
en ac t ine  et  en myosine,  e t  la myos ine  de WEBER-EDSALL n ' en  con tenan t  que IO ~ 2o%, 
tou t  r A T P  devra  a f o r t i o r i  r~agir  avec de l ' a c tomyos ine  p r a t i q u e m e n t  pure.  

b. Nous  avons  ~galement  suivi  les va r i a t ions  de PH lors de la  superpr~c ip i ta t ion  
de r a c t o m y o s i n e ,  dans  les condi t ions  ddcri tes  p a r  SZENT-GV6RGYIS: suspension d ' ac to -  
myos ine  dans  KCI o.12 M e t  concen t ra t ion  finale en A T P  de 1%. La  concent ra t ion  en 
ac tomyos ine  est  choisie en fonct ion de la quant i t~  d ' A T P ,  de fa~on ~ ce que r h y d r o l y s e  
e n z y m a t i q u e  ne soi t  pas  t rop  rap ide  et  qu 'dven tue l l ement  elle ne masque  pas  une 
modif ica t ion  prda lable  de PH- 

Afro d ' a s sure r  une s tabi l i t~  suffisante du  PH, on est o b l i ~  de t ravaiUer  en mil ieu 
tamponn~.  L a  concen t ra t ion  du  t a m p o n  phospha t ique  utilis~ est  choisie de fa~on 
a m o r t i r  le moins  possible  les va r i a t ions  observables :  elle est,  dans  le cas de l ' a c tomyos ine  
dissoute,  de 0.02 M e t  dans  celui de r a c t o m y o s i n e  pr~cipit~e, de O.Ol M, la superpr6c ip i ta -  
t ion n ' a y a n t  pas  lieu ~ des concent ra t ions  sup~rieures en t a m p o n  phospha t ique .  

Toutes  nos exper iences  sont  fa i tes  ~ la t e m p e r a t u r e  du  labora to i re .  
On p repa re  une solut ion (ou suspension) d ' ac tomyos ine  et  une solut ion d ' A T P  de 

concen t ra t ion  convenable  en sels. On ~galise ensui te  leur PH d e / a g o n  precise, puis  on 
les m~lange l 'une  ~ r a u t r e  tr~s r ap idemen t ,  sous une dlectrode de verre,  et  on mesure  
la  va r i a t ion  de PH produi te .  

L'actomyosine est pr6par6e suivant la mdthode habituelle de BANGA ET SZSN~-GY6ROI 1. EUe 
est purifi~e une fois par pr6cipitation. 

L'A.T.P. est prdpard selon ia m~thode de LOHMA~ ~ suivant Ng~DHAM~; une purification 
par redissolution dans l'eau acidulde (PH 3-4) puis precipitation par l'alcool donne un produit pur, 
sans phosphate libre et dont le rapport du phosphore total au phbsphore labile (7'P de LOHMANN) 
est 3 ~ I. Le sel sodique est pr~pard selon BAILEY 14. 

On s'arrange pour que les solutions (ou suspension) des deux rdactifs aient ia m6rn~ force ionique 
(concentration en KC1 et en phosphates). On ndglige cependant, dans ce calcu], la concentration en 
actomyosine et en ATP, ainsi que les variations rdsultant de reffet Donnan, lors de la dialyse. 

Si la concentration en KC1 est o. 5 M, ractomyosine est dialysde 4 8 heures ~ o ° C, dans des sacs 
en cellophane, contre une solution KCI 0.5 Me t  phosphates o.o2 M. La solution stock du sel sodique 
de I'ATP est d i lu~ par le m6me volume d'une solution tampon KC1 M et phosphates o.o 4 M. 

Si la concentration en KC1 est o.x~ 5 M, ractomyosine est d'abord dialys~e contre une solution 
KCI 0. 5 M e t  phosphates o.o 4 M, puis dilude 4 fois avecde reau distiUde*. La solution stock du sel 
sodique de rATP est dilute par le m6me volume de tampon de dialyse, lui-m6me pr~alablement 
dilu6 deux lois. 

* La concentration en protdine de la solution soumise ~ ia dialyse est alors choisie en tenant 
compte de la dilution ult~rieure. 
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Mesures de PH: elles son t  fai tes  ~. l '61ectrode de verre  du  t ype  MAc I,,~,-¢Es, avec  une  61ectrode de  
r6f6rence au  calomel,  sa tur6e  en KC1. L ' e n s e m b l e  est  plac6 dans  une  cage de F a r a d a y .  Nous  a v o n s  
utilis6 l '~lectrom~tre ~t l ampes  d6crit  pa r  D u s u I s s o ~  ET DEBOT av, don t  la stabil i t6 p e r m e t  d ' a t t e i nd re  
une  pr6cision de o.2 m V ;  la sensibil i t6 es t  de 7.5 cm par  inV. L ' iner t ie  de l ' appare i l  a 6t6 mesu r6e  p a r  
DUBUISSON ~s : lots d ' u n  b ru sque  c h a n g e m e n t  de PH, il f au t  env i ron  4 secondes pour  observer  une  var ia -  
t ion  co r r e spondan t  ~, 9 5 %  de l '6car t  to ta l  en t re  les va leur s  init iale et finale. 

Appareillage: le m~lange  des  deux  solut ions  se fair ~. l 'a ide du disposi t i f  sch6mat i s6  d a n s  la 

I "E t i'[--'- 
i 

~xe du moteur 

Fig. i .  Disposi t i f  employ6 pour  m61anger 
la solut ion d ' A T P  ~. la solut ion de myos ine :  
V, vase  oft se fa i t  le m61ange; E,  ~lectrode 
de verre  du  t ype  MAC INNES; P, p o n t  de 
jonc t ion  sa tu r6  en KC1; C, tribe en  caou t -  
chouc  souple,  6cras6 pa r  les deux  roule- 
m e n t s  A billes R ;  I, s u p p o r t  en  mat i~re  
i so lante ;  S, ser ingue  en ver re  s e r v a n t  

l ' in ject ion d ' A T P .  

Fig. I. Le vase  (V) c o n t e n a n t  la solut ion pro t6 in ique  
( io ml), est  r a t t ach6  pa r  sa par t ie  inf6rieure ~t un  t ube  
de caou tchouc  tr~s souple (C), plac6 sur  un  s u p p o r t  
en mat iSre  isolante  (I). Ce caou tchouc  est  6cras6 p6rio- 
d i q u e m e n t  pa r  deux  rou l emen t s  A billes (R) fix6s ~. 
l ' axe  d ' u n  moteur .  La  solut ion ainsi  en t ra tu6e  est  
r amen6e  darts la par t ie  sup6r ieure  du vase  pa r  un  t ube  
en verre  (t), don t  la h a u t e u r  es t  r6glable. La  forme du 
vase  a 6t6 choisie de fa~on A agi ter  u n i f o r m 6 m e n t  rou te  
la masse  du liquide. D a n s  le r6cipient  (V) plorlgent  
l '61ectrode de verre  (E) et  le p o n t  de jonc t ion  en aga r  
sa tu r6  de KC1 (P). La  so lu t ion  d ' A T P  (io ml) es t  in t ro-  
du i te  au  m o y e n  d ' u n e  ser ingue en verre  (S) pa r  la t u b u -  
lure (T). P ou r  une  vi tesse  de ro ta t ion  convenable  du  
moteur ,  l ' homog6n6isa t ion  du mil ieu ne d e m a n d e  que  
que lques  secondes.  

Afin d '6vi te r  route  pe r t u rba t i on  61ectrique, seuls  
le vase,  le suppo r t  (I) e t  la ser ingue  son t  plag6s dans  la 
cage de F a r a d a y .  Le m o t e u r  et  les r ou l emen t s  ~ billes 
son t  mis  ~. la terre. La  ser ingue  est  c o m m a n d 6 e  de 
l ' ex t6r ieur  pa r  l ' in term6dia i re  d ' u n  poussoi r  en  mat i~re  
isolante.  Les  charges  61ectrostat iques p rodu i tes  pa r  le 
f r o t t e m e n t  des  rou l emen t s  ~ billes su r  le c aou t chouc  
son t  suppr im6es  en le r e c o u v r a n t  tr~s s o i g n e u s e m e n t  
de talc a v a n t  chaque  exp6rience.  Les  seules pe r t u rba -  
t ions  impossibles  ~. 6vi ter  son t  celles que  p r o v o q u e n t  
les charges  61ectrostat iques qui  na i s sen t  du f r o t t e m e n t  
des  couches  du l iquide sur  les parois  et  sur  l '61ectrode 
au  m o m e n t  de l ' inject ion.  Elles d u r e n t  en m o y e n n e  15 
secondes.  

Nous sommes donc en possession d 'un appareil qui nous permet,  15 secondes apr~s 
la mise en pr6sence des deux substances, de suivre l'6volution dans le temps de la con- 
centration en H+ avec une pr6cision de o.2 inV. 

CALCUL DES VARIATIONS DE p•  t~VENTUELLEMENT OBSERVABLES 

On peut, en se basant  sur les conditions exp6rimentales d6finies ci-dessus, calculer 
les modifications de PH que la formation de liaisons ester entralnerait,  en admet tant  que 
tout I 'ATP de nos essais ait r~agi. 

Dans le cas o~l l 'actomyosine est dissoute, la concentration en ATP utilis6e est de 
36" lO -4 M et le PH des experiences compris entre 6.7 et 7.4. Au PH 6.7, le groupement 
- O H  de I 'ATP de PK 6.8 est dissoci6 dans la proportion de 45%; sa combinaison avec 
la prot6ine lib6rerait donc 15. lO -4 mole de base par litre. I1 y correspondrait, en milieu 
o.02 M en tampon phosphatique, une alcalinisation de o.r2 unit~ Pn. Celle-ci serait 
6videmment plus 61ev6e encore au PH 7.4, ou si le groupement - O H  de PK 2.o intervenait. 

Dans le cas de la superpr6cipitation de l 'actomyosine, la concentration en ATP est 
de 13. lO -4 M. Un raisonnement analogue montre que dans l '6ventualit6 la moins favo- 
rable ( -OH de pK 6.8, exp6rience au PH 6.9), on observerait une alcalinisation de o.zo 

unit~ pn. 
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Si, par contre, la r6action actomyosine -ATP est limit& par le nombre de groupe- 
ments -SH de la prot6ine, et ob6it done au sch6ma de BINKLEY, la variation de PH sera 
moindre. On calcule qu'elle reste pourtant mesurable. Les -SH conditionnant l'activit~ 
ad6nylpyrophosphatasique de la myosine 6valu~s en cyst~ine correspondent, d'apr~s 
SINGER ET BARRON ~, ~ 0.4% en poids de myosine*. Si la prot6ine est dissoute, la 
combinaison de ses -SH d&erminerait, au PI~ 7.3, un changement de PH de o.oz 7 unit~ 
(--OH de Px 5.8) ou de o.o25 unit~ (-OH de PK 2.o). Darts le cas oh elle est pr&ipit&, la 
concentration en prot6ine &ant plus faible, la variation ne serait que de o.oz2 unit~ 

Pa pour I'OH de PK 2.oo. 

R]~SULTATS 

L'addition, ~t l'actomyosine, d'une solution tampon de m~me force ioaique ne pro- 
duit aucune variation de PH. Si cette solution tampon contient de rATP, on observe 
rensemble des r~sultats suivants: 

A . A ctomyosine dissoute 

Nos mesures sont effectu6es aux Pa 7.35 et 6. 7. Le d~tail des conditions exp6ri- 
mentales est donnd dans le Tableau I. Nous avons contr616, dans chaque exp&ience, 
la diminution de bir~fringence due ~ l'addition d'ATP. Les rdsultats sont reprbsentds 
Fig. 2. 

TABLEAU I 

Phos- Temp& Quantitd 
KCI phates PI~ rature d'actomyosine 

Tracd I 0. 5M o.o2M 

Tracd2 o. 5 M  o.o2 M 

Tracd3 o. 5M 0.02 M 1 
I 

r r acd4  o. 5 M  o . o 2 M I  6"72 

J 

I 

rracd 5 0.5 M o.o2 M I 6.68 

I 

I 

rracd6 o.5M o.o2M] 6.66 
b 

I 

7.31 

7.34 

7.35 

2 2 . 5  ° C 

20.5 ° C 

2 0 . 0  ° C 

20 o ° C 

21.5 ° C 

21.o ° C 

85. 5 mg 

9I mg 

91 mg 

xI 4 mg 

85.75 mg 

85.75 mg 

Stock 
dialysd 

No. I 

No. 2 ] 

No. 2? 

No. 3 

No. 4 

No. 4 

I Concentration 
en ATP du 

mdlange 

Concentration 
en Mg ++ du 

mdlange 

? -- 

0.0035 M 

0.0035 M 

0.0036 M 

0.0032 M 

0.0032 M 0.005 M 

Le stock d'actomyosine utilisd dans ce cas ayant dtd conservd plus longtemps en glaci~re 
avant rexpdrience, il en est rdsultd une diminution de son activitd addnylpyrophosphatasique. 

* Comme l'actomyosine est constitude en majeure pattie de myosine, on peut, en premiere 
approximation, ne pas tenir compte de la prdsence d'actine. 
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Fig. 2. Var ia t ion  de PH (en mV) lors de l ' addi t ion  d ' A T P  g l ' a c tomyos ine  dissoute;  les condit ions  
exp6rimentales  sont  consign6es d a n s  le Tab leau  I. 

B. Actomyosine superpr~cipit~e 
Le Tableau II et la Fig. 3 donnent les conditions exp6rimentales et les r~sultats 

obtenus (Pa 7.5-7.6 et 6.9). Chaque exp6rience, comme nous l'avons contr616, donne 
tr~s nettement lieu au ph~nombne de superpr6cipitation. 

KC1 

Frac6 7 o . i2  M 

] 'rac6 8 o.I25 M 

Trac6 9 o.125 M 

Trac6  IO o.12 5 M 

Trac6 i i  o . i25  M 

PH 

o.oi M 

O.OI M [ 

O.OI M 

O.OI M 

O.OI M 

Trac6 12 o.125 M O.OI M 

7.41 28.3 m g  

7.57 

7.59 

7-57 

6.9: 

-1-6.9: 

T A B L E A U  I I  

T emp6-  
r a tu re  

2o.5 ° C 

23.5 ° C 

23.5 ° C 

22.5 ° C 

Quant i t6  
d ' a c t o m y o s i n e  

NO. 5 

38-7 m g  

19 .35  m g  

33.95 m g  

22.5 ° C 21.6 m g  

4-22.5 ° C 21.6 m g  

Stock  Concentrat ion en 
A T P  du  dialys6 m61ange 

o.ool  3 M 

No. 6 

N o .  6*  

No. 7 

NO. 8 

No. 8 

Phos -  [ 
phates  I 

o .ool  3 M 

O.OO13 3~ 

t 

O.OO12 M 

o.oo13 M i 
o.ool  3 M 

* M6me s tock  que pour  le trac6 No.  8, mais  di lu6 une  lois  avec le t a m p o n  de dialyse  
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Dans l'interprdtation de ces r~sultats, il faut tenir compte de ce que: 
a. l'activit~ addnylpyrophosphatasique varie ldg~rement suivant le stock d'actomyosine; 
b) le pouvoir tampon du milieu varie quelque peu d'une exp&-ience ~ rautre. Les solutions de 

protdine soumises ~ la dialyse sont toujours tr~s concentrdes: rdquilibre ionique n'est pas tout ~ fait 
dtabli apr~s 48 heures et, de plus, am V 
reffet Donnan est apprdciable. L a - - -  
concentration en phosphates ddpend 
donc de la concentration de la solution -1~ 
stock d'actomyosine. Ainsi s'expliquent . 18 q ® 
les diildrences dans la variation totale f .~- p 

de PH correspondant ~ rhydrolyse com- -17 
plate du premier acide phosphorique. / ~) 

"16 / 
• / 

DISCUSSION 

Un premier examen de nos -B / ~ ~ ' ~  ~ - -  ~ '~ 
courbes indique imm~diatement ,12 , [/ , ] ~  
qu'il  ne semble pas exister d 'al-  ~ / /  ~ ~ - - -  ~ 
calinisation appreciable au mo--1~ J -  
ment du m~lange. Cependant la-,01, i /,~2 / 

variation pourrait ~tre tr~s faible - 9 ~ ~ / 
et n'~tre d6celable qu'apr~s avoir -s II 2~/ 

d te m6 v eur exa te de I I 
rerreur  exp6rimentale au d~part. I /V// ® 

I. Tout d'abord,  l'acidifica- -5 IN/ ~,~ ~ -  ® 
tion observ6e correspond bien lift J ~ ~" 
quali tat ivement et quanti tat ive- I ~/~ / ~ f  r 
ment  ~ rhydrolyse enzymatique -3 
du premier acide phosphorique " 2 1 ~ d ' /  
de rATP.  - r ] ~ X  I 

a. Dans le cas de l 'actomyo- ~ t 
sine pr~cipit~e, l'hydrolyseenzy- l 2 3 4 s 6 7 s 9 io ~i I~ ~ ~ ~ 

Tempe en m i n ~ e ~  

matique suffisamment rapide Fig. 3. Variation de PH (en mV) lors de raddition d'ATP 
permet  de d~tezminer la variation ~ ractomyosine prdcipitde; les conditions expdrimentales 
totale de p~ due ~ la liberation sont consigndes dans le Tableau II. 
d 'un acide phosphorique. La 
courbe d'~lectrotitration de I 'ATP (LOHMANNS°) * avant  et apr~s hydrolyse, permet 
de calculer la valeur th6orique de cette variation clans nos exp6riences, en tenant compte 
de la concentration en ATP et du pouvoir tampon du milieu**, I1 y a concordance avec 
la valeur expdrimentale. Les valeurs calcul~e et expdrimentale (Courbes I I  et I2, 
Fig. 3) sont, au pH 6. 9, de o.z unit6 PH; au PH 7.5, la valeur calculde est de o. 3 unit~ 
PH et la valeur expdrimentale de o.26 (moyenne des valeurs finales des courbes 7, 8, 9, 
Io, Fig. 3). 

b. Le PH influence la vitesse initiale d'hydrolyse dans I e sens pr~vu par  les t ravaux 
enzymologiques de ENGELHARDT sl (Courbe~ 2 et 4, Courbes 1o et I I ) .  

*La diff&rence entre les courbes d'dlectrotitration de I'ATP avant et apr~s hydro!yse dtant 
due ~t la libdration de deux fonctions acides de PK 6.8, c'est dvidemment ~t la moitid de cette valeur 
que correspond rhydrolyse enzymatique. 

** Le pouvoir tampon de ractomyosine est ndgligeable. 
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c. Conform6ment aux r6sultats de MEHL ET SEXTON 15, une augmentation de la 
force ionique du milieu diminue l'activit~ enzymatique. La comparaison des courbes 
2 et IO, et des courbes 4 et I I ,  ne peut toutefois avoir qu'une signification qualitative, 
car la quantit6 d 'ATP n'est pas la m6me dans ces diff6rents cas, et nous ne sommes pas 
dans la zone de saturation de l 'enzyme par son substrat*. 

d. Les courbes 8 et 9 montrent que, si les conditions exp6rimentales restent rigou- 
reusement les m~mes, une concentrations deux fois moindre en ferment (prot6ine) %duit 
de moiti~ la vitesse initiale d'hydrolyse. 

e. Si l'on ajoute au syst~me un inhibiteur de la r6action enzymatique : MgCI~ 0.005 M 
(BANGA ET SZENT-GYoRGY112) (courbe 6), l'acidification est r6duite de 80 ~ 85%, par 
rapport k celle que l'on observe dans les m~mes conditions, sans magn6sium (courbe 5)- 

2. La concentration minima en liaisons ester d6celables est limit6e par l 'erreur 
exp6rimentale au d6part. Celle-ci est nettement sup~rieure ~ la sensibilit6 de l'appareil 
(0.2 mV), car, malgr6 les plus grands soins, il est impossible de r~aliser l'6galit6 parfaite 
des Pi~ des deux solutions initiales. 

L ' a c t o m y o s i n e  es t  t o u t  d ' abo rd  plac6e dans  l ' appare i l  et  agit6e env i ron  20 minu te s ,  jusqu"& ce 
que  son  PH soit  p a r f a i t e m e n t  stable.  On  m e s u r e  ensui te  le PH de la so tu t ion  d ' A T P  et  on l ' am~ne  

la va leur  d6termin6e  pour  la prot6ine.  On  replace ensui te  l ' a c tomyos ine  sous  l'61ec,trode. G6n6rale- 
meri t ,  p a r  suite,  pa r  exemple ,  d ' u n e  l~g~re d 6 n a t u r a t i o n  (on t ravai l le  A 2o ° C) ou de va r ia t ions  de la 
t e n e u r  en CO v son PH a 16g~rement vari6 dans  une  m e s u r e  qu ' i l  es t  imposs ib le  de pr6voir.  C 'es t  ce t te  
nouve l le  va l eu r  qu i  ser t  de  mesu re  au  t e m p s  z6ro. 

Le plus grand ~cart que nous ayons tol6r~ entre les deux r~actifs est de 0.5 mV 
(soit moins de o.ooi unit~ p~); il n'est souvent que de 0.3 mV. De nombreux t~moins 
effectu~s ~ partir  de solutions d'actomyosine et de tampon exempt d 'ATP nous ont 
donn~ des valems qui se r~partissent 6galement de part et d 'autre du potentiel de la 
solution d'actomyosine, dans nne zone de ± 0.5 mV. 

L'extrapolation all temps z~ro des courbes de la Fig. 2** donne des valeurs initiales 
variant de -o.65 ~ +o.65 mV (si l 'on exclut la courbe 4, aberrante). Elles se r~partissent 
donc pratiquement dans la zone d'erreur exp6rimentale. Leur moyenne est de -0.o 5 
mV. Ceci montre que la valeur initiale moyenne coincide pratiquement avec le PH de la 
solution d'actomyosine, pris comme mesure au temps z~ro. 

La formation de liaison ester ~ partir  des -SH de la myosine selon BINKLEY entralne- 
rait une variation de PH de O.Ol 7 unit6 (I mV), deux fois plus 61ev6e que l 'erreur exp~ri- 
mentale au d6part, et 20 fois plus 61ev6e que l 'erreur moyenne. Nous pouvons donc 
exclure cette hypoth~se. Mais, parmi les groupements susceptibles de participer ~ une 
liaison ester, les -SH r~actionnels sont le moins repr6sent~s: exprim6s en cyst6ine, ils 
6quivalent k 0.4% en poids de myosine 29, la quantit6 totale de cyst6ine 6tant de 1.2 %29, 
alors que les groupes hydroxyles sont beaucoup plus nombreux: IOO g de myosine con- 
tiennent 5.17 g de thr6onine ~2, 4.37 g de s6rine s~, 3.38 g de tyrosine s3. 

Nous pouvons donc conclure que  la r~action actomyosine + A T P  n'entrMne pas la 
[ormation de liaisons ester aux d~pens, d'une part, des groupements - S H  (suivant le sch6ma 

* Ces condi t ions  son t  incompat ib les  avec  celles pour  lesqueUes on observe  le m a x i m u m  de 
c h u t e  de bir~fr ingence,  ou la superpr6cip i ta t ion .  

* * Les  courbes  de la Fig. 3 ne  p e u v e n t  ~tre ext rapol~es  avec une  pr6cision suff isante  pa r  sui te  
de  la t rop  g r ande  rapidi t6  de l ' hydro lyse  euzyma t i que .  
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de  BINKLEY) 0U de groupements hydroxyles de la prot~ine et, d' autre part, des groupements 

- O H  acides de I ' A T P ,  qu'ils soient de PK 2.0 ou de PK 6.8. L a  n a t u r e  des  fo rces  d6 te r -  

m i n a n t  la c o m b i n a i s o n  a c t o m y o s i n e  - A T P  re s t e  d o n c  en co re  ~ t r o u v e r .  

Qu ' i l  n o u s  sof t  p e r m i s  d ' e x p r i m e r  ici n o t r e  p r o f o n d e  g r a t i t u d e  au  P r o f e s s e u r  

DUBUISSON qui  su t ,  avec  t a n t  de  b i enve i l l ance ,  n o u s  e n c o u r a g e r  au cou r s  de  ce t r av a i l .  

RI~SUM~. 

L'6tude des variations de PH, lots de la raise en pr6sence d'actomyosine et d'ATP, r6alis6e au 
moyen d'une technique sp6cialement sensible, montre que la combinaison a lieu sans modification de 
PH autre que l'acidification due g l 'hydrolyse enzymatique. Ces r6sultats excluent la possibilit6 de 
formation de liaisons ester aux d6pens de groupements -OH acides de I'ATP et de groupements 
polaLres de l'actomyosine, particuli~rement de ses groupes -SH comme l 'avait sugg6r6 BINKLEY. 

SUMMARY 

The PH variations occurring when actomyosin and ATP are mixed together are determined with 
a very sensitive method. There does not occur any PH change, except the acidification due to the 
enzymatic hydrolysis. We can therefore conclude that  the reaction actomyosin + ATP is not de- 
pending on the formation of ester bounds between the -OH acid groups of ATP and polar groups 
of actomyosin, especially of its -SH groups as suggested by BINKLEY. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die .~nderungen die das PH erfAhrt, wenn Aktomyosin und ATP zusammen gebracht werden, 
wurden mit  Hflfe einer besonders empfindlichen Arbeitstechnik untersucht. Mit Ausnahme der 
Sgurebildung durch enzymatische Hydrolyse konnte keine Anderung des PH festgestellt werden. 
Diese Ergebnisse schliessen die Bildung yon Esterbindungen zwischen den sauren OH-Gruppen 
des ATP und den polaren Gruppen des Aktomyosins, insbesondere dessen SH-Gruppen (wie 
BINKLEY vorschlug) aus. 
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