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L ' E T A T  D ' A G R ~ G A T I O N  D E  L ' I N S U L I N E  E N  C O U C H E S  

M O N O M O L I ~ C U L A I R E S  S U P E R F I C I E L L E S *  

par 

EUGI~NE FREDERICQ 

Laboraloire de Chimie physique, Universitd de Liege (Belgique) 

Les recherches de GUTFREUND ET OGSTON 1 ont  montr6  que l ' insul ine 6tait capable 
de se dissocier su ivan t  les condit ions du mil ieu dans lequel elle se t rouve dissoute, en 
"submol6cules" dont  le poids mol6culaire serait de 12,ooo. ONCLEY ET ELLENBOGEN 2 
ont  confirm6 ces vues et 6tudi6 la relat ion entre  la charge, la concentra t ion  saline et 
la dissociation. Celle-ci est favoris6e par  la d iminu t ion  de la concentra t ion en prot6ine 
et par  l ' augmen ta t i on  de la charge. Nous avons montr6,  avec NEURATH 3, que le poids 
mol6culaire de l ' insul ine  6tait  influenc6 dans une  grande mesure par  la na tu re  des ions 
presents, p robab lement  ~ cause de la facult6 de l ' insul ine  de se combiner  & de nombreux  
ions simples, ~ des degr6s divers. Des 6chantil lons tr~s purifi6s d ' insul ine  en t ampon  
phosphate  o.I  N ~ pH 2.7 ont  un  poids mol6culaire (d~termin6 par  s6dimenta t ion et 
diffusion) bien inf~rieur ~ 12,ooo et qui t end  vers un m i n i m u m  de 6,000 quand  la concen- 
t r a t ion  en prot6ine tend  vers z6ro. 

Vu la divergence exis tant  entre ces mesures et celles des autres auteurs,  il nous 
a paru  in t f ressan t  de confirmer les d6terminat ions  de poids mol6culaire de l ' insul ine 
par  la m6thode des films superficiels telle qu'elle a 6t6 imagin6e par  GUASTALLA 4 et 
appliqu6e par  BULL 5 ~ diff6rentes prot6ines. 

BULL ET DIEU 6 ont  fitudi6 entre  autres l ' insul ine  mais dans des condit ions oil cette 
prot6ine a un  poids mol6culaire sup6rieur & 18,ooo. 

La m6thode des films superficiels nous a permis en outre d 'embrasser  un  domaine 
de p H  beaucoup plus 6tendu que celui des techniques ordinaires:  celles-ci sont en effet 
limit6es par  la quasi- insolubil i t6 de l ' insul ine  entre  les pH 4 et 7. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Matdriel: Insuline de boeuf cristallis6e, pr@ar6e par Eli Lilly Research Laboratories, Indiana- 
polls, U.S.A. Echantillons No 488 o98 et T-2344, ce dernier recristallis~ cinq lois. Concentration 
d6terminde par Kjeldahl: concentration en azote: I6%. La suspension de cristaux 6tait dialys6e 
avec agitation pendant deux jours ~ o ° contre l'eau distill6e, puis dissoute dans H3PO 4 dilu6. 

Phosphates primaires et secondaires: Baker Analytical reagent. 
Thiocyanate de potassium: Malinckrodt, refondu vers 22o °, pour ~liminer toute impuret6 

tensioactive. 
Chlorure sodique fondu, Merck. 
zIIesure des pressions superficielles. La m6thode est essentiellement celle d6crite par BULL 5 et 

par DIEU 7. Au moyen d'une micropipette de LANGMUIR, on 6tale o.05 rnl de solution d'insuline sur 

* Ce travail a fair l'objet d'une communication & la Soci6t6 de Chimie Biologique, s6ance du 
27 F6vrier I95I, LiSge. 

Bibliographic p. 6o8. 

41 



602 E. FREDERICQ VOL. 9 (1952) 

le subs t ra t  salin. La  variat ion de pression superficielle avec l 'aire ~ temp6rature  ordinaire, est 
ddtermin6e avan t  dtalement, puis cinq minutes  apr~s celui-ci. Deux 5. trois compressions sont  r6alis6es 
sur le m6me film. Les mesures  sont  rejet6es quand  les r6sultats  ne sont  pas reproductibles.  

Les mesures de pression superficielle sont  effectudes par  la m6thode de WILHELMY aU moyen 
d 'une balance £ chainet te  ordinaire sensible au o.i  rag, l 'un  des pla teaux 6tant  remplac6 par  une 
suspension de cinq ~ dix lames de verre, d '6paisseur 6gale ~ environ IOO microns. I1 se r6vdla n6cessaire 
de ddpolir ces lames par  un t ra i tement  ~t l 'acide f iuorhydrique en r u e  d 'en am61iorer la mouillabilit6. 

La prdcision finale obtenue sur la valeur du poids mol6culaire peu t  6tre dvalude h =]= 5 %. 

R]~SULTATS ET DISCUSSION 

Avant d'exposer les mesures de poids mol6culaire, il peut ~tre utile d'en discuter 
bri~vement la signification, Dans la m6thode pr6conis6e par GUASTALLA ET BULL, on 
applique au film monomol6culaire la relation: 

F A  = (c/M) R T  + ,~F (~) 

oft F d6signe la pression superficielle du film, A l'aire totale, c la quantit6 de mati~re 
6tal6e, M le poids mol6culaire, R la constante des gaz, T la temp6rature absolue e t a  
une constante. 

Apr~s avoir effectu6 des mesures de la pression superficielle pour une s6rie d'aires 
diff6rentes, on trace le graphique du produit FA en function de F et on extrapole la 
droite obtenue pour F ~- o. On en d6duit alors le poids mol6culaire. 

La relation (I) n'est autre que l'6quivalent, pour un milieu ~t deux dimensions, de 
l'6quation de VAN DER WAALS sans terme correctif pour les forces de coh6sion. Or il 
est certain que nous travaillons dans un domaine de pressions (o.5 ~ o.o5 dyne par cm) 
oh la surface occup6e par les mol6cules de prot6ine constitue une pattie notable de la 
surface totale du film; autrement dit, nous sommes dans un domaine correspondant 
~t un gaz comprim6. Pourtant on a mont% que la relation (I) 6tait v6rifi6e par tous 
les films de prot6ines 6tudi6s et que la cassure dans la courbe pression-aire correspondant 
au passage £ l '6tat condens6 ne se produisait que pour des pressions sup6rieures et 
un moment oh pratiquement toute la surface est occup6e par les mol6cules. 

BULL 8 a donn6 r6cemment une d~monstration de la formule (I) par un raisonnement 
bas6 sur la th6orie osmotique. Toutefois la difficult6 th6orique subsiste en ce qu'il admet 
que la pr6sence de prot6ine ne modifie pas l'activit6 de l'eau en surface, ce qui est 
discutable quand on a affaire k des pressions superficielles 61ev6es. 

Si, th6oriquement, il est encore difficile de justifier l'application k un tel milieu 
d'une relation oh n'intervient aucun terme d'interaction particulaire, il n 'en reste pas 
moins que l'exp6rience v6rifie cette relation. Les poids mol6culaires obtenus par BULL 
pour l'ovalbumine, la lactoglobuline, la pepsine e t c . . ,  sont en excellent accord avec 
les donn~es des autres m6thodes de mesure. I1 en est de m~me pour les d6terminations 
de poids mol~culaire de la papaine par DIEU 7, respectivement de 29,000 et de 32,000, 
par s6dimentation-diffusion ou par la m6thode des flms superficiels. Nous pouvons donc 
16gitimement appliquer la m~thode ~t condition d'utiliser des concentrations en prot6ine 
aussi faibles que possible et de deseendre aux pressions inf6rieures ~t o.Io dyne par cm. 

A. Etat de dissociation maxima 

Nous avons tout d 'abord utilis6 l'acide chlorhydrique comme substrat d'6talement. 
A concentratien o.oi N, nous avons obtenu de faqon r6p6t~e des valeurs de poids 
mol6culaire variant de 5,ooo ~ 6,0o0. I1 en est de m~me pour l'acide 0.005 N. 
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Fig. I. Courbes d ' 6 t a l e m e n t  de l ' insu l ine  sur  I-IC1 
o .o i  N 

On peut voir d'apr~s les figures 
donnant la variation du produit F A  en 
fonction de F que la relation (I) est 
v6rifi~e dans un large domaine de pres- 
sions et pour diff6rentes concentrations 
superficielles, les plus faibles descendant 
jusque 0.o 7 mg par  m s. Cette concen- 
tration ne repr6sente que 6 % environ 
de surface couverte. Aux plus faibles 
presslons 6tudi6es, les points ne mon- 
trent aucune tendance k se placer sur 
une droite de pente moindre; on est 
donc justifi6 5 consid6rer que l '6tat  
gazeux est atteint  et que l 'extrapolation 
fournit le poids mol6culaire exact (Fig. 
I). Nous ne pouvons toutefois comparer 

nos chiffres ~ aucune mesure de vitesse de s6dimentation ou de diffusion, puisque 
par  ces m6thodes on est oblig6 de travailler ~ des forces ioniques d 'au moins o.i. 

Sur l'acide chlorhydrique o.I N, le poids mol6culaire remonte 5. environ 12,0oo; 
ceci correspond 5. l 'observation de GUTFREUND suivant laquelle une r6association 
s'effectue quand le p H  diminue en dessous de 2 (Fig. 2). 

On peut aussi d'apr~s l '6quation (I) calculer l 'aire occup6e par  les mol6cules de 
prot6ine, le facteur a de l '6quation 6rant analogue au covolume de l '6quation de VAN DER 
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Fig. 2. Courbes d ' ~ t a l e m e n t  de l ' insu l ine  sur  diff~rents subs t ra t s .  

25 7 d ' I n s u l i n e  sur  KCNS o . i  N; p H  5.7 
• 25 7 d ' I n s u l i n e  sur  NaC1 o.t  N;  p H  4 . i  
• 28 7 d ' I n s u l i n e  sur  HC1 o.I  N 

~x 28 y d ' I n su l i ne  sur  p h o s p h a t e s  o.I N ;  plK 4.5 
I )  25 7 d ' I n su l i ne  sur  p h o s p h a t e s  o.I  N; p H  6.8 
O 4 ° 7 d ' I n s u l i n e  sur  p h o s p h a t e s  o . i  N ;  p H  6.4 
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WAALS et correspondant, d'apr~s BOLL, ~t, la surface qu'occuperaient les mol6cules si 
elles 6taient jointives. BULL avait d6termin6 par cette m6thode une sire d'environ 
0. 9 m 2 par mg. Cette aire augmente au cours du temps et tend vers un maximum de 
1.8 m 2 par rag. 

La premiere valeur est celle qui correspond ~ une structure des chaines poly- 
peptidiques analogue ~ cello de la/~-k6ratine avec les chaines latfrales normales ~ la 
surface du film, la seconde correspond ~ une structure compl~tement d6ploy6e, routes 
les chaines reposant ~ plat sur la surface. 

GUASTALLA ~ par contre, assimile le facteur a ~ une surface d'encombrement, double 
de la surface r6elle. 

En fait, BULL s lui-m~me a trouv6 des valeurs de ~ bien sup~rieures ~ 2 m 2 par rag. 
Nous avons trouv6 des valeurs semblables aux tr~s faibles concentrations superficielles. 
Ces faits sont plut6t en faveur des conceptions de GUASTALLA, pttisque la surface maxima 
que puisse occuper une protfine dans un film superficiel est de 1.8 m 2 par mg. I1 faudrait 
donc divisor tous los chiffres de cosurface par 2 pour obtenir une valeur de la surface 
effective des mol6cules. Si ces conceptions se r6v~lent exactes, il faudra consid6rer que 
l'6talement des prot6ines dans les conditions normales conduit ~ un dfroulement moins 
pouss6 qu'on ne l 'a cru d'abord. Ce ne serait que tr~s exceptionnellement et aux tr~s 
grandes dilutions, qu'on obtiendrait une structure "/?-k6ratine". 

Sans vouloir attacher trop d'importance quantitative ~ ces valeurs, elles nous 
fournissent des indications comparatives intfressantes quant ~ la rfgularit6 et all degr6 
d'6talement r6alis~s. 

Nos mesures fournissent une valeur de 2 m 2 par mg pour la cosurface des films 
d'insuline sur HC1 o.olN.  I1 semble donc que lorsque l'insuline a atteint son 6tat de dis- 
sociation maxima, elle s'6tale avec extension immfdiate des chaines polypeptidiques, les 
facteurs de rfpulsion qui provoquent la dissociation favorisant de m6me le d6roulement 
des chalnes. Sur HC1 o.IN,  on retrouve par contre une aire plus faible de I m 2 par mg. 

Nos exp~riences 6taient rfalisfies en 6talant sur le substrat choisi, une solution 
d'insuline ~ concentration inf6rieure ~ o.I % dans l'acide phosphorique tr~s dilu6. Dans 
cos conditions, nous partons donc d'une insuline qui est compl~tement dissoci6e. 

Si, par contre, nous partons d'une solution d'insuline dans KC1 0.2 N, pH 3.6, 
conditions dans lesquelles l'insuline est assocife, nous n'obtenons plus la dissociation 
lots de l'6talement sur HC1 o.oi N. Ceci indique que les molfcules agr6g6es d'insuline 
ne s 'ftalent pas convenablement ou, tout au moins, nese  dissocient plus lors de l'~tale- 
ment. I1 convient donc de partir toujours de solutions acides pour rfialiser les ex- 
p6riences. 

Sur l'eau distillfe, on obtient des films stables ot~ le degr6 d'association est beaucoup 
plus 6lev6 et le poids molficulaire de 12o,ooo. On ne peut comparer ce chiffre ~ aucun 
autre puisque l'insuline est trop peu soluble ~ ce pH pour permettre d'autres types de 
mesure. Nous verrons par la suite que ce poids mol~culaire correspond all maximum 
que l'on puisse mesurer en 6talant sur des solutions salines, dans les environs du point 
isoflectrique. 

B. Variation de lYtat d'agr~gation avec le p H  

Nous avons suivi la variation du poids mclfculaire de l'insuline avec le pH, en 
6talant cette prot6ine sur une s6rie de tampons phosphates ~ concentration o.I normale 
constante et dont le pH variait depuis 2.5 jusque 7. La courbe de la Fig. 3 montre 
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Fig. 3- Variation du poids mol6culaire de l 'Insuline 
en fonction du pH des substrats. 

les r6sultats de cette 6tude. Dans 
le domaine de pH oil la solubilit6 de 
l'insuline permet des mesures de con- 
stante de s6dimentation, il est remar- 
quable de constater que les poids mo- 
16culaires obtenus par 6talement sont 
tr~s voisins de ceux que l'on peut d~- 
duire des mesures de s6dimentation de 
FREDERICQ E'I NEURATH a, faites dans 
les tampons correspondants, ~ une con- 
centration en insuline de o.25%, et en 
supposant une mol6cule sph6rique, ce 
qui dolt ~tre tr~s proche de la r6alit6. 
Remarquons n6anmoins que les mesures 
pr6sentes fournissent une moyenne en 
nombre, tandis que la mfthode de s6di- 
mentation donne une moyenne en poids. 
On peut conclure que la m6thode d'6ta- 
lement est valide dans ce cas et d'autre 
part que les facteurs de charge 6lectrique 
qui conditionnent l'6quilibre de dissoci- 
ation de l'insuline en solution agissent 
d'une fa~on tout analogue dans le film. 

Par contre, le facteur concentra- 
tion prot6ique qui est tr~s important en solution, parait jouer un r61e secondaire en 
surface, puisque les poids mol6culaires ne semblent pas d@endre des quantit6s 6tal6es, 
ni de la variation de l'aire d'expansion pour une ctuantit6 donn6e. 

Le fait que l'association de l'insuline augmente r6guli~rement de pH 4 "k pH 5.6 
puis diminue ensuite vers les milieux alcalins correspond qualitativement & la variation 
de solubilit6 de la prot6ine dans cette z6ne de pH (CoHN, FERRY, LIVINGOOD ET BLAN- 
CHARI)~). Le point maximum (pH 5.6) est identique au pH de solubilit6 minima dans 
une solution de phosphates. On peut le consid6rer comme ~tant le point iso61ectrique 
de l'insuline et peut ~tre m~me le point isoionique en admettant que le phosphate n'est 
pas li6 k la prot6ine. Rappelons que l'on n 'a pu d6terminer ces valeurs par les m6thodes 
ordinaires en raison de l'insolubilit6 de l'insuline. 

Enfin, au pH 6. 5 on retombe dans un domaine off l'on poss~de des donn6es de 
s6dimentation, encore que les valeurs de poids mol6culaire y soient controvers6es; on 
admet qu'elles se situent aux environs de 36,000. Dans la r6gion de pH k partir de 7, 
la m6thode d'6talement devient sujette ~ caution d'apr6s BULL. 

C. Influence des ions 

Nous avons voulu v6rifier si la nature des ions du substrat influenqait le poids 
mol6eulaire comme elle le fait pour l'insuline en solutionL Les valeurs obtenues lors de 
l'6talement sur ehlorure sodique o.I N montrent qu'il n'en est rien (Fig. 3) : elles ne se 
distinguent pas de celles que l'on obtient en tampon phosphates. Par s6dimentation, 
nous avons montr~ que la pr~sence des ions C1- favorisait notablement l'association de 
l'insuline, ce que nous avons mis en rapport avec la capacit6 de Finsuline de se combiner 
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~t ces ions. Les ions thiocyanate ont un effet encore plus marqu6, mais rendu plus 
complexe par le fait que du c6t6 acide ils favorisent l'association et ont par contre une 
action solubilisante au dessus de pH 58,10. 

Quand on prend pour substrat d'6talement du thiocyanate o.I N, on peut observer 
une faible action en faveur de l'association en dessous de pH 4 et une action dissociante 
notable au-dessus. 

On peut donc conclure d'une fa~on g6n6rale, que la propri6t6 des ions C1- et SCN- 
d'associer les particules d'insuline en solution par suite de leur fixaticn sur la prot6ine, 
est nulle ou tr~s faible dans les films superficicls. 

I1 faut remarquer que la concentration de ces ions est probablement plus faible 
dans la couche de passage qu'elle ne l'est darts la solution. 

De plus, la d6naturation peut modifier consid6rablement la fixaticn d'ions par les 
prot6ines: c'est ainsi que d'apr~s KLOTZ, TRIWUSH, ~T WALKER 11 la s~rumalbumine 
d6natur6e par l'alcali perd son pouvoir de combinaison avec le m6thylorange. 

Les cosurfaces sont k peu pros constantes sur les diff6rents substrats salins 6tudi6s 
et voisines de 0. 7 m 2 par rag, ce qui est un peu plus faible que la valeur normMe de 
0. 9 m S par rag. 

I1 est encore impossible de dire si ceci est dfi ~ un d6roulement partiel des particules 
ou ~ un d6but de d6sorption; dans ce dernier cas il faudrait 6videmment eonsid6rer 
que les valeurs de poids mol6culaire mesur6es seraient un peu plus 61ev~es qu'il n'en 
est en r6alit6. 

CONCLUSIONS 

Revenons £ la question de la validit6 de la formule (i), d'oh nous d6duisons les 
poids mol6eulaires. Nous pensons que la correspondanee entre les mesures ex6cut~es par 
s6dimentation et diffusion, d'une part et par 6talement de l'autre, est un argument de plus 
en faveur de l'applicabilit6 de la formule au cas de l'insuline. Dans tout le domaine de 
pressions 6tudi6 depuis 0.o5 dyne jusque o. 5 dyne, nous n'avons observ~ aucune tendance 
des points exp6rimentaux k d6vier d'une ligne droite lorsque l'on porte le produit FA 
en fonction de F (Figs. I e t  2) et ce pour une vari6t6 de substrats salins et de pH. 

De plus, des mesures r~centes effectu~es par DIEU en utilisant la technique plus 
sensible de GUASTALLA 4 ont montr6 qu'en descendant k des pressions de l'ordre de 0.o05 
dyne par cm, on obtenait la m6me extrapolation de la droite F A - F ;  ceci fut v6rifi6 
notamment pour l'insuline comme pour plusieurs autres esp~ces de macromol6cules. 
Darts ce domaine, on r6alise un 6tat gazeux £ tr~s faible pression. L'applicabilit6 de 
l '6quation de VAN DER WAALS y est donc justifide. 

Nous n'avons pas observ6 dans nos conditions exp6rimentales le ph6nom~ne d6crit 
par BULL 1 et suivant lequel on aurai,t des variations de pente importante de la fonction 
F A - F  suivant les concentrations d'6talement utilis6es. I1 nous est impossible de corn- 
parer les poids mol6culaires de l'insuline obtenus par cet auteur avec les n6tres, les 
substrats salins qu'il utilise 6rant beaucoup plus concentr6s. I1 est en tous cas logique 
qu'il obtienne des valeurs de poids mol6culaire sup6rieures dans ces conditions. 

Signalons enfin que nous n'avons pas observ6 d'influence notable de la puret~ des 
6chantillons utilis6s, comme ce fur le cas pour les mesures de vitesse de s6dimentation. 
II semble que les expdriences d'6talement r6alisent les conditions d'une dialyse prolong6e, 
toutes les impuret6s solubles de la prot6ine passant en solution. 

I1 semble aussi tr~s improbable qu'il y ait des impuret6s peu solubles de nature 
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tensioactive qni viendraient  se fixer en surface, ce qui aurai t  pour  effet de r6duire la 
masse mol6culaire moyenne  mesur6e. 

Ces impuret6s ne pourraient  provenir  des substrats  utilis6s, puisque ceux-ci sont 
contr616s par  une courbe de blanc, mais pourraient  6ventuellement se t rouver  dans les 
pr6parations d'insuline, par  exemple des complexes lipide-prot6ine, se dissociant en 
surface. Si tel 6tait le cas, on ne s 'expliquerait  pas pourquoi  ces impuret6s ne se mani- 
festent pas lorsque l 'on 6tale sur l 'eau pure ou sur phosphates,  pr6cis6ment dans la z6ne 
iso61ectrique de l'insuline. 

La  constance des valeurs de cosurface obtenues dans des conditions vari6es est 
aussi une garantie  de l'efficacit6 et de la r6gularit6 de l '6talement.  

Quelle est la port6e de ces r6sultats en ce qui concerne le probl~me de l 'unit6 
fondamentale  de la mol6cule d'insuline ? 

Les mesures de GUTFREUND ET OGSTON 1 comme celles d 'ONcLEY ET ELLENBOGEN 2 

militent en faveur d 'un  poids mol6culaire min imum de I2,ooo. Nos mesures sont incom- 
patibles avec cette valeur, m~me en tenant  compte des erreurs expdrimentales relative- 
mcnt  61ev6es affectant les constantes  de s6dimentat ion dans ce domaine:  nous avons en 
effet ~t6 amen6s ~ admet t re  le chiffre de 6,000 comme poids mol6culaire 616mentaire*. 

Rappelons que SANCER 1~ n '6car te  pas cette possibilit6 & part i r  des donn6es de 
l 'analyse chimique e t a  imagin6 un sch6ma de repr6sentation de l 'insuline compos6 de 
deux chaines polypept idiques ayan t  chacune un poids mol6culaire de 3,000. 

II  est bien 6vident qu 'une  prot6ine 6tal6e en surface voit  sa s t ructure profond6ment  
boulevers6e et l 'on ne peut  appliquer sans pr6caution aux mol6cules natives des donn6es 
tir6es des films. 

Pour tant ,  l 'extension d 'une  prot6ine en surface ne peut  faire intervenir  que des 
6nergies faibles et incapables de rompre des liaisons covalentes. I1 est donc certain que 
si l 'on peut  prouver  de fagon irr6futable que l ' insuline en couches superficielles a des 
particules d 'un  poids mol6culaire de 6,000, celles-ci ne pourront  ~tre 6ventuellement 
associ6es en solution que par des liaisons faibles ais6ment dissociables telles que des 
liaisons hydrog6ne ou des liaisons 61ectrostatiques. 

Elles ne pourraient  pas en tous cas, ~tre constitu6es par  des ponts  disulfure, lesquels 
sont suppos6s 6tablir le lien entre les chaines polypeptidiques de l'insuline. I1 faudrai t  
donc rejeter le sch6ma k quatre  chalnes avec poids mol6culaire de 12,ooo. 

C'est pourquoi,  tou t  en res tant  conscients du caract+re encore hypoth6t ique in- 
h6rent k l '6tude cin6tique de ces gaz k deux dimensions que const i tuent  les films super- 
ficiels, nous pensons que ces exp6riences appor tent  n6anmoins un a rgument  de plus en 
faveur  de la valeur de 6,000, comme poids mol6culaire unitaire de l'insuline. Elles nous 
appor ten t  aussi des renseignements int6ressants et une confirmation de cette propri6t6 
assez exceptionnelle de l'insuline, de se polym6riser r6versiblement ~ des degr6s variables 
suivant  le pH.  Peut-~tre l 'avenir  nous apprendra-t- i l  qu'i l  s 'agit  lk d ' un  ph6nom6ne plus 
courant  qu 'on  ne le pense g6n6ralement, remet tan t  ainsi en vedet te  la th6orie de SORENSEN 

suivant  laquelle les prot6ines seraient des syst~mes dissociables r6versiblement. 
Nous adressons tous nos remerciements aux Laboratoires  de Recherche de "El i  

Lilly and Co" Indianapolis,  U.S.A. qui ont subsidi6 ces recherches et nous ont  fourni 
l ' insuline cristallis6e. 

* Des exp6riences actuellement en cours nous ont permis aussi de montrer que du c6t6 alcalin 
du point iso61ectrique, l'insuline se dissocie de fa~on & avoir vers pH io, une constante de s6dimen- 
tation aux environs de 1.2 S. 
Bibliographie p. 608. 
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N o u s  r e m e r c i o n s  @ g a l e m e n t  le  C e n t r e  N a t i o n a l  d e  B i o l o g i e  p h y s i c o - c h i m i q u e  pc -u r  

s o n  a p p u i .  

N o u s  e x p r i m o n s  t o u t e  n o t r e  r e c o n n a i s s a n c e  a u  P r o f e s s e u r  V.  DESREUX p o u r  

l ' i n t 6 r ~ t  c o n s t a n t  q u ' i l  a t 4 m o i g n @  h n o t r e  t r a v a i l .  

R]~SUM]~ 

L ' ex i s t ence  des  " submol4cu le s "  d ' insu l ine  £ tr6s ba s  poids  mol4culaire  a 4t4 eonfirm4e pa r  
l ' 4 tude  des couches  superficielles de cet te  prot4ine  dana  le d o m a i n e  des tr6s faibles press ions  super-  
flcielles (o.o5 ~ o.5 dyne /cm) .  

Pa r  la m4 thode  de GUASTALLA ET BULL, on p e u t  calculer  u n  poids  mol4culaire  de l 'ordre  de 
5 ~ 6,000 pour  les par t icu les  d ' insu l ine  6tal4e sur  de l 'ac ide ch lo rhydr ique  o.oi  N.  

De m~me,  lorsque l 'on 4tale l ' insul ine  sur  des  t a m p o n s  de p h o s p h a t e s  $ force ionique cons t an t e  
et  4gale ~ o . i  et  $ p H  cro issant  depuis  2.5 j u sque  7, on observe  une  forte va r ia t ion  du poids moldculaire  
qui  passe  pa r  un  m a x i m u m  de 12o,ooo ~ p H  5.6 pou r  redescendre  ensui te  5~ 3o,ooo (pH 7). Ce com-  
p o r t e m e n t  es t  ana logue  /~ ce qui  se passe  en solut ion darts le doma ine  de p H  res t re in t  (2 $ 4) off la 
solubili t4 de l ' insul ine  p e r m e t  des mesures .  

Les  ions chlore n ' i n f luencen t  pa s  ces ph6nom~nes ,  t and i s  que  les ions t h i o c y a n a t e  aba i s s en t  
cons id4rab lement  le poids mol4culaire  en t re  les p H  4.5 et  7, z6ne off p r4c is4ment  ils exercen t  une  
ac t ion  solubi l i sante  consid4rable.  

S U M M A R Y  
The  exis tence  of insul in  submolecu les  h a v i n g  a ve ry  low molecu la r  we igh t  ha s  been conf i rmed 

by  s t u d y i n g  surface  m ono l aye r s  of th i s  p ro te in  in a r ange  of v e r y  low surface  pressures  (o.o 5 to 
0. 5 dyne /cm) .  

B y  t he  m e t h o d  of GUASTALLA AND BULL, a molecu la r  we igh t  of t he  order  of 5,000 to 6,000 
can  be ca lcula ted  for insul in  par t ic les  spread  on o.oi  N hydrochlor ic  acid. 

W h e n  insul in  is sp read  on p h o s p h a t e  buffers  a t  a c o n s t a n t  ionic s t r e n g t h  of o. I and  p H  increas ing 
f rom 2. 5 up  to 7, a s t rong  va r i a t ion  of t he  molecu la r  we igh t  is observed,  va lues  of t he  l a t t e r  pass ing  
t h r o u g h  a m a x i m u m  of 12o,ooo a t  p H  5.6 and  going down to 3o,ooo a t  p H  7. 

This  behav io r  is s imi lar  to w h a t  h a p p e n s  in t he  bu lk  phase ,  in t he  res t r ic ted  p H  range  (2 to 4), 
where  t he  solubi l i ty  of insul in  allows m e a s u r e m e n t s  to be made .  

Chloride ions do no t  influence these  processes,  while t h i o c y a n a t e  ions cons iderab ly  lower t he  
molecu la r  weight  be tween  p H  4.5 and  7, a range  where  t h e y  ac tua l ly  p romo te  solubil izat ion.  

Z U S A M M E N F A S S U N G  
Das  B e s t e h e n  yon  I n s u l i n s u b m o l e k u l e n  von  sehr  ge r ingem Moleku la rgewich t  is t  d u t c h  das  

S t u d i u m  der Ober f l~chensch ich ten  dieses Pro te ins  im Bereiche sehr  ger inger  Oberf l~chendri icken 
(0.05 bis 0. 5 dyne /cm)  best / i t ig t  worden.  

Aus  der Methode  yon  GUASTALLA UND BULL ergeben  sich Molekulargewichte  yon  der  Gr6ssen-  
o r d n u n g  5 - 6 , o o o  ffir auf  o .oi  N Salzs~iure ausgebre i t e te  Insu l in te i lchen .  

Wi rd  ferner  Insu l in  au f  P h o s p h a t p u f f e r e n  ausgebre i te t ,  deren  Ionenst~.rke auf  o .o i  k o n s t a n t  
geha l t en  wird u n d  deren  p H - W e r t  yon  2. 5 auf  7 ans te ig t ,  so stel l t  m a n  eine s t a rke  Ver~inderung 
des Molekula rgewich ts  fest,  welches  einen M a x i m a l w e r t  yon  12o,ooo bei p H  5.6 erre icht  und  dann  
wieder  au f  3o,ooo bei p H  7 he rabs ink t .  

Chlor ionen h a b e n  auf  diesen Prozess  ke inen  Einfluss,  w~ihrend T h i o c y a n a t i o n e n  das  Molekular-  
gewicht  e rhebl ich  he rabse t zen  im p H  Bereich 4.5 bis 7, in we lchem sie gerade  die L6sl ichkei t  s t a rk  
he rau f se tzen .  
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