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LES ESTERS PHOSPHORES DES MUSCLES DU LOMBRIC 

par 

C. REY 

Laboratoire de I3iologie g~ndrale, Faculld des Sciences, Universitd de Liege (Bel#ique) 

Ce travail constitue une contribution g l'6tude de la biochimie  compar6e des esters 
phosphor6s des muscles d'Invert6br6s, encore peu connus ~ ce point  de vue. 

TECHNIQUE 

Matdriel expdrimenlal 
Les Vers (Lumbricus terreslris L.) sont  conserv6s en milieu humide ~ 2 ° C pendant  plusieurs jours. 
Le tube musculo-cutan4, pr61ev6 en chambre  Iroide, d6barrass6 des premiers  segments  du corps 
et des visc6res, est lay6 avee du liquide de Ringer pour  Grenouille, exempt  de phosphore,  puis 
pes6. Les pr6parat ions obtenues sont  conserv6es humides en boite de P6tri, pendan t  plusieurs 
heures (6 ~ 12) ~ 2 ° C. Cette phase de r6eup6ration est indispensable dans le cas de l '6tude des 
muscles au repos. 

Pour  l '6tude de muscles stimul6s, les pr6parat ions immerg6es dans du liquide de Ringer 
sont  t6tanis6es & la temp6ra ture  du laboratoire au moyen  d 'une bobine de Ruhmkorff  (tension 
aux bornes du primaire:  8 volts) et de fines 61ectrodes d 'a rgent  chlorur6es. 

Prdparation el/ractionnement des extrails 
Parmi les diff6rents proc6d6s de fixation essay4s, le broyage direct dans l'acide trichlorac6tique 
congel6 s 'est  r6v616 le meilleur : la cong61ation brusque  par  immersion darts l 'air liquide provoque 
une trbs vive contract ion tandis que Ies muscles congel6s progressivement  en boite de P6tri 
jusqu '~  - - 2 o  ° C sont  visiblement contractur6s.  

Les muscles repos6s, ou stimul6s, sont  donc broy6s directement  darts un  mortier, refroidi 
g - - 2 o  ° C, en pr6sence d 'un  volume connu ( ±  2 vol/g muscle) d 'une  solution d'acide trichlor- 
acdtique /t lO%, elle-m6me congel6e /~ - - 2 0  ° C. Apr6s r6chauffement ~ 2 ° C  et ceutrifugatiou 
g i4,ooo t /rain pendant  1o rain /~ 2 ° C, la fraction surnageante  est recueillie et divis6e en deux 
port ions  ( A e t  B). 

L 'ex t ra i t  A est d6barrass6 des ions Ca ++ et Mg ++ libres par  addition d'acide 6thyl6nediamine- 
t6traac6tique. Nous avons pu r6duire /~ 12. 5 mg/g de muscle la quant i t6  de ce r6actif ~ ajouter  
& nos extraits,  soit le qua r t  de la quant i t6  ajout6e par  CALDWELL 1 ~ des extrai ts  musculaires 
de Grenouille et de Tortue. L 'ext ra i t  est ensuite amen6 le plus rap idement  possible au p H  8 9 
par  addition d 'NH4OH conc. pour  pr6venir l 'hydrolyse du phosphag6ne. 

L 'ext ra i t  B e s t  fractionn6 suivant  la m6thode de BALDWIN ET YUDKIN 2, en pr6cipitant,  par  
le r6actif de FISKE ET SUBBAROW 3 (CaC12.Ca (OH)z), les ad6nosine tri- et di-phosphate,  l 'ortho- 
phospha te  et l 'hexosediphosphate.  Apr6s centrifugation, la fraction surnageante  contient  le 
phosphag6ne, sa base guanidique (la lombricine), I 'AMP et les hexosemonophosphates .  Les ions 
Ca ++ et Mg++.libres sont  ensuite 61imin6s par  addition de 12o mg d 'oxalate  de soude par  ml 
de CaC12"Ca(OH) 2. 

Mdthode chromatographique 
Nous avons eu recours g la technique d6crite par  CALDWELL 1 pour  l '6tude des compos6s phos- 
phor6s de muscles de Vert6br6s. Toutefois, nos recherches nous ont  amen6 A y appor ter  quelques 
modifications. 

Nous avons obtenu des s6parat ions plus nettes en uti l isant le papier  W h a t m a n  No. i, de 
pr6f6rence au V~qmtman No. 4, utilis6 par  CALDWELL 1. Avant  emploi, le papier  doit 6tre purifi6 
(c/. HAZ~'ES ET ISHERWOOD4). Nous avons 61imin6 les ions alcalino-terreux par  lavage avec HC1 
2 N, plus efficace que l'acide ac6tique -, N. Les ions de m6taux  lourds qui interf6rent su r tou t  
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dans le cas des solvants  acides ne sont  pas entrain6s par  ce lavage. Les chromatographies  effectu6es 
dans le solvant  bu tanol  tert./ac, picrique sont  prdc6d6es d 'une  migrat ion prdalable du solvant  
p ropano l / ammoniaque  ainsi que nous l 'a sugg6r6 CALDWELL. I1 y a formation de complexes 
solubles, en milieu ammoniacal .  Les composit ions des deux solvants  utilis4s sont  les suivantes:  
6o ml propanol  n - -  25 ml ammoniaque  D -- o.91o --- 15 ml eau et 8o ml alcool butyl ique tert.  

4 g acide picrique - -  2o ml eau. 
Ires exp6riences sont  effectu6es A la temp6ra ture  du laboratoire (2o ° C environ) ; les vari- 

ations n 'exc6dent  pas ~_ I ° C  grace A l 'uti l isation d 'une  enceinte thermosta t ique .  La solution 
5. analyser  est ddpos6e sur le papier au moyen  d 'une  micropipette de ± 3 ° m m  a, par  appor ts  
r6p6t6s et s6chage simultan6 dans un courant  d'air froid. 

Apr6s 6quilibration du papier  avec les vapeurs  du solvant  pendant  2 heures environ, le 
solvant  est in t rodui t  dans la nacelle. Apr6s 15 h de migrat ion (solvant basique) ou 8 h (solvant 
acide), le ch roma togramme est s6ch6 dans un  courant  d 'air  froid. 

Les ch romatogrammes  sont  examin6s en lumi6re ultra-violette avan t  d 'etre trait6s chinlique- 
ment.  Plusieurs proc6d6s de r6v~lation ont  ~t~ utilis6s: 

(i) le rdactif nlolybdique de HANES ET ISHERWOOD4; 
(2) la r~action A la ninhydrine.  Le papier sur lequel est pulv~ris~e une solution de ninhydrine 

0.2 % est plac6 dans une 6tuve /~ 9 °°  C pendan t  io min. Les taches sont  fugaces sur  les chro- 
ma tog rammes  impr~gn~s d'acide picrique; 

(3) la r~action A l 'a-naphtol  hypobromi te  (r6action de SAKAGUCHI) pour  la d~tection des 
ddriv~s guanidiques monosubst i tu~s  (ROCHE, NGUYEN VAN THOAI ET HATTS). Cette rdaction n 'es t  
pas  applicable aux chronla togrammes  p rovenan t  du solvant  butanol  tert . /ac,  picrique, car l 'acide 
interfere. 

Les valeurs de R F cities dans ce texte et non pr~c6d~es de la ment ion  "R F absolu"  ont  
~t~ ~tablies en fonction de l 'o r thophosphate .  

La raise au point  de la technique a ~t~ contr61~e au moyen des produi ts  commerciaux 
suivants :  Or thophospha te  Na2HPO 4 Merck; Ad6nosine-tr iphosphate de sodium (ATP de Na) 
chromatographed,  Sigma Chemical Product ;  Ad~nosine-diphosphate de bar ium (ADP), Sigma 
Chemical Product ;  Acide ad~nylique (du muscle) AsP (AMP), Schwarz Laboratories;  Phospho-  
crdatine, sel de sodium (PC), Sigma Chemical Product ;  Hexose diphosphate  de ba r ium (HDP), 
Schwarz Latloratories; Fructose-6-phosphate  de bar ium (F6P), Sehwarz Laboratories.  

Nous avons, en outre, ~tudi6 les substances  suivantes:  Glucose-6-phosphate de ba r ium 
(G6P), Sigma Chemical Product ;  Glucose-I -phosphate  de potass ium (GIP), Schwarz Laborator ies;  
Inos ine- t r iphosphate  de bar ium (ITP), Sigma Chemical Product ;  Inos ine-monophospha te  de 
bar ium (IMP), Sigma Chemical Product.  

Les sels de Ba ont  6t6 transforn16s en sels de Na par  dissolution en milieu acide, prdcipitation 
du ba r ium par  Na2SO 4 en exc~s, centr ifugat ion et neutral isat ion par  NaOH. 

Dans le cas de I 'ADP, I ' ITP  et I ' IMP, ces manipula t ions  ont  lieu A 2 ° C pour  dviter toute  
hydrolyse. Les solutions de sels de K ou Na ont  6t6 conservdes A - - 2 o  ° C et chromatographi6es  

plusieurs reprises. Les quanti t6s ddpos6es sur  le ch roma togramme ont  vari6 de 2 h 3 ° T. 

Dosage du phosphore 
Les rdgions du ch roma togramme que l 'on d6sire analyser, ainsi q u ' u n  tdmoin de mSme surface 
prdlev6 sur  le m6me chromatogramme,  sont  ddcoupdes et mindralisdes par  o. 7 ml d ' un  m61ange 
de H~SOa conc. (3 vol) et HC10~ 60 % (4 vol), en chauffant  tr~s doucement  pendan t  une heure 
sur  r ampe  A gaz. Le liquide d6color6, dilu6 par  addition de 5 ml d'eau, est port6 A 95 ° C pendan t  
2o nlin environ pour  hydrolyser  le py rophospha te  6ventuellement pr6sent. La teneur  en P e s t  
ddtermin~e par  la mdthode colorim6trique de BERENBLUM ET CHAIN g. L 'absorp t ion  est mesurde 
A 75 ° mt,  au spect rophotom~tre  Beckman. La rdcupdration du phosphore  sur  les eh romatogrammes  
est de 93 % au moins. Le papier W h a t m a n  No. i contient  0.02 A 0.03 y P /cm ~. Nous avons pr6fdrd 
la inin~ralisation par  le m5lange sulfuro perchlorique cou rammen t  employ6 pour  la min6ralisation 
des ch roma togrammes  (HANES ET ISHERWOOD4; EGGLESTON ET HEMST; KREBS ET HEMS s) A celle 
par  l 'acide sulfurique utilis6e par  CALDWELL 1. Celle-ci est plus lente, elle ndcessite l ' in t roduct ion 
de grandes quant i tds  de sulfate de potasse et favorise les pertes de phosphore  en dlevant la 
temp6ra ture  de mindralisation. 

RI~SULTATS 

A.  Composds  phosphords  c o m m e r c i a u x  

L a  c h r o m a t o g r a p h i c ,  d a n s  les d e u x  s o l v a n t s ,  des  d i f f 6 r e n t s  p r o d u i t s  c o m m e r c i a u x  

d o n t  n o u s  d i s p o s i o n s  n o u s  a p e r m i s  de  d 6 t e r m i n e r  l e u r s  R F e t  de  c o n t r 6 1 e r  l e u r  deg r6  

de  p u r e t 6 .  L e s  v a l e u r s  o b t e n u e s  s o n t  c o m p a r 6 e s  ~ cel les  de  CALDWELL 1 dar ts  le 
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T a b l e a u  I. Darts l ' ensemble ,  on c o n s t a t e  une  conco rdance  sa t i s fa isante .  De Idg¢'res 

differences ex i s t en t  c e p e n d a n t  : dans  les d e u x  so lvan ts ,  les va leurs  pour  I ' A M P  et poui- 

les h e x o s e m o n o p h o s p h a t e s  sont  plus faibles  et pour  I ' A T P  plus (devdes; le R r  de 
I ' A D P  dans  le so lvan t  b u t a n o l  t e r t . / ac ,  p ic r ique  est  plus fa ib le ;  les h e x o s e m o n o -  

p h o s p h a t e s  ne se s @ a r e n t  pas  les uns des au t res  dans  les d e u x  so lvan t s  ut i l is6s:  la 

phosphocr~a t ine  est  ins tab le  dans  le s o l v a n t  ac ide  et donne  une  t ra in6e  de RF o.56 fi I. 

La  d 6 t e r m i n a t i o n  des RF de I ' I T P  et de I ' I M P ,  subs tances  non dtudi6es pa r  
CALDWELL 1, m o n t r e  que  la m6 thode  est  ~ g a l e m e n t  suscep t ib le  de d6celer  ces compos( ' s  

e t  de  les s @ a r e r  des au t res  compos(~s pr6sents  dans  tin ex t ra i t .  

TABI,EAU I 

t¢~ F D E  D I V E R S  E S T E R S  P H O S P H O R t ~ . S  

Propanol  n. atom. Bu tano l  tert. ac. picriquc 

Valeurs obtenues Valeurs tle (TALDWI,_'LL Valeurs oblenues ra leurs  de CALDV.'ELI 

R F absolu 
o r t h o p h o s p h a t e  0.2 o . .  0.7 o.7 

RF relatif 
(par rapport 
A l'orthophosphate) 

ATP 0. 7 0 . 6  O. I 5 O " 1 3  

ADP ~ I 0.20 o.zo 
A5P 1.3 1.5 0-70 0'78 
ITP 0. 5 -- o.oo 
IMP 0.9 0-53 - 
PC 1.5 1.5 0.56 o.56 
HDP o. 5 0. 5 o.6o o.67 
F6P 1.2 1.3 0"55 °'67 
G6P l.-' ~ 0.55 
GIP 1.2 o.55 

L ' e x a m e n  q u a l i t a t i f  des c h r o m a t o g r a m m e s  a r~v61~ la pr6sence d ' impure t6s .  

L ' A D P  con t i en t  un  peu  d ' A M P .  L ' H D P  c o n t i e n t  une  f r ac t ion  i m p o r t a n t e  d ' o r t h o -  
phospha te .  Le  PC qui  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  ne d o n n e  q u ' u n e  seule t ache  r~v616e pa r  

le r6ac t i f  de HANES ET ISHERWOOD 4 et ne con t i en t  doric pas  de p h o s p h a t e  i no rgan ique ,  

ne  c o n t i e n t  en r6ali td que  5 o %  de phosphoe r6a t ine ,  c o m m e  le p r o u v e n t  les dosages.  

B. Le phosphag~ne de Lombric et sa base guanidique 

N6UYEN V.~N THO:XI, ROCHE ET ROBIN 9 on t  isoK, et ident if id le phosphag~ne  de  
Lombr ic .  C 'es t  le d6riv6 phosphor~ ~ du di -es ter  guan ido -6 thy l - sd ry l -phospho r iqu t<  

sa fo rmule  de s t r u c t u r e  est  la  s u i v a n t e :  

HN = (" 

NH I'O3H 2 

O i l  

i 

NH Ctl, z CH20---I". O C H  2 C H C o o H  

O NH 2 

NGUYEN VAN THOAI ET I{OBIN 1° on t  appeld le all-ester: la "lombricine ' .  Son a t o m e  
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de P n'est libdr6 que par une hydrolyse prolong6e (8 h) en milieu sulfurique 6 N, en 
tube scell6 5̀  1IO ° C. Des extraits de muscles au repos, enrichis en phosphagbne et 
en lombricine par fractionnement, ont 6t6 chromatographi6s et la localisation de 
ces deux compos6s a 6t6 d6termin6e au moyen des trois proc6dds de r6v6lation 
pr6c6demment d6crits. 

Les essais ddcrits ci-dessous ont 6t6 appliqufs k diff6rents extraits. 
Trois taches d'un extrait fractionn6 par le rdactif de FISKE ET SUBBAROW, ainsi 

qu'une tache d'orthophosphate, ont 6t6 chromatographi6es simultan6ment dans 
chacun des deux solvants. L'examen du chromatogramme en lumi6re ultra-violette, 
avant r6v61ation, ne permet de dfceler aucune absorption autre que celle de l'acide 
trichlorac6tique (RF 4 environ). Par contre, diff6rentes taehes sont observables 
apr6s r6vflation suivant les trois proc6d~'s indiquds; leurs Rv sont donn6s dans le 
Tableau II. La relation existant entre ces taches a 6t6 6tablie par la chromatographie 

deux dimensions du mSme extrait fractionn6. Les taches de RF o.7-1.5-2.4 dans le 
solvant propanol/ammoniaque correspondent respectivement h celles de RF o.18- 
0.55 - - -  > I dans le solvant butanol tert./ac, picrique. 

T A B L E A U  I I  

HANES ET ISHER'*VOOD Ninhydrine a-Naphtol 

] ' r o p a n o l / a l n m o n .  o .7  o .7  
--- I "5  I "D 

2. 4 

B u t a n o l  t e r t . / a c ,  picr ique o .  1 8  * o .  1 8  * - -  

- -  0 .55  --- 

* i l  y a u n e  t r a i n 6 e  i n d i q u a n t  u n  d 6 b u t  d ' h y d r o l y s e .  

La pr6sence de phosphore non d6celable par le r6actif de HANES ET ISHERWOOD 4 
(P difficilement hydrolysable de la lombricine) a 6t6 v6rifi6e apr6s chromatographie 
d'un extrait fractionn6, dans le solvant basique; les diff6rentes zones du chromato- 
gramme ont 6t6 analys6es depuis la ligne de d@art jusqu'5` la tache de R F 2. 4. Seules 
les zones de R F 0. 7 et 1. 5 contiennent du phosphore. 

L 'une  de ces pr@arations a fit6 soumise 5̀  une hydrolyse de 2 h ~ lOO ° C en milieu 
HC1 N. Trois taches de cette pr@aration ont 6t6 chromatographi6es et r6v616es de la 
mSme mani6re que pour le premier de ces essais. 

On observe la disparition de la tache de RF 0.7, la pr6sence de celles de R F 1. 5 et 
2.4, l 'apparition de P inorganique due 5, l'hydrolyse du phosphag6ne et celle d'une 
nouvelle tache de R F ~_ 1.1 r6v616e seulement par 1' a-naphtol hypobromite. Cette 
derni~re tache correspond vraisemblablement au phosphoguanidoethanol, Fun des 
produits d'hydrolyse acide de la lombricine, l'autre 6tant la s6rine (voir NGUYEN VAN 
THOAI ET ROBIN 1°) dont le Rr (dl s6rine) est de 2.4. La lombricine aurait donc subi 
une hydrolyse partielle. 

La confrontation de ces essais nous a permis d'attribuer aux deux d6riv6s 
guanidiques, les RF suivants: 
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Prop./amm. Bul,~nol/tert. 

I ' h o s p h a g ~ n e  o. 7 o. ~ 8 
l , o m b r i c i n e  r -5 o.55 

Le phosphag~ne a l e  m~me RF que I 'ATP dans les deux solvants; la lombricine a le  
m~me RF que les hexosemonophosphates dans le solvant acide et est ~t peine s@ar/,e 
de ceux-ci dans le solvant basique. 

C. Extraits musculaires 

(a) Nous examinerons tout d'abord les r6sultats obtenus dans le cas des muscles au 
repos. Apr~s chromatographie dans le solvant propanol/ammoniaque et r6v61ation 
par le r6actif de HANES ET ISHERWOODL 2 taches bien distinctes apparaissent. La 
premiere correspond au m6lange ATP + phosphag~ne et la seconde ~ ADP + 
orthophosphate. I1 n 'y  a pas d'hexosemonophosphates visibles et la lombricine n'est 
pas r6v616e. Par examen en lumi~re U.V., avant la rfiv~lation, on peut rep&er I 'ATP 
et I 'ADP et des traces d'AMP sont parfois observ6es. Les chromatogrammes g deux 
dimensions de ces m~mes extraits, r~vfil6s de la m~me faqon, montrent trois taches 
distinctes: ATP + phosphag~ne, ADP et orthophosphate; la tache d 'ADP est faible; 
la lombricine et les hexosemonophosphates ne sont pas r~v6l~s. 

L'analyse quantitative d'un chromatogramme ~ deux dimensions permet donc 
de doser le m6lange ATP + phosphag~ne, I'ADP, l'orthophosphate, la zone 
correspondant ~ la lombricine + hexosemonophosphates et les zones correspondant 

I'AMP et ~ I 'HDP. 
Pour connaltre les valeurs respectives de I 'ATP et du phosphag~ne, il est n6ces- 

saire d'isoler le phosphag~ne, ~ partir de chaque extrait 6tudi6, par pr6cipitation 
des phosphates insolubles par le r6actif de FISKE ET SUBBAROW 3 (CaCI~ - -  Ca(OH)2, 
voir pr@aration du phosphag~ne). L'extrait  fractionn6 ainsi obtenu, qui contient 
le phosphagfine, la lombricine, I 'AMP et les hexosemonophosphates, est chromato- 
graphi6 dans le solvant propanol/ammoniaque. Le phosphag~ne est ainsi s@ar6 
des autres compos6s de l 'extrait fractionn6. I1 n'est pas possible de doser s@ar6ment 
la lombricine et les hexosemonophosphates. 

CALDWELL 1 a observ6, dans des extraits de muscles de Tortue, plusieurs sub- 
stances phosphor6es qu'il n 'a  pas identifi6es et dont il indique les RF. C'est peut-~tre 
l'une d'elles que nous avons trouv6e en quantit6 tr~s faible dans les extraits de 
Lombric. Comme la "Unknown E" de C A L D W E L L ,  cette substance (x) est r6v616e 
par le r6actif de HANES I~T ISHERWOOD 4 e t a  des RF de 0.5 dans le propanol/ammonia- 
que et o.Io dans le butanol/ac, picrique. Cette substance n'absorbe pas les rayons U.V. 

(b) Des extraits de muscles normaux stimul6s 61ectriquement pendant 2o min 
ont ensuite 6t6 6tudi6s. L'aspect des chromatogrammes obtenus ne diff~re pas de 
celui d 'un chromatogramme d'extrait de muscles an repos. Cependant la tache 
d 'ATP + phosphag~ne est plus faible. La lumi~re U.V. r6v~le la pr6sence d'AMP. 

(c) Quelques extra.its ont 6t6 rfalis6s ~ partir de muscles stimul6s 20 et 4 ° rain 
apr~s intoxication d'une heure ~ l'acide monobromac6tique neutralisfi au pH 7.2 
(conc.: I.lO-4; temp. : 20 ° C). Une nouvelle tache apparait sur les chromatogrammes, 
celle de I 'HDP. Une faible tache au niveau des hexosemonophosphates a parfois 
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6t6 observ6e. La sensibilit6 de d f tec t ion  des esters phosphor6s par le r6actif de HALVES 

ET ISHERWOOD diff6re consid6rablement  selon les compos6s. Les compos6s stables, 

qui r6sistent bien ~ l 'hydrolyse  acide, tels que I 'AMP, le F6P  et le G6P sont difficile- 

ment  d6celables en faibles quant i t6s .  
Les r6sultats  de l 'analyse quan t i t a t ive  de ces diff6rents ext ra i t s  sont group6s 

dans le Tableau I I I .  Ils sont exprim6s en 7 de P/g de muscle frais et comprennent  

t o u s l e s  atomes de P de la substance envisag6e. Le t aux  du phosphore to ta l  des 

extrai ts  est assez constant.  La moyenne  s '6 tabl i t  k 1287 y de P/g  de muscle avec un 

pourcentage de r6cup6ration du P sur les chromatogrammes  de 93 % au moins. 

TABLEAU III  

Apr~s 2o rain Stimulation dectrique 
Muscles au repos de stimulation dectrique apr?s intoxication 

I 2 3 4 5 6 7 8* 9"*  

Phosphag6ne 380 4 lo 353 377 167 148 I13 84 66 
ATP 251 235 3o6 243 264 285 255 249 211 
ADP 54 56 28 39 39 58 67 78 75 
Orthophosphate i75 216 184 217 262 334 381 315 375 
Lombricine + monoesters 278 262 285 291 400 391 415 416 487 
HDP . . . . . .  69  98  

AMP - -  - -  9 --- - -  46 32 46 38 
x - -  i7 23 9 19 i2 o o o 

Total: 1138 1196 1188 1176 1151 1274 1263 1257 135o 
PO 4 total aprbs 
mindralisation de l'extrait i i6o 1253 1277 1221 1237 137 ° 1327 13o 7 1435 

o /  o/. de P retrouv6 98 °/o 94 /o 93 9o 96 % 93 O//o 93 °;o 95 % 96 °/o 94 % ; o  

* muscles intoxiqu6s et stimul6s pendant 20 rain. ** idem pendant 4 ° min. 
Rdsultats exprim6s en 7 de P/g de muscle frais. 
Les valeurs indiqu6es comprennent tousles atomes de phosphore de la substance envisag6e. 

Les extrai ts  I ,  2, 3, 4 ont  6t6 effectu6s sur des muscles au repos. La r6part i t ion 

du phosphore est semblable k celle observ6e dans les muscles de Vert6br6s. Les 

extrai ts  5, 6 et 7 ont  6t6 r6alis6s ~ par t i r  de muscles stimul6s 61ectriquement pendan t  
20 rain. On remarque  une d iminut ion  impor tan te  du t aux  de phosphag6ne et une 

augmenta t ion  correspondante  des teneurs en or thophosphate  et en lombricine.  

Malgr6 l ' appar i t ion  d 'AMP dans ces extrai ts ,  il semble  cependant  que les teneurs 

des compos6s ad6nyliques (ATP, ADP,  AMP) aient 6t6 peu modififes. Dans  le cas 

des muscles intoxiqu6s ~ l 'acide monobromac6t ique  pendant  une heure, puis stimul6s 

pendant  20 min (extrait  8) et 40 min (extrai t  9), on observe une accentua t ion  tr6s 

ne t te  des ph6nom~nes de fatigue et en outre une accumula t ion  d 'hexosediphosphate  
provoqu6e par  l ' in toxicat ion.  L ' a u g m e n t a t i o n  du t aux  d ' A D P  indique une 16g6re 
modif icat ion du syst6me ad6nylique. Toutefois,  la teneur  en ATP est encore 
r emarquab lemen t  61ev6e. 

I1 est int6ressant  de comparer  les valeurs que nous avons obtenues pour le 
Lombric  avec celles connues pour d ' au t res  Invert6br6s.  

Darts le muscle de Lombric  au repos, nous avons dos6 14oo 7 d ' A T P / g  de 
muscle frais (moyenne calcul6e pour les exp6riences I,  2, 3, 4). Chez d 'autres  Inve r t& 
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br4s, les valeurs  sont  du m~me ordre de g randeur  (Pecle~t, muscle strid: io5o 7, 
LOHMANNll; Unio: I3OO T, Anodonte :  17oo y, H~RIONr) ;  Escargot :  12oo y. M:\RTINI 
et  coll.aa; Ecrevisse:  Io5o h I55o 7', LOHSI-~NN~i; H o m a r d :  I2OO y, Ht2RION12; Holo- 
thur ie :  32o y, LOHMANNll). 

Pour  le phosphag(?ne, nous avons trouv6 19o y de P labile/g de muscle  frais. 
BALDWIN ET YUDKIN 2 t r o u v e n t  I 3 7  y chez  la  Ndrdis," NEEDHAM, NEEDHAM, BALDWIN 

ET YUBXlN ~4 dosent  452 y chez la Pieuvre,  61 y chez une 6toile de mer, 6o y de P de 
phosphocr6at ine  q- 6o y de P de phosphoarginine  chez le Balanoglosse.  Chez l 'Esear -  
got,  MARTINI et ses co113 a dosent  3o y de P de phosphag6ne,  valeur  re la t ivement  
tr6s basse. 

Les mani fes ta t ions  de la  fat igue musculaire  sont  essent ie l lement  les m~mes que 
chez les Vertdbr6s. La  pers is tance d ' un  t aux  appr fc i ab le  en ATP aprbs s t imula t ion  
observ6e par  CALDWELL ~ dans des expdriences similaires sur des muscles de Tor tue  
et de Grenouil le a 6t6 a t t r ibu6e  pa r  cet a u t e u r / t  l ' i n te rven t ion  de la myokinase .  Les 
exp6riences de s t imula t ion  apr6s in toxica t ion  r6v61ent une accumula t ion  d 'hexose  
d iphosphate ,  rdsul tan t  du blocage de la glyeogdnolyse au niveau de la t r iosephosphate  
deshydrogdnase.  Les processus de la glycogdnolyse chez le Lombr ic  et les Vert6br6s 
sont  done semblables.  Les muscles d ' Inve r t6b rds  ne diff6rent des muscles de Vert6br6s, 
en ce qui concerne leur composi t ion  en esters phosphor6s,  que par  une teneur  moindre  
en ATP et ne t t emen t  plus faible en phosphag6ne. 

R~SUMt~] 

La technique chromatographique  sur papier au moyen des solvants  propanol  n / ammon iaque  et 
butanol  tertiaire/ac, picrique, utilisde par  CALDWELL 1 pour  l '~tude des composds phosphords des 
muscles de Vertdbrds, a dt6 adapt6e ~ l '6tude d 'ext ra i t s  trichlorac6tiques de la muscula ture  de 
Lombric. 

Le compor temen t  du phosphag~ne de Lombric  et de sa base  guanidique:  la lombricine 
a dtd ddtermind dans  ces deux solvants :  apr~s chromatographic  ~ deux dimensions des extrai ts  
le phosphag~ne se situe au niveau de I 'ATP et la lombricine au niveau des hexosemonophosphates .  

Des extrai ts  t o t aux  et Iractionnds des muscles de Lombric  au repos et stimuMs, no r ma ux  
et intoxiquds ont  dtd analys6s. La r@ar t i t ion  du phosphore  dans le muscle au repos est semblable 
h celle observde chez les Vert6br6s. La teneur  en ATP est comparable  ~ celle des autres  Invertdbrds.  
Les muscles stimulds dlectriquement prdsentent  une forte diminut ion du t aux  de phosphagbne 
et la persistance d 'un  t aux  61ev6 en ATP. 

SUMMARY 

The technique of paper  ch romatography  with the solvents n -p ropano l /ammonia  and ter t iary 
butanol/picric acid, used by  CALDWELL in s tudying the phosphoric  composit ion of ver tebrate  
muscles, has been adapted to the s tudy  of trichloracetic extracts  of ea r thworm musculature.  

The behaviour  of the phosphagens  of the ea r thworm and of its guanidine base lombricine 
has been determined in these two solvents ; after two-dimensional  ch romatography  of the extract  
the phosphagen is s i tuated at the level of the ATP and the lombricine at  the level of the hexose- 
monophosphates .  

Analysis has been carried out  on whole and fract ionated muscles of the ear thworm,  at rest, 
st imulated, normal  and poisoned. The distr ibut ion of phosphorus  in the muscle at rest  is similar 
to t ha t  observed in the vertebrates.  The ATP content  is comparable  to tha t  of other  invertebrates .  
Muscles s t imulated electrically show a great  decrease in the proport ion of phosphorus  and the 
maintenance of a high propor t ion  of ATP. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Technik der Papierchromatographie  mit  Hilfe der L6sungsmit tel  n -Propano l /Ammoniak  und 
tertiitr-Butanol/PikrinsXure, welche v o n  CALDWELL 1 zur Untersuchung der Phosphorverb indungen  
yon XVirbeltiermuskeln beniitzt  wurde, ist auf das Studium der trichloressigsauren Ex t r ak t e  der 
Regenwurrnrnuskulatur  angewandt  worden. 

Die Beweglichkeit des Regenwurm-Phosphagens  und der Guanidinbase Lombriz in  wurde  
in diesen beiden L6sungsmit te ln  untersucht :  nach zweidimensionaler Chromatographie  der 
Ex t r ak t e  situiert  sich Phosphagen auf der H6he von ATP und Lombrizin auf der H6he der 
Hexosemonophosphate .  

Vollst~tndige und fraktionnierte Ex t rak te  aus ruhenden und stimulierten, normalen und 
vergifteten Regenwurmmuskeln  wurden analysiert.  Die Phosphorver te i lung in dem ruhenden 
Muskel ist derjenigen ithnlich, die bei Wirbeltieren beobachtet  worden war.  Der ATP-Gehait  
gleicht dem der anderen V¢irbellosen Tiere. Elektrisch st imult ier te  Muskel zeigen eine starke 
Verringerung des Phosphagengehal tes  und den For tbes tand  eines hohen ATP-Gehaltes.  
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