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3. The na ture  of the disease provoked by mixed virus preparat ions  resembled in each case 
tha t  characteristic of the virus supplying the nucleic acid. 

4- The chemical na ture  of the progeny of mixed virus prepara t ions  also closely resembled 
tha t  of the virus supplying the nucleic acid, a l though the significance of minor  differences in 
amino acid composit ion has not  yet been established. 

5. In  contras t  to these propert ies  the serological characteristics of mixed virus preparat ions  
were those of the virus supplying the protein. 

6. The dual na ture  of the act ivi ty of reconst i tuted virus particles has thus  been clearly 
demonst ra ted .  

7 -Var ian t s  or mu tan t s  of different biological and chemical properties have occurred ran- 
domly in the course of this work, and are regarded as indications of a labilisation of the genetic 
material  th rough  chemical manipulat ion.  
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E T U D E  D E  L ' A C T I O N  D U  C H L O R U R E  D E  S O D I U M  

S U R  L ' O X Y H E M O G L O B I N E  

I. MESURES DE DIFFUSION DE LA LUMIERE 

N IC O L E  B E N H A M O U *  ET G I L B E R T  "WEILL 

Centre de Recherehes sur les Macromoldcules, Strasbourg (France) 

L'hGmoglobine et ses dGrivGs soumis ~ diverses actions physiques ou chimiques 
(dilution21_pH ~, 10,17_urGeA,6,19 amideslg_selsll ,  13) tendent ~ se dissocier en unitGs 
plus petites. La stabilit6 des molGcules ne serait du reste pas la mfime suivant le 
matGriel traitG: elle varierait d'une espGce d'hGmoglobine & l'autre, d'un dGriv6 
l'autre. L'action particuli~re du chlorure de sodium sur l'hGmoglobine avec scission 
en deux moitiGs a dGj~ 6t6 signalGe~, 14. 

Nous nous sommes propos6 ici d'Gtudier l'effet du chlorure de sodium sur des 
solutions d'oxyhGmoglobine humaine, au voisinage de son pH isoGlectrique, en com- 
parant la masse molGculaire de cette protGine dans des solutions contenant ou non 
du sel. 

Nous avons mesur6 les masses molGculaires par diffusion de la lumiGre. 

* Laboratoire  de Chimie Phys ique  de la Facult6 des Sciences, Paris. 

Bibliographie p. 554. 



VoL. 24 (1957) .aCTION DU NaC1 suR L'OXYHt~MOGLOBINE I 549 

M ~ T H O D E  

On sait que la diff6rence I - - I  o ---- R (0) des intensit6s diffus6es k un angle 0 par une 
solution et par le solvant est li6e k la masse mo16culaire M du corps en solution par 
la relation s: 

c I 2 Bc 
K '  - -  + - -  (~) 

R (0) M P  (0) R T  

P (8) est une fonction de la taille de la molecule. Dans le cas qui nous int6resse oh 
la mol6cule est petite devant la longueur d'onde, le facteur P (0) reste constant et 
6gal ~ l'unit6 de telle sorte que l'expression (I) devient: 

c I 
K '  × (I  + 2 B ' c )  (2) 

R (o) M 

oh B' est une quantit6 proportionnelle au second coefficient du viriel dans le d6velop- 
pement de la pression osmotique; son signe et sa grandeur renseignent sur les inter- 
actions en solution. 

Les mesures ont 6t6 effectu6es avec le photogoniodiffusom~tre de WlPPLER ET 
SCHEIBLING 23 en prenant pour 6talon le benz~ne et en op6rant sous un angle unique 
6gal fl 9 o°. Dans ces conditions: 

i : 

M -- N 2 . ~ R ~ B I B \ d c /  c = o  \ d c /  IB c = o  (3) 

oh n est l'indice du benz~ne h la longueur d'onde 2o 
2o la longueur d'onde incidente dans le vide 
N le nombre d'Avogadro 
R B le rapport de Rayleigh du benz~ne k 2o (16.3" IO-6 pour 5461 A) 
I B l'intensit~ diffus~e par le benz~ne 
I 0 l'intensit~ diffus~e par le solvant 
I l'intensit6 diffus6e par la solution 
d n / d c  l'incr~ment d'indice de r~fraction 

la concentration en g/ml 
[ c / I - - I o J  e = o la valeur extrapol~e h concentration nulle. 
Dans le cas oh les molecules sont de masses mol6culaires diff6rentes, M repr6sente 

la masse moyenne en poids. 
Le cas de l'oxyhdmoglobine est compliqu6 du fait de la coloration de la solution. 

I1 n'est pas possible de travailler dans la zone de transparence de l'oxyh6moglobine, 
la sensibilit6 du multiplicateur d'61ectrons (RCA IP28) diminuant rapidement quand 
20 croit. 

Nous avons travaill6 avec une lampe de projection Mazda fl filament rectiligne 
que nous avons filtr~e ~ l'aide d 'un filtre Kodak Wratten 22 et d 'un verre au didyme 
qui laissent passer les radiations sup6rieures ~ 58oo A. L'ensemble lampe, filtre, 
multiplicateur servant aux mesures de diffusion a 6t6 6gal~ment utilis6 pour la mesure 
de transmission effectu6e directement avec le photogoniodiffusom~tre, de mani~re 
d6terminer le coefficient d'absorption de la solution. 

On n'isole pas ainsi une raie monochromatique mais un spectre de longueur 
d'onde repr6sent6 par une fonction / (~). Cette fonction n'est que la combinaison du 
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spectre d'6mission du filament d6duit de sa temp6rature de couleur, de la courbe de 
transmission du filtre et de la sensibilit6 spectrale du photomultipl icateur.  La  longueur 
d 'onde intervient  lors de la d6termination de la masse mol6culaire (!) dans la d6ter- 
ruination de l ' incr6ment d'indiee de r6fraction; (2) dans la d6termination de la con- 
s tante K de l '6quation (3). 

On sait que la loi de dispersion de l ' incr6ment d'indice de r6fraction est en ~-2. 
Ii est facile d 'obtenir  la moyenne  sur cette quantit~ soit: ~t -2 ~quivalent = f / ( ~ ) ~ - ~ d ~ /  

f / (2 )d~  ~ l 'aide d 'une  exp6rience pr61iminaire. Celle-ci consiste ~t 6tudier la fonction 
P-~ (8) d 'un  polym~re de taille non n6gligeable devant  la longueur d'onde, pour une 
raie monochromat ique  et pour un spectre /(~). Dans ces conditions P-~ (8) 6rant 
de la forme 

I + k / ~ s i n  ~O 
2 

oh k est ind~pendant  de 2, la longueur d 'onde ~quivalente 2e est donn~e par  le rapport  
des pentes des courbes [c/ I  1 c ~ o en fonction de sin 2 8/2 tir~es du "Zimm plot".  

En  operant  sur un polystyrol~ne de masse 5o0,000 en solution dans le benz~ne 
(%/~ : 90o A) nous avons trouv~ avec notre dispositif (par comparaison avec la raie 
5460 A de l 'arc  du mercure) 2~ = 65oo A. Nous avons alors d~termin~ l ' incr~ment 
d'indice de r~fraction pour la raie 6437 A du spectre du Cadmium ~ l 'interf~rom~tre 
Zeiss. Aux erreurs d'exp~rience pros nous avons trouv~ la mSme valeur dans l 'eau 
distill~e et dans un t ampon  phosphates M / 4 5 ,  en absence ou en presence de sel. Pour  
l 'ensemble des mesures on a utilis~ la valeur moyenne d n / d c  = o.i98 4- 0.005. 

La  valeur de la constante K a 6t~ obtenue de deux mani~res: 
I. en t ra~ant  la courbe K = ](2) en utilisant les r6sultats de CANTOW 4 sur la 

dispersion du rappor t  de Rayleigh et de l ' indice de r6fraction du benz~ne. On s 'aper- 
~oit que K garde une valeur sensiblement constante entre 550o et 70o0 A soit 

54.6 -4- 0.6; 
2. h l 'aide d 'une  exp6rience pr61iminaire de diffusion de la lumi~re sur une 

prot6ine non color6e (s6rumalbumine). En  6tudiant  l 'intensit6 diffus6e par  une 
solution de cette prot6ine la lumi~re excitatrice 6tant  successivement monochromat i -  
que (5460 A) puis polychromatique et en admet t an t  pour dispersion du d n / d c  la 
formule donn6e par  PERLMANN ET LONGSWORTH 15 

d n  (2 ,oo  X IO6) 

le rappor t  des ordonn6es [c/I~ ,=  o fournit  une valeur de K ---- 54.9 4- 0.5 que nous 
avons admise pour l 'ensemble de nos mesures. EUe est en bon accord avec la valeur 
pr6c6dente. 

La  correction d 'absorpt ion a 6t~ calcul6e ~. l 'aide des formules donn6es par 
CASPERSSON 5 et g6n6ralis6es par TONNELAT ET BATSCH ~2. Cependant les cellules 
cylindriques de mesure ayan t  un diam~tre d = 29 m m  et, le volume diffusant observ6 
au milieu de la ceUule ayan t  une section de 2 m m  × 2 mm, ce facteur se f amine  

la simple correction 
I i t  = __ 
/ 

t 6rant le pourcentage de lumi~re transmise par  la solution avec une erreur ne d6- 
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passant pas 2 %. Nous avons adopt6 cette formule qui nous permettait une mesure 
directe du coefficient de correction ~ l'aide du photogoniodiffusombtre employ~ 
angle 0% 

L'erreur globale sur la mesure de la masse mol~culaire est dans ces conditions 
de 4- IO~o. 

La masse mol6culaire de l'oxyh6moglobine ainsi d6termin6e est de 
M = 69,000 4- 6,90o 

et M = 64,0oo 4- 6,400 pour 2 pr6parations diff6rentes. Ces valeurs sont en bon 
accord avec la valeur moyenne de 68,ooo mesur~e par d'autres m6thodes 1, is, 20 ce qui 
montre la validit6 de nos corrections. 

CONDITIONS EXPI~RIMENTALES 

Les solutions m~res d 'oxyhdmoglobine  pr~par6es ~ par t i r  de sang humain  2 sont  conserv~es h 2 ° C. 
Leur  concentrat ion est  d~termin~e par  un  dosage par  absorpt ion  au speetrophotom~tre  Jobin  et 
Yvon:  la densit6 opt ique d 'une  solution d 'oxyh6moglobine ~ i milliatome de fer/litre soit 17 
g rammes  de prot~ines est de i4.8 ~ 54o0 A e t  de i5.2 £ 575 ° A T pour  i cm d'~paisseur. Nous 
n ' avons  observ6 aucune modification signifieative du spectre de l 'oxyh6moglobine entre 5ooo et 
60oo A dans  ces solutions lorsque l 'on introdui t  du NaCI ou de l'urde. 

Nous avons  d6fini le temps de contact dans  les exp6riences comme le temps  pendan t  leque] 
une solution de prot6ine ~ 0.4-o. 5 % avai t  ~t$ laiss~e en presence de NaC1 h 2 ° C  avan t  d'6tre 
dilu6e pour  les mesures  de diffusion de la lumi~re, effectu6es h la tempera ture  du laboratoire. 

Le ddpoussi~rage des solutions dilu6es pour  la diffusion de la lumi~re a 6t6 effectu6 par 
centr i fugat ion ~ 14,ooo tours /minu te  (25,ooo g) dans une centrifugeuse Phywe Pirouette.  

R]~SULTATS 

Tous les  r6sultats ont 6t6 port6s sur le Tableau I. La masse mol6culaire de l'oxy- 
h6moglobine diminue notablement en solution I M NaC1 ~ pH 7. On volt qu'elle 
passe apr~s I heure de contact de 64,000 k 4o,ooo. 

Nous avons alors pr6cis6 l'action du NaC1 en 6tudiant l'influence sur une m~me 
concentration prot6ique (o.4-o.5%) d'une part du temps de contact avec NaC1, 
d'autre part de la concentration en NaC1. 

T A B L E A U  I 

Solution p H Temps Masses moldculaires M ,' M o* de contact 

Prdparation r 

T a m p o n  phospha tes  M[4 5 
T a m p o n  phospha tes  M/45 + o . 5 M  NaC1 
T a m p o n  phospha tes  M[45 + i M NaC1 
T a m p o n  phospha tes  M[45 + 2 M NaC1 

Prdparation 2 

T a m p o n  phospha tes  M[45 
T a m p o n  phospha tes  M]45 + i M NaC1 
T a m p o n  phospha tes  M]45 + i M NaC1 
T a m p o n  phospha tes  M[45 + i M NaC1 
T a m p o n  phospha tes  M[45 + i M NaC1 
T a m p o n  phospha tes  M/45 + i M NaC1 

pendan t  48 heures, puis dialys6 
T a m p o n  phospha tes  M]45 + 4 M Urge 

7 o heure M 0 = 69,000 ! 6900 I 
7 I heure M = 45,000 zL 4500 0.65 
7 18 heures M = 45,ooo ~ 45oo 0.65 
7 I heure M = 44,ooo zk 44oo o.64 

7 o heure M 0 = 64,000 ± 6400 i 
7 x heure M = 40,500 i 4 °00 0.63 
7 24 heures M = 39,000 ± 3,900 o.61 
7 48 heures M = 42,000 :~ 4200 0.66 
7 72 heures M = 43,000 ± 4300 0.67 
7 
7 72 heures M = 62,000 ::[: 6200 0.97 
7 i h e t 2 4 h e u r e s  M = 54,ooo ± 54o0 o.85 

* M est la masse  mol~culaire de l 'oxyhSmoglobine dissoci6e; M 0 est la masse moMeulaire de 
l 'oxyh~moglobine "na t ive" .  

Bibliographie p. 554. 



552 N. BENHAMOU, G. WEILL VOL. 9 4  (1957) 

Effet de la variation du temps de contact dans les solutions z M NaC1 

Nous avons mesur6 la masse mol6culaire en solution apr~s I, 24, 48 et 72 heures de 
contact et constat~ qu'elle ne variait pratiquement pas avec le temps de contact. 

On observe sur la Fig. I que les droites c / I - - I  o en fonction de c correspondant 
aux temps I heure et 72 heures sont tr~s voisines et s'extrapolent ~ concentration 
nulle & la m~me valeur, aux erreurs d'exp6rience pros, tout en ~tant nettement 
s6par6es de la droite correspondant au t6moin d'oxyh6moglobine en tampon phos- 
phates ~ pH 7. 

Effet de la variation de la concentration en NaC1 

La masse mol6culaire dans des solutions 0.5 et 2 M apr+s I heure de contact, et dans 
la solution 2 M apr~s 48 heures, est tr~s voisine de celle obtenue en i M NaC1. 

I1 restait h connMtre l'6volution de cette masse mol6culaire lorsqu'on 61imine 
le sel. Une solution prot6ique de concentration 0.47% laiss6e en contact 48 heures 
k 2 ° C dans I M NaC1 ~ pH 7, 6tait dialys6e pendant 3 jours contre de l'eau distill6e 
pour 61iminer NaC1. Le diagramme de diffusion de la lumi~re donn6 dans la Fig. 2 
montre que la droite c / I - - I  o s'extrapole ~ concentration nulle ~ peu pr6s au mSme 
point que la droite correspondant ~ la solution t6moin non soumise k l'action du NaC1. 
Elle pr6sente cependant par rapport ~ cette derni~re un changement de signe du 
second coefficient du viriel. 

I 

1 2 3 C 1 0 - 0 g / m l  

Fig. I. 

i _-~io I05 

~ ~ _  °--- '--- '--° 
'1-~ 

• qP • • , o  

L I I 
1 2 3 C10 -0 ~trrd 

Fig. 3. 

C_~ 10 ~ 
I-Io 

3 - 0 • ' 8 o, 

I I I 
2 3 c~o~gfni  

Fig .  2. 

Fig. I. Diagrammes  compares  de diffusion d e l a  
lumi~re. Action de NaC1 I M. • d a n s  t a m p o n  
phospha te  M/45, pI-I 7; + idem + I M NaC1 
i heure, p H  7: © idem + I M NaC1 72 heures,  

' p H  7. 

Fig. 2. Diagrammes  compar6s de diffusion de la 
lumi~re. Act ion de NaC1 et  reversibilit6 par  
dialyse. • dans  t ampon  phospha te  M/45, p H  7; 
+ $ d e m  + ~ M NaC1 48. h'eures, p H  7; © idem 

+ i M NaC1 48 heures,  p H  7, puis dialys6e. 

Fig. 3- Diagrammes  compar6s de diffusion de la 
lumi~re. Action de l'ur6e, 4 M. • d a n s  t ampon  
phosphate ,  p H  7; Jr" t6moin apr~s '48  heures;  

O darts t ampon  + 4 M u r 6 e  (I h e t  24 h). 
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DISCUSSION DES R]~SULTATS 

Cette 6tude permet d'affirmer que le chlorure de sodium provoque une scission de la 
mol6cule d'oxyh6moglobine humaine. Si l 'on admet que cette scission aboutit k la 
formation de deux fragments de masse mol6culaire identique, moiti6 de la masse 
initiale, la valeur du  rapport des masses mol6culaires moyennes en poids de Foxy- 
h~moglobine attaqu~e et "native" M / M  o = 0.65 conduit ~t un pourcentage de 70% 
de molecules couples puisque dans notre hypoth~se on a: 

x. 
( y ) = ( ~ - - x ) + -  

2 

off y est le rapport de dissociation en poids, x est le rapport de dissociation en nombre. 
Le nombre de mol6cules scind6es est ind6pendant du temps de contact et de la 

concentration saline (Tableau I) k condition que celle-ci soit assez forte. Dans les 
solutions 6tudi6es (0.5, I e t  2M NaC1) la scission .est pratiquement imm6diate. 

Ces %sultats sont en accord avec des exp6riences faites sur de l'oxyh6moglobine 
6tal6e en couche monomol6culaire sur des supports o.5 M NaC1. Mais alors que la 
masse mol6culaire de la prot~ine clans le film devient moiti6 dans ces conditions, 
Faction de NaC1 en solution ne provoque pas la scission de toutes les mol6cules comme 
l 'un de nous l 'avait mentionn6 ~ et comme le confirment ces exp6riences. 

Le fait que l'on ait toujours le m~me nombre de mol6cules scind6es et qu'en 
solution, NaC1 n'attaque jamais la totalit6 des mol6cules, conduit ~ deux hypotheses : 
soit ~ un ~quilibre entre mol6cules dissoci6es et non dissoci6es; soit ~ l'existence dans 
une mSme solution de deux sortes de mol6cules, don t  l'une ne serait pas attaqu6e 
par le sel. I1 est en effet possible que l'h6moglobine humaine ne soit pas homog~ne 9,18. 

Leg exp6riences de dialyse montrent qu'il y a %agr6 gationdes mol6cules, ce que 
serait en faveur d 'un ~quilibre r6versible. DOGNON ET GOUGEROT 9 avaient du reste 
signal6 que l'oxyh6moglobine mousse en pr6sence de chlorure de sodium et que cette 
propri~t6 disparait apr~s 61imination du sel par dialyse. I1 est cependant probable 
que les mol6cules reconstitu6es ne sont plus identiques aux mol6cules initiales, le 
deuxi~me coefficient du vifiel ayant chan@ de signe, indice d'une modification des 
interactions. 

Comme l'ur~e peut provoquer la scission des mol6cules de certaines h6moglobines 
ou de leurs d~riv6s 3, 6,19, nous avons effectu6 une exp6rience de diffusion de la lumi~re 
sur de l'oxyh~moglobine humaine dissoute dans une solution d'u%e 4 M. Les r6sultats 
sont port,s sur la Fig. 3- 

Les deux droites extrSmes correspondent ~ deux exp6fiences faites dans les 
mSmes conditions, l'une en pr6sence, l 'autre en absence d'ur6e, k pH voisin de 7. 
On observe en presence d'ur6e une faible diminution de la masse mol~culaire qui 
n'6volue pas avec le temps (Tableau I) et qui est comparable ~ l'effet de vieillissement 
observ6 dans une solution t6moin abandonn6e 48 heures k 2 ° C. Le second coefficient 
du viriel change de signe ce qui indiquerait la possibilit6 d'une modification de la 
forme de la mol6cule comme dans les experiences de GUTTER et al. 12 sur la carboxy- 
h6moglobine humaine. 

Le chlorure de sodium et l'ur~e n'ont donc pas des actions identiques sur la 
mol6cule d'oxyh6moglobine humaine. Des mesures de coefficients de diffusion de 
translation et de constantes de s6dimentation seront n6cessaires pour appuyer l 'hypo- 
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t h~se ,  d ' u n e  s c i s s i o n  d a n s  le ca s  de  NaC1, e t  d ' u n  s i m p l e  c h a n g e m e n t  de  f o r m e  d a n s  

le ca s  de  l ' u r6e .  

RI~SUMl~ 

On a utilis6 la m6thode de diffusion de la lumi~re pour  d6terminer la masse mol6culaire de l 'oxy- 
h6moglobine humaine  en solution, en pr6sence ou en absence de NaC1, au voisinage de son p H  
iso6lectrique. Le chlorure de sodium provoque  une scission de la moMcule, probablement  en deux 
moiti6s. Cette action n 'es t  jamais  totale en solution, ni par  augmenta t ion  du temps  de contact  
dans le sel, ni par  augmenta t ion  de la concentrat ion saline. Apr~s 61imination du sel, il y a r6- 
agr6gation des mol6cules. 

I1 ne semble pas que l'ur6e ait une action comparable  £ celle du chlorure de sodium. 

SUMMARY 

The method of light scat ter ing has  been used to measure  the molecular weight of h u m a n  oxy- 
hemoglobin in solution, in the  presence or absence of sodium chloride, near  the p H  corresponding 
to its isoelectric point.  The sodium chloride causes the  dissociation of the oxyhemoglobin molecule, 
p robab ly  into two halves. Nei ther  by  increasing the t ime of contact  wi th  the salt, nor  by  increasing 
the salt concentrat ion,  does this action ever go to completion in solution. After el imination of 
the sodium chloride, the  molecules are formed again. 

Urea does no t  seem to have the same effect as sodium chloride. 
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