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L O~N~LIT~S 

Dans une s6rie de t ravaux pr~c6dents, nous avons signal6 l'int6r~t pr6sent6 par le 
complexe prot6ique du gam6te m~le d 'Ascar is  megalocelbhala, dont le comportement 
la f6condation, comme la colorabilit6 Gram indiquent qu'il joue un r61e important dans 
la synth~se des ribonucl~oprot~ines u, u, ~, ss, s6. Nous avons ainsi ~t~ conduit ~ attribuer 
~t cette prot6ine la signification d'un "viteUus exog~ne" dont la m6tabolisation par l'ceuf 
lots de la f6condation pr6sente les caract6res d'une v6ritable recharge, comparable 
bien des 6gards ~ ce que l'on peut rencontrer lots des recharges d'unicellulaires en voie 
de synth~se prot6ique activelL 

C'est ~ FAu~-F~MIET 10 que revient le m6rite d'avoir isol6 cette substance et 
d'avoir d6montr6 son caract~re prot6ique; cet auteur a particuli~rement insist6 sur une 
de ses propri6t6s les plus curieuses: sa solubilit6 ~ chaud, qui, situ6e vers 52 ° dans l'ean 
pure, varie cependant selon la solution saline utilis6e pour laquelle les anions se rangent 
dans l 'ordre m~me de la s6rie lyotrope de HOFFMEIS~ER n. Par  ailleurs CHAMPSTmR ~-T 
FAu~-F~-MI~-r a ont 6tudi6 les diagrammes de rayons X de ce complexe, qui font 
apparattre un 6tat semi-cristalliu et un 6tat amorphe, la fusion de l'6ditice structur6 
d6montr6e par les transformations thermiques s'accompagnant de la disparition des 
forces de r~seau qui assurent lat6ralement la liaison des chafnes de valence pfincipale. 

Malgr6 cette 6tude assez compl6te, effectu6e par F A u ~ - F m ~ m ~  et ses collabora- 
teurs, il importait de reprendre ces recherches dans le cadre des r6sultats biochimiques 
que les t ravanx effectu~s par P A S ~ L S  et nous m~me, soft isol6ment (ci-dessus et ~-~) 
soft en collaboration ~v, 6o ont permis d'obtenir. 

Nous pr6sentons ci-dessous les premiers r~sultats ainsi obtenus, qui, ~ beaucoup 
d'6gards, devraient encore ~tre pr6cis6s, des circonstances tout-~-fait ind6pendantes de 
notre volont6 nous ayant interdit de disposer d'une quantit6 de mat6riel suttisante pour 
donner ~ ces recherches toute rextension d~sirable**. 

* Adresse actuelle: Service de Biochlmle; Institut du Cancer, Villejuif, Paris (France). 
** Noua avons, en effet. 6t6 tr~s violemment sensibilis& ~ l',4scaris, au point de ne pouvoir. 

s a n s  t r o u b l e  grave, traverser une piece, o~ m~me plusieurs heures auparavant aurait ~t6 d6pos6 
u n  d e  c e s  a n i m a u x .  
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II. EXTRACTION ET IDENTIFICATION 

Les testicules pr61ev~s sont congel~s et lyophifis~s; puls une premiere fraction est 
~limin~e par extraction ~ l'eau froide: eUe consiste essentieUement en deux complexes 
albuminiques coagulables k 47 ° et 7 °° et un complexe euglobulinique coagulable k 58°. 
On v~rifie que les gametes out conserv~ leur morphologie et notamment leurs inclusions 
prot~iques. On proc~de alors ~ l 'extraction en suivant les indications pr~c6demment 
donn~es par FAUR~-FREMIET. La purification est effectu~e par trois remises en solution 

60 ° et repr~cipitations successives. Apr~s s6chage k l'alcool et k l'~ther, on obtient une 
fine poudre blanche homog~ne, dont l'identification aux "grains brillants" observGs 
in vivo est assur~e par les caract~res suivants: 

a. Solubilit~ k 60 °dans  l'eau et repr~cipitation sous forme de globules r~fringents 
comparables aux grains brillants. 

b. Colorabilit~ tr~s r ive par la m~thode de GRA~I des globules isol~s (Fig. I A), 
analogue k ceUe des grains brillants sur preparations (Fig. I B) ; rappelons que, par une 
m~thode comparable, CLAUDE s d~montre l'identit~ des "large granules" isol~s par 
centrifugation avec les mitochondries observables sur preparations, en mettant  k profit 
leur colorabilit~ identique par le vert  Janus. 

Signalons par ailleurs, d~s maintenant, que les ph~nom~nes de dissolution et de 
repr~cipitation de la prot6ine sont r~versibles dans certaines limites: le complexe est 
en effet d~natur~, soit par chauffage excessif, soit par centrifugation trop rapide ou 
trop prolong~e lors de la repr~cipitation, soit par anise en solution prolon~e,  soit par 
vieillissement. Nous reviendrons ci-dessous sur la signification ~ventueUe de cette 
d~naturation. 

III.  COMPOSITION 

Toutes les analyses ont ~t~ faites en double exemplaire, et le plus souvent ~ la fois 
sur un ~chantiUon r~cemment pr~par6 (P.F.) et sur un ~chantiUon d~natur~ par vieillis- 
sement (P.D.). 

A. Comportement ~ l' ~lectrophor~se* 

La nature m~me de la substance rend l'~tude ~lectrophor~tique particuli~rement 
malais~e: en effet, comme nous le verrons, la prot~ine ais6ment 

p.r. pH f~.4 soluble ~ chand dans l'eau e t a  ]ortiori, dans les solutions tampon, 
n'est soluble k froid qu'en milieu tr~s alcalin. 

Dans une premiere s~rie d'exp~riences, la preparation P.F. 
60 (Io rag/2 ml) a ~t~ dissoute en milieu NaOH o.o 5 M -  NaC1 

- o.o 5 M; pH (mesur6 k l'~lectrode platine-hydrog~ne) : 12. 4. Vitesse 
de migration: I4.5.IO -5 cm/v/s. Temps d'~lectrophor~se: 24 ooo 
secondes. On voit d'apr~s l'aUure dissym~trique de l'~crasement Oe~c. 
(Fig. 2), qu'il est difficile de conclure ~ l'homog~n~it6 de la sub- 

Fig. 2. Diagramme stance. Une teUe configuration du gradient ~lectrophor~tique peut 
d'61ectrophor~se en 

solution alscaline ~tre due, soit ~ la presence de plusieurs constituants de pm tr~s 

* Cet te  6rude  d'61ectrophor~se a 6t6 effectu6e au  labora to i re  du  professeur  DUBUISSON ~ qui  
nons  t e n o n s  ~ exp r imer  t ons  nos  r e m e r c i e m e n t s  e t  no t r e  g ra t i t ude  pou r  l ' ex t rSme amabi l i t6  de  son  
accuei l  e t  le p r ix  i ncomparab l e  de ses avis .  
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Fig. IA. Gra ins  b r i l l an t s  isol~s 
color6s pa r  le G r a m  

Fig.  I B. S p e r m a t o c y t e s  avec  leurs  
g ra ins  b r i l l an t s  color6s pax le G r a m  

Fig. IC. Grains  b r i l l an t s  color6s pa r  le G r a m  
aprSs d 6 n a t u r a t i o n  

Fig. ID.  Grains  b r i l l an t s  color6s 
pa r  le G r a m  apr~s r6g6n6rat ion 
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voisins, soit, par suite du pH tr~s 6lev6 utilis6 dans l'exp~rience, au trop grand 6loigne- 
ment des pH, et par suite ~ une diffdrenciation ddfectueuse par le champ ~lectrique. 

I1 importait  par  consequent d'effectuer l'61ectrophor~se duns des conditions de pH 
plus favorables. Nous avons procdd6 k la dissolution des prdparations de la fa;on suivante: 
mise en solution en NaOH o.15 N puis addition de HC1 o.15 N en maintenant la solution 

4 °0; dans ces conditions, il a 6t~ possible d 'amener les solutions aux environsde pH 7.6 ; 
malheureusement nous n'avons pu disposer d'une quantit6 tout-k-fait suffisante pour 
porter une conclusion absolument ddcisive en ce qui concerne la prdparation P.F. 

Preparation P.D.: lO mg/2 ml. Tampon PO4H2Na 0.048 M--PO4H2Na 0.006 M 
pH 7.66; 8160 secondes d'61ectrophor~se; vitesse de migration: 9.6.1o -5 cm/v/s. La 
substance apparait  homog&ne (Fig. 3 A). 

Preparation P.F.: 6 mg/2 ml. Tampon POCH.~Na 0.048 M--PO4H2Na 0.006 M; 
pH 7.73; 774 ° secondes d'~lectrophor~se; vitesse de migration: 5.48.1o -5 cm/v/s. La 
concentration en protdine est trop faible pour permettre une conclusion ddfinitive, mais 
l'homogdndit6 est tr~s hautement probable (Fig. 3 B). 

Les quantitds limitdes de substance dont nous disposions ne permettaient  pas de 
multiplier les expdriences ~ des p~ sufiisam- 

e~ pn z73 P.D. pH z66 
, i  1 ~ 1 

"'~d~- ~ 2(Z980") [ 1 . ~  J Z  0") 

As¢. Oes¢. As¢. Desc. 
A B 

Fig. 3A. Diagrarnme d'~lectrophor~se de la pro- 
t6ine Iraiche P.F. ; B. Diagramme d'61ectrophor~se 

de la prot6ine d6natur6e P.D. 

ment voisins pour pouvoir par extrapola- 
tion ddterminer le pro. Mais il ressort des 
deux expdriences ci-dessus (e ta /or t ior i  de 
la premiere)que  P.F. comme P.D. sont 
61ectropositives parce clue le phi est nette- 
ment plus bas que le pH des expdriences. 
I1 semble donc que le pm est net tement 
acide (par exemple entre pH 5 et 6) et plus 
bas chez P.D. que chez P.F. Nous verrons 

ult~rieurement que cette conclusion est enti~rement confirmde pal la composition 
comme par le comportement de la protdine. 

L'6tude 61ectrophordtique permet donc de conclure que l'homogdndit6 de la protdine 
est tr&s vraisemblable. Ce n'est pas dire cependant qu'on soit en droit d'aftirmer que les 
prdparations utilis6es soient celles d'une protdine pure ; une certitude absolue ne pOUlTait 
rdsulter que de l'application du test de NORTHROP 2°, mais lk encore, aussi bien les 
curieuses propridtds de solubilit6 que les petites quantit~s de substance k notre disposition 
nous ont interdit l 'utilisation de la mdthode. 

B. Analyse 
I. L'analyse 61~mentaire a fit6 faite sur les prdparations idcente P.F. et ddnaturde 

P.D. en double exemplaire, apr~s dessication k 12o °. 
On trouve : 
C: 49.07% 
H:  5.87% 
N: 17.45% (le micro-Dumas et le micro-Kjeldahl donnent le m~me valeur). 
Cendres : 0.62 % 
P: 0.020% (M6thode de BERENBLUM ET CHAIN 1) 
S : ndant. 
Le chiffre tr~s faible de P confirme les rdsultats de l 'dtude cytochimique za selon 

laquelie la substance ~tudide n'est pas une nucldoprotdine. 
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L'analyse qualitative des cendres a 6t6 faite pal un spectre d'6mission en U.V.* 
On note sur le clich6 les raies suivantes: 

Mg: 2795.54 A Cu: 3247.55 A Ca: 3933.67/k 
2802.71 A 3273.97/k 3968.47 A 
2852.13 A 

I1 est possible que le Cu provienne des appareils utilis~s lots de l 'extraction. 
2. La substance ne contient ni lipides, m6me apr~s extraction prolong6e ~ chaud 

par  les solvants usuels, ni sucres r6ducteurs (M6thode de FOLIN ET MALMROS13). En 
particulier, elle ne contient pas de pentose (m6thode de DAVIDSON ET WAYMOUTH 7) 

ni de desoxypentose (m~thodes de DISCHE 9 et de STUMPF~7). Ce dernier r6sultat confirme 
donc bien les renseignements apport6s par l'6tude cytochimique et le dosage de P: 
la substance n'est  en aucune fagon une nucl6oprot6ine. 

3. L'analyse des acides amin6s a 6t~ effectu6e sur P.F. et P.D. pal chromatographie 
de partage k deux dimensions sur papier WHATMANN No 4, en utilisant comme couples 
de solvants soit collidine-ph6nol, soit collidine-butanol 6-s. Le ph6nol est utilis6 ~t 80% 
d'eau. La collidine et le butanol sont satur6s. Avant chi omatographie, on ajoute quelques 
gouttes de NH 3 dans les cuves. Dans le fond du b a c k  chlomatoglaphier,  on ajoute 
quelques clistaux de CNK avant parcoms du ph6nol. L'hydrolyse est effectu6e en tubes 
scell6s par 5 volumes de HC1 6 N ~t 12o ° pendant 30 heures. On ~vapore k sec, et on 
reprend par un minimum d'eau. 

Au point de vue qualitatif nous avons identifi6: avec certitude: acide aspartique, 
acide glutamique, glycocolle, alanine, s6rine, tyrosine, arginine, lysine, ph6nylalanine 
valine, leucine, norleucine; avec probabilit6: hydroxyproline, isoleucine, thr6onine. 

Le t ryptophane est 6videmment absent dans le chromatogramme, par suite de sa 
destruction lots de l 'hydrolyse acide, mais on verra ci-dessous qu'une quantit6 non 
n~gligeable a pu en ~tre dos~e par la m~thode de SHAW ET MACFARLANE 35. Les m~thodes 
de chromatographie sp~ciale des acides amin6s soufl6s 4, 41 n 'ont  6videmment lien donn6, 
comme on pouvait s 'y attendre. 

Nous avons cherch6 k appr6cier quanti tat ivement les acides amin6s ainsi d6tect6s, 
en adaptant  k la chromatographie sur papiei la m~thode de mesure k la ninhydline mise 
all point pal MOORE ET STEIN19: grace ~ un chromatogramme pilote effectu6 dans des 
conditions exactement identiques all chromatogramme d'analyse, les diff6rents acides 
amin6s, ou groupes d'acides amines, sont rep6r6s, r~cup6r6s par  dilac6ration du papier 
dans un minimum d'eau et agitation prolong~e, puis dos6s k la ninhydrine sur un aliquot. 
Un t~moin est effectu~ sur un blanc de papier contigu ~. la zone ainsi analys6e, apr~s 
qu'on se soit assur6 que, sur toute la bordure de la zone d6coup6e, la vapolisation de 
ninhydrine k o.1% dans le butanol utilis~e pour la r~v61ation des taches ne donnait 
aucune coloration. Nous d~clirons ailleurs avec plus de d6tail les conditions d'utilisation 
de cette technique. Dans le cas pr6cis des hydrolysats de la substance 6tudi6e ici, le peti t  
nombre d'essais qu'il nous a 6t~ possible de faire en raison des tr~s minimes quantit6s 
dont nous disposions nous interdit de consid6rer l 'analyse faite comme ayant  un carac- 
t~re quantitatif  pr6cis. En particulier nous n 'avons pu relever de diff6rence notable 
entre P.F. et P.D. Toutefois, l 'appr6ciation a 6t6 suffisante pour que quelques grands 

* Nous  t enons  £ remerc ier  Mr. DIDIER BERTRAND pou r  son  a imab le  accuei l  lors de l ' ex6cut ion 
de ce clich6. 
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fairs se d~gagent de cette analyse, rafts qui confirment essentieUement les donn~es 
obtenues par ailleurs: 

a. absence d'acides amines souffr~s. 
b. pourcentage considfirable d'acides amin6s dicarboxyliques: environ 35% dont 

moins de 5% sous forme d'acide glntamique, le reste sous forme d'acide aspartique*. 
c. pourcentage important d'acides amines aromatiques: la tyrosine, la phfinyl- 

alanine et le t ryptophane (ce dernier dosfi sur hydrolysat alcalin par la m~thode de 
SHAW ET MACFARLANE 35) repr~sentent pros de 15 %. 

d. Alanine : 5 % ; glycocolle: 4 % ; groupe des leucines: IO %. 
e. pourcentage remarquablement faible des acides amin6s basiques qui n'atteint 

pas 5%. 
4. I1 ressort donc de cette analyse que la prot6ine est une prot6ine acide: nous ne 

connaissons pas d'autre exemple de prot6ine dont le pourcentage en acide aspartique 
soft aussi consid6rable. Le taux 61ev6 de N ne dolt donc pas 6tre n~cessairement pris 
pour une preuve de basicit6 des prot6ines: le chiffre remarquablement faible d'acides 
amines basiques, aussi bien que le pourcentage non n6gligable de tryptophane (de 2 ~ 3 %) 
confirment les donn6es de l'dectrophor~se, ainsi que les renseignements apport6s par 
l'6tude des r~action cytochimiques (forte affinit~ pour les colorants basiques) et des 
conditions de solubilit6 duns la soude (c]. ci-dessous) : une teUe prot6ine n'a lien ~ voir 
avec les prot6ines du type histone. Ajoutons par ailleurs que l'emploi du r6actif sulfo- 
merculique de MIRSKY ET POLLISTER TM combin~ ~. la r~action de MILLON ne permet 
nullement la mise en 4vidence de deux prot6ines diff4rentes, puisque la substance est 
insoluble dans le r6actif. 

Signalons enfin que cette prot4ine diff~re 4galement de la prot4ine isol4e par HENRY 
ET STACEY ls et qui, selon ces auteurs, interviendrait dans le complexe Gram des bac- 
t4ries: cette derni~re pr4sente en effet un chiffre de N plus faible (inf6rieur ~ I5%), 
mais du S e n  quantit6 appreciable et se comporterait comme une prot4ine basique. 

Le r4sultat de l'analyse des acides amines sugg~re fortement un r~pprochement 
(limit6 bien entendu k la composition seule) avec la pepsine dont cependant les propli4- 
t~s acides sont beaucoup plus fortes (pro 2.7). 

C. Etude spectrographique en U.V. 

LCette ~tude a 6t6 faite sur BECKMANN, en solutions de soude de concentration plus 
ou moins forte, sur P.F. et P.D. 

Les spectres, effectu6s entre 2300 ~ et 3000 ,~ sont reproduits dans les figures 4A 
et B. En 4A, sont port6s les spectres des preparations de la prot6ine r~cemment pr6par6e 
P.F. dissoutes en soude N/I5O (P.F. I:  0.22 mg/ml; P.F. 2:0.25 mg/ml; P.F.3:0.30 
mg/ml) ou N/Io (P.F.4:o.16 mg/ml). En 4 B, sont port6s les spectres de la prot6ine P.D. 
dissoute k froid en soude N/Io (P.D.I : 0.5 mgJml), ou en soude N/5 (P.D.2 : 0. 4 mg/ml). 

L'examen de ces spectres permet de faire plusieurs remarques d'int6r6t non n6gli- 
geable: 

a. I1 est possible qu'il n 'y  aft pas de diff6rence entre les spectres de la prot6ine 
r6cente P.F. et de la prot6ine d~natur6e P.D. La diff6rence observ6e tient sans doute 
aux diff6rences de solubilit6 des deux pr6parations (ef.P.F.4). 

* I1 est  probable  qu 'une  pa t t i e  de ces acides dicarboxyl iques  r6sulte de la t r ans format ion  
d 'amides  lots de l 'hydrolyse.  Cette  hypoth~se pe rme t t r a i t  d 'expl iquer  la cont radic t ion  exis tant  en t re  
le t aux  61ev6 de N de cet te  prot6ine et  le chiffre r e la t ivement  faible auquel  condui t  l 'appr~ciat ion 
de N d 'apr~s la composi t ion en amino  acides. 
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b. En effet, on sait que, d'une fa~on g6n6rale, le spectre de la tyrosine est modifi6 
dans le sens d'un accroissement du maximum et de son d6placement de 274 ° A {en solu- 
tion l~g~rement acide) aux environs de 2900 J~ en solutions alcalines de normalit6 assez 
6lev6e (de o.I N e t  au dell). I1 est tout ~ fait probable que le fort maximum a 2800 A des 
spectres effectu6s en de telles solutions de soude est dfi k un ph6nom~ne de cet ordre. 

c. On sait que le tryptophane (dont le spectre est peu sensible aux variations de pH) 
poss~de trois bandes calact6ristiques, la plus importante voisine de 2800 2~, et se con- 
fondant 6videmment en solution alcaline avec le maximum de la tyrosine. Mais dans 

2Ioo' '2206 23o0 '2, d '25o6 26O6 27oo 2 29o0 30oo 3100 x 

Fig. 4 A. Spectre U.V. de la prot6ine fraiche P.F. 

7 

\ 
2,O6 z2O6 2300 2,O6 25O6 2 ~  2rod '2~ 2 ~  '3~ ~1oo ~, 

Fig. 4 B. Spectre U.V. de la prot~ine d6natur6e 
P.D. et r6g6n6r6e P.R. 

le cas pr6sent le palier ~ 265 ° A des spectres effectu6s en soude N/ Io  et N/5 est en r6alit6 
un maximum masqu6 en solution alcaline par le maximum ~. 280o .~ et n 'a rien k voir 
avec la I ° bande du tryptophane; car en ce cas, et m~me en solution alcaline faible, la 
bande principale du tryptophane (2 ° maximum) devrait s'observer (ainsi d'ailleurs que 
la 3 ° bande, d'intensit6 cependant tr~s comparable k la premiere). 

d. Nous nous sommes demand6s si la bande ~ 2650 A ne pouvait pas 6tre due k la 
pr6sence en faible concentration de bases puriques ou pyrimidiques. A cet effet nous 
avons d'abord effectu6 une 6tude syst6matique des conditions de dosage des bases 
azot6es par la m6thode spectrographique, 6tude qui sera expos6e ailleurs en d6tail. 
Indiquons ici les r6sultats essentiels: 

I. Le spectre d6ja sensible aux variations de pH perd sa valeur caract6ristique, 
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lorsque la molarit6 des solvants d'extraction usuelle des acides nucl~iques est trop 
61ev~e pour une concentration donn6e d'acide nucl6ique. 

2. Le spectre est profond6ment modifi6 lorsque des prot6ines sont pr6sentes et au 
del~ d'un certain rapport  (N total/N des azot~es bases) voisin de 3 ° le maximum carac- 
t~ristique c~de la place ~ un palier, puis disparait compl~tement. 

Dans cette perspective, nous avons cherch6 ~ voir si la bande k 265o ~ observ6e 

Y '/!" g % 

l 
2~  "22o6 '23o6 2~O6 '25O6 2~oo' 27o0 2ood }~o" bo6 boo ;, 

Fig. 5. Spectre U.V. de m61anges "prot6ine (P.F. 
ou P.D.) + acide ribonucl6ique" 

dans les spectles de la prot6ine serait mo- 
difi~e apr~s addition ~ la solution de petites 
quantit6s d'acide ribonucl6ique. Les r6sul- 
tats sont indiqu~s dans les spectres de la 
Fig. 5: on voit que les changements sont 
somme route peu marquis  aussi bien avec 
P.D. en solution de soude N/Io  (o.3 
mg/ml de prot~ine + 3 7/ml de R.N.A.) 
qu'avec P.F. en solution de soude N/I5O 
(o.18 mg/ml de plot~ine + 2.5 9,/ml de 
R.N.A.) ou en solution de soude N / i o  (o.16 
mg/ml de protfiine + 2.5 7/ml de R.N.A.). 

Ces difffrents r6sultats et la compa- 
raison avec de nombreux spectres repro- 
duits dans la litt@ature conceinant des 
prot6ines pures ne s'opposent pas ~ la 
pr6sence, en faible concentration, de bases 
azot~es dans la substance 6tudi6e. 

Le dosage des bases puriques effectud 
par pr~cipitation cuivrique suivant la 
microm@hode de VENDRELY 88 confirme ce 
r6sultat et indique o.2o % de N purique : on 
voit donc que le rapport  (N total/N purique) 
s'6tablit net tement au dessous de la valeur 
critique au del~ de laquelle la mfithode de 
dosage spectrographique pr6sente d'incon- 
testables difficult~s d'interpr6tation. 

IV. ]~TUDE DE QUELQUES PROPRII~T1~S PHYSICO-CHIMIQUES 

A. D~naturation et r~gdn~ration 

I. Une des plopri@~s les moins curieuses de la prot6ine 6tudi6e n'est  pas celle qui 
tient aux conditions de d6naturation et de r6g6n6ration. FAURI~-FREMIET 1° a montr6, 
en effet, que la d6naturation, qui se manifeste non seulement par la perte de la propri6t6 
de solubilit~ en eau chaude, mais ~galement par divels changements d 'aspect (aspect 
grumeleux ou corn6, jaunissement e tc . . . ) ,  se ploduit ais6ment, soit par centrifugation 
excessive des suspensions, soit par maintien trop prolong6 en solution, soit mSme par 
simple vieillissement de la poudre s~che. Or il est possible de "r6g6n&er" la protNne 
en la replecipitant par neutralisation d'une solution de soude oll de formamide. 

En r~alit6, nous ignorons quelle est l '6tendue exacte de cette "i6g6n6ration". Nous 
devons par consequent nous en tenir essentiellement aux propri6t6s observables. Les 
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diff6rences existant entre prot6ine fratche et piot~ine d6natur6e et que fait disparaltre 
la "r6g6n6ration" sont les suivantes: 

a. Diff6rence de solubilitY. 
b. Diff6rence de taille: les globules de prot6ine d6natm6e (cf. Fig. I C) pr6sentent 

une taille tr~s sup6rieure k ceux de la prot6ine fraiche (Fig. I A) ; apr~s r6g6n~ration, les 
globules retrouvent leur taille primitive (Fig. I D). 

Par  contre il ne semble pas que la basophile soit profond6ment modifi6e. Pour ce 
qui concerne le Gram, les globules d6natur~s continuent de prendre tr~s vivement le 
Gram; il est d'ailleurs difficile de se prononcer sur une difference de degr6 dans la Gram- 
positivit6 puisque la m6thode i este essentiellement qualitative: dans des essais pr~li- 
minaires pour la rendre quantitative (6tude du temps de d6coloration en conditions 
standard), la Gram-positivit6 de la preparation d6natur6e nous est apparue diminu~e, 
mais ce r~sultat est encore trop incertain pour qu'on puisse faire fond sur lui. Par  
ailleurs, nous avons d6jk signal6 que les diff6rences observ6es dans les spectres U.V. des 
pr6parations fralche et d6natur~e ~taient d'interpr6tation difficile et pouvaient tenir 
uniquement ~ la plus grande concentration de soude n~cessit~e pour la mise en solution 
des pr6parations d6natur6es; une lois r~g~n6r6e et mise en solution en soude tr~s dilu6e, 
la preparation P.R.  montre d'aiUems un spectre quelque peu diff6rent de celui de la 
prot~ine fralche (Fig. 4B). 

En fait, il est tr~s surprenant que la soude et la formamide connues pour ~tre des 
d6natmants  ~nergiques des prot6ines jouent ici un r61e oppos& I1 s'agit certainement 
dans le cas pr6sent d 'un effet complexe qui m6riterait k lui seul une ~tude approfondie. 
Notons toutefois que lorsque la solution alcaline est maintenue suffisamment longtemps, 
la r6g~n6ration n'est  plus possible: la neutralisation ne p~6cipite plus qu'une fraction 
de la quantit6 mise eu solution et cette fraction n'est plus soluble dans l 'eau chaude. 

2. Signalons enfin les r~sultats d6cevants obtenus lors d'une 6tude de d~termination 
du poids mol~culaire par  la m~thode de diffusion mol6culaire. (PuTzEYS et coll. 31, ~2, ,3)*. 

Nous avons constat6, en effet, que la diffusion pr6sentait dans certains cas une aug- 
mentation pore des concentrations diminu6es: cette circonstance interdit donc de se 
tier aux valeurs de poids mol~culaires apparents dont l 'extrapolation aux dilutions 
infinies permet le calcul du poids mol~culaire r6el. Notons 6galement que nous avons 
observ6 un accroissement de la diffusion d'une m6me solution en soude dilu6e apr~s un 
certain temps de s6jour: dans ce dernier cas il s 'agit certainement d'un ph~nom~ne de 
d6naturation non r6versible, tr~s different, bien entendu, du ph~nom~ne de r6g6n6ration 
que la mise en solution suivie de repr~cipitation k neutralit6 permet de r6aliser. Cette 
interpretation est confirm6e par le fait qu'apr~s un tel s~jour (6 k 7 heures) la neutrali- 
sation ne permet nullement d'obtenii  une r~cuperation quantitative de la prot~ine. 
Quant au ph6nom~ne d'augmentation de la diffusion avec la dilution, sa signification 
nous ~chappe et il peut ~tre dfi soit ~ un m6canisme de d6naturation, soit ~ un accroisse- 
ment  des fluctuations produites. 

On volt, par ces diff6rentes remarques, que les conditions particuli~Ies de d6natu- 
ration de cette prot~ine posent de nombreux et difficiles probl~mes. Aj outons par ailleurs, 
qu'il faut vraisemblablement tenir compte, pour saisir le comportement physico- 
chimique de cette substance, de la nature net tement acide de la prot6ine vis-a-vis de 
laquelle la d6naturation par les substances alcalines ne pourrait  se produire qu'apr~s 

* Nous  adressons  au  professeur  PUTZEYS e t  au Dr LONTIE tOUS nos r emerc iemen t s  pour  l ' accuei l  
si  a i m a b l e  qu ' i l s  nous on t  r6serv6. 
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B. Action des sels biliaires 

Nous avons montr6 dans un travail 
ant6rieur 24 que le traitement par les sels 
biliaires d'un mat6riel fix6 supprimait la 
colorabilit6 Gram tout en conservant la 07 
morphologie. I1 est possible de v6rifier qu'il 
e n e s t  de m~me sur la substance isol6e 0.6 
fraiche et d6natur6e (Fig. 6A et B). Ce 
traitement modifie profond6ment la struc- 
ture de la prot6ine. On peut ais6ment s'en a s - - -  
assurer en 6tudiant le spectre U.V. (Fig. 7). 
En effet, si l'on traite une suspension o., 
de o.7o mg de prot6ine fratche (P.F.) par 
I ml d'une solution de d6hydrocholate de 

03 
Na 4% pendant I heure ~ 5 o°, on obtient 
apr&s centrifugation, un culot (compos6 des 
globules Giam-n6gatifs) et un surnageant. 02 
Le culot peut 8tre remis en solution en 
soude N/2o. On voit que le spectre obtenu o.1 

Fig. 6A. Prot6ine fraiche trait6e 
par sels biliaires et devenue Gram- 

n6gative 
Fig. 6B. Prot6ine d6natur6e trait6e 
par sels biliaires et devenue Gram- 

n6gative 

saturation des groupes car- 
boxyles libres. Dans cette pers- 
pective, il y aurait au moins 
deux types de d6naturation 
possibles: Pun (notamment 
par vieillissement ou maintien 
prolong6 en suspension acqu- 
euse) entrainant la formation 
d'aggr6gats dissociables par 
une quantit6 minima de soude 
(r6g6n6ration apr~s neutralisa- 
tion), l 'autre entratnant la 
formation d'aggr6gats non dis- 
sociables dans les m~mes con- 
ditions et repr6sentant une 
forme de d6naturation ana- 
logue ~ celle produite par la 
soude dans le cas des prot6ines 
du type globuline ou albumine. 

\ I r 

\ 
P.F,C 
!X~x_ x 

\× 

~ X  

Fig. 7. Spectre de la prot6ine fraiche apr~s 
t ra i tement  par sels biliaires 
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montre ~ la place des deux maxima ~ 265 ° et 2800 A deux paliers discrets (Courbe 
P.F.C.). Quant ~ la fraction d6tach6e et soluble dans la solution de sels biliaires, elle est 
pr6cipitable par l'alcool et en grande partie soluble dans l'eau froide, mais ne repr~sente 
qu'un tr~s faible pourcentage de la quantit6 de prot6ine mise en oeuvre. 

Ajoutons que les divers essais de combinaison de ribonucl~ate de Mg avec le culot 
ont 6chou6 (essais entrepris en parall~le des exp6riences de replaquage du ribonucl~ate 
sur le complexe Gram isol~ des bact~ries par HENRY ET STACEY 15' lS). 

V. DISCUSSION 

I. Les r~sultats ci-dessus font apparaltre la prot6ine 6tudi6e comme une substance 
ti~s particuli~ie aux propri6t6s souvent d~routantes. Non seulement l 'aspect globulaire 
sous lequel elle se pr6sente in vivo et le vraisemblablement haut degr6 de pulet6 qu'elle 
y pi6sente, mais sa composition, sa structure et ses propri6t6s physico-chimiques nous 
semblent ne pouvoir la classer dans aucune "cat~gorie" de prot6ines d6ja connues. Vu 
l'int6r~t biochimique de la question, nous nous sommes arr~t6s, dans une s6rie de t ravaux 
ant~rieurs ~s-2B, ~ la nature de la propri~t~ Gram pr~sent~e par  cette substance. Nous 
avions propos626, en consid6ration des r6sultats obtenus par HENRY ET STACEY TM et dont 
nous avons pu v~rifier le bien fond6, de lier cette propri6t6 k la pr6sence de bases azot~es 
au niveau desquelles s'effectuerait la synth~se d'acide iibonucl6ique, et non pas ~ la 
pr6sence de ce dernier que nos lechelches avaient d6montr6 n'6tre pas n6cessaire ~ la 
colorabilit6 Gram. Les renseignements compl~mentaires que nous venons d'obtenir nous 
porteraient k mettre en cause ~galement la basophilie propre de la substance: en effet, 
le Gram comporte deux ~tapes, dont l 'une est la fixation du colorant basique et l 'autre 
son mordan~age par l'iode; nos resultats nous am~neraient donc k envisager un m6ca- 
nisme en deux temps: la premiere de ces deux 6tapes, qui constitue une condition pr6pa- 
ratoire indispensable serait li6e k la presence de groupements acides qui peuvent ~tre, 
soit ceux de la mol6cule d'acide Iibonucl6ique pr~sente, soit ceux des acides amin6s 
dicarboxyliques comme c'est le Gas pour la prot6ine 6tudi~e ici. Une telle conception 
fournirait une interpretation imm6diate de resultats anciens de CHURCHMAN et STEARN 
ET STEARN 36. La seconde 6tape, qui est absolument caract6ristique de la r6action de 
Gram et qui comporte l 'action de l'iode et celle du d6colorant, rel~verait des m6canismes 
que nous avons essay~ d'analyser par ailleurs: combinaison chimique comportant  l 'action 
d'un oxydant  doux entre le colorant basique d6ja fix6 par 61ectro-valence (basophilie 
pr6paratoire) et d 'autres groupements actifs de la prot6ine (r61e jou6 6ventuellement 
par  les bases azot6es pr6sentes). 

2. Pour ce qui concerne la structure globulaire et les curieuses pIopri~t~s de solu- 
bilit6 de la substance, nous ne disposons d'aucun d6but d'explication chimique. A notre 
connaissance, seule la prot6ine M du groupe A des streptocoques h6molytiques de 
LANCEFIELD etudi~e par ZITTLE 4~ pr~sentelait des propri~t~s comparables. Nous nous 
r~servons de revenir dans un m6moire ult~rieur sur certaines propri6t6s de cette sub- 
stance qui pr6sente de curieuses analogies physico-chimiques avec la prot6ine 6tudi~e 
ici. Signalons toutefois d~s maintenant une diff6rence importante de comportement:  
la prot6ine M se combine avec l'acide ribonucl6ique par liaison saline aux environs de 
pH 5, c'est-~-dile au dessous du pro, dans la z6ne off la prot~ine est charg6e positivement. 
La prot6ine que nous avons 6tudi6e ici au contraire, quel que soit le pH des suspensions, 
ne se combine, ni ~ chaud, ni k froid, avec l'acide ribonucl~ique (ni avec le desoxyribo-). 
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Cette derni~re observation nous ram~ne au probl~me qui a orient6 nos recherches: 
comment et pai quel m6canisme s'effectue la transformation de la substance qui se 
produit lors de la f6condation et aboutit  5. une synthSse massive de ribonucleoprot6ines ~2. 
Nous avons montr6 avec PASTEELS 27 que celle-ci s'effectuait au niveau des fractions les 
plus 16g~res du mat&iel cytoplasmique s6dimentable (le "surnageant" de centrifugation) 
et que les nucl6oprot6ines ainsi produites 6taient ensuite int~gr6es dans les granules plus 
complexes. De fait, aussi bien le caract~re brusque de la synth~se envisag6e que la perte 
du Gram lors de ces ph6nom~nes indiquent qu'il ne s'agit pas d'une simple eombinaison 
d'aeide ribonucl6ique avec la prot~ine: celle-ci est profond6ment m6tabolis6e, et nous 
savons~d~sormais que la formation d'un nucl6ate de prot6ine est ~ exclure, et ~ plus 

forte raison dans le milieu cellulaire 
dont le pH est ~t coup sur sup&ieur 
au pm de la plot~ine. 

3. Ces observations nous ram~- 
nent ~ la conclusion que nous avions 
d6ja formulae pr6c6demment2~: la 
prot6ine du gamete mMe d'Ascaris 
megalocephala constitue l 'exemple 
d'un v&itable vitellus exog~ne, qui, 
par des m6canismes diff~rents de 
ceux relatifs aux vitellus d'oeufs 
mais pr6sentant une signification 
biochimique tr~s analogue, est in- 
t6ress6 au premier chef au m6tabo- 
lisme des nucl6oprot6ines lors du 
d~veloppement du gamete lui-m6me 
comme de l 'embryon. Insistons en 
partieulier sur le fait qu'au cours 
de la spermatog6n~se la diminution 
de basophilie pr6c6dant l'~limination 
complete de la basophilie r6siduelle, 
etudi~e par PASTEELS 29 et nous m6me 

(cas du "cytophore") n 'est  pas due k une simple "dilution" dans un cytoplasme plus 
abondant:  ce]le-ci atteint plus de 50% du eontenu primitif, comme on peut s'en assurer 
par extraction trichlorac6tique selon SCHNEIDER 34 et dosage selon DAVlDSON ET 
WAYMOUTH 7. II y a l~ un paral]61isme ~troit avec ce que BRACHET a vii dans les ceufs 
d'Amphibiens ~ et que nous avons observ~ nous-mSme dans l'ceuf d'Ascaris. 

Un second fait qui pezmet de donner ~ l'61aboration de la prot6ine la signification 
d'une vitellog6n~se a trait ~ la distribution de l '~quipement phosphatasique au cours 
de la spermatog~n~se. Les courbes des Fig. 8 ~ io r6sument les r6sultats de cette 6tude 
(substrat utilis6: fi-glyc~rophosphate de Na). Le pn opt imum est ~ 7.4 (Fig. 8), l 'inacti- 
vation croit avec la temp6rature ~t partir  de 4 °0 (Fig. 9), l 'action hydrol~sique est ter- 
min6e au bout de io h ~t 37 ° (Fig.io). L'ion Mg a un effet activatem rood&6 (l'activit6 
n'est que doubl~e) ; la dur~e de l 'autolyse ~t 37 ° est sans influence notable, sauf au niveau 
des gonies oil l 'activit6 est accrue de 50% lorsque la dur6e d'autolyse passe de 3 a 8 heures. 
Le r~sultat essentiel est figur6 dans la Fig. I I :  on voit que l'activit6 phosphatasique 
d6crolt r6guli~rement au cours de la spermatog6n~se; on retrouve donc lk un r6sultat 
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analogue ~ celui rencontr6 darts l'6tude de l'ovo- 
g6n~se oh l'activit6 phosphatasique d6crott 
(tandis que par contre l'activit6 phosphoprot6ine- 
phosphatasique li6e essentiellement aux pla- 
quettes vitellines crolt au fur et k mesure de la 
vitellog~n~se). 

L'application de la m~thode de GOMOR114 
permet de voir que l'activit~ est concentrfie dans 
le noyau. Signalons par ailleurs que les z6nes de 
transformation de la protfiine manifestent dans 
l'aeuf fficond~ une faible activitY, mais plus 
intense n~anmoins que celle du cytoplasme ovu- 
laire mSme. 

On voit que ces diff6rents r6sultats sont de 
nature ~ renforcer l'hypoth~se pr~efidemment 
avanc~e: certes, les conditions d'extraction 
utilis~es interdisent jusqu'~ present d'examiner 
syst~matiquement si certaines activitfis enzyma- 
tiques ne seraient pas likes ~t la prot~ine, et il 
n'est pas exclu a priori  qu'un r61e enzymatique 
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particulier cloive lui 6tre as- 
sign6, mais il apparait bien 
cependant que son r61e propre- 
ment m6tabolique est de tout 
premier int6r6t. C'est pourquoi 
la notion de "prot6ine de syn- 
th~se" nous parait devoir ~tre 
maintenue: n'aurait-elle que 
l'avantage, outre de r~pondre 
aux i6sultats pr6c6dents, de 
permettre un parall61isme sug- 
gestif entre des prot6ines in- 
tervenant dans les syntheses 
embryonnaires (phosphopro- 
t~ines du vitellus ovulaire) et 
d'autres syst~mes, capables 
d'assurer un r61e analogue 
dans le m6tabolisme des nu- 
cl6oprot6ines, quoique par des 

Fig. ii. Courbe d'activit6 phos- 
phatasique des gametes m~.les en 
fonction du stade de spermato- 

g6n~se 
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m~canismes tr~s diff6rents; ceux-ci j oueraient  donc bien le r61e d 'un vitellus, soit exog~ne 
comme c 'est  le cas pour  la prot6ine 6tudi~e ici, soit non-li6 ~ une s t ructure  gam~tique, 
comme ce serait  le cas pour les complexes gram-posit i fs  des bact6ries. 

Ce t ravai l  a 6t6 effectu~ en part ie  glgtce ~t une bourse d '6change des chercheurs 
franco-belges at t r ibu~e par  le C.N.R.S. 

R1~SUM1~ 

L '~ tude  du complexe  prot~ique  carac t6r i s t ique  du g a m e t e  ma le  d'Ascaris megalocephala, 
effectu6e in vitro et  in rico, prouve  qu ' i l  ne s ' ag i t  pas  d ' u n e  nucl6oprot6ine,  ma i s  b ien  d ' u n e  prot~ine 
acide ~ chiffre de N 61ev6 f iche en acide aspar t ique ,  li6e ~ des g r o u p e m e n t s  pu r iques  et  homog~ne  

l '61ectrophor~se. L ' 6 t u d e  spec t rog raph ique  et  p h y s i c o - c h i m i q u e  pe rme t  de m e t t r e  erL lumi&re 
cer ta ins  ph6nom~nes  d ' ins tabi l i t6  li~s a u x  condi t ions  de d 6 n a t u r a t i o n  et de r6g6n6rat ion pa r  les bases  
fortes.  L ' h y p o t h ~ s e  selon laquelle ce t te  prot6ine  jouera i t  le r61e d ' u n  vi te l lus  exog~ne es t  envisag6e.  

S U M M A R Y  

S t u d y  of t he  charac te r i s t ic  p ro te in  complex  of the  male  g a m e t e  of Ascaris megalocephala, 
carr ied ou t  in vitro and  in rico, proves  t h a t  we have  no t  to do w i th  a nucleoprote in ,  b u t  wi th  an  acid 
p ro te in  of h igh  n i t rogen  conten t ,  r ich in aspar t ic  acid, l inked to pur ine  g roups  a n d  h o m o g e n e o u s  
in  t he  e lec t rophore t ic  test .  A spec t rographic  and  phys ico -chemica l  s t u d y  br ings  to l i gh t  cer ta in  pheno-  
m e n a  of ins tab i l i ty  connec ted  wi th  t he  condi t ions  of d e n a t u r a t i o n  a n d  regenera t ion  b y  s t rong  alkalis.  
The  h y p o t h e s i s  is considered accord ing  to which  th i s  p ro te in  would  ac t  as  an  exogeneous  vi tel lus.  

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

Die U n t e r s u c h u n g ,  in vitro und  in vivo, des cha rak te r i s t i s chen  P ro t e inkomplexes  des m ~ n n l i c h e n  
G a m e t e n  yon  Ascaris megalocephala beweist ,  dass  es sich hier  n ich t  u m  ein Nuk leopro te in  handel t ,  
sonde rn  u m  ein saures,  s t ickstoffre iches  Protein,  das  re ich  a n  Asparagins~ture,  du rch  P u r i n g r u p p e n  
g e b u n d e n  u n d  bei der E lek t rophorese  h o m o g e n  ist.  Mit  Hi l fe  spek t rograph i scher  urtd phys ika l i sch -  
c h e m i s c h e r  M e t h o d e n  w u r d e n  verschiedelxe E r s c h e i n u n g e n  der Unbest~klldigkeit dieses Pro te ins  
aufgezeigt ,  welche  yon  den  B e d i n g u n g e n  der D e n a t u r i e r u n g  u n d  Regene r i e rung  durch  s ta rke  Basen  
abh~Lngen. Die  Hypo these ,  wonach  das  beschr iebene  Pro te in  a ls  exogener  Ge lbpurper  wi rken  wfirde, 
w u r d e  er6r ter t .  
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