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RECHERCHES SUR LA NATURE ET LA
SIGNIFICATION DE LA .PROTEINE GRAM DU GAMETE MALE
D’ASCARIS MEGALOCEPHALA

par

JACQUES PANIJEL*

Laboratoire de Morphologie animale et de Physiologie cellulaive
de la Faculté des Sciences, Université Libre de Bruxelles (Belgique)

1. GENERALITES

Dans une série de travaux précédents, nous avons signalé I'intérét présenté par le
complexe protéique du gameéte méle d’Ascaris megalocephala, dont le comportement i
la fécondation, comme la colorabilité Gram indiquent qu’il joue un réle important dans
la synthése des ribonucléoprotéines?®: 2. 2, 25, 26, Nous avons ainsi été conduit 4 attribuer
A cette protéine la signification d’un ‘“‘vitellus exogéne” dont la métabolisation par 1’ceuf
lors de la fécondation présente les caractéres d’une véritable recharge, comparable a
bien des égards & ce que I’on peut rencontrer lors des recharges d’unicellulaires en voie
de synthése protéique active?’.

C'est & FAURE-FREMIET!® que revient le mérite d’avoir isolé cette substance et
d’avoir démontré son caractére protéique; cet auteur a particulitrement insisté sur une
de ses propriétés les plus curieuses: sa solubilité & chaud, qui, située vers 52° dans I’eau
pure, varie cependant selon la solution saline utilisée pour laquelle les anions se rangent
dans ’'ordre méme de la série lyotrope de HOFFMEISTERY. Par ailleurs CHAMPETIER ET
FAURE-FREMIET® ont étudié les diagrammes de rayons X de ce complexe, qui font
apparaitre un état semi-cristallin et un état amorphe, la fusion de l'édifice structuré
démontrée par les transformations thermiques s’accompagnant de la disparition des
forces de réseau qui assurent latéralement la liaison des chaines de valence principale.

Malgré cette étude assez compléte, effectuée par FAURE-FREMIET et ses collabora-
teurs, il importait de reprendre ces recherches dans le cadre des résultats biochimiques
que les travaux effectués par PASTEELS et nous méme, soit isolément (ci-dessus et 28-29)
sait en collaboration?” 30 ont permis d’obtenir.

Nous présentons ci-dessous les premiers résultats ainsi obtenus, qui, & beaucoup
d’égards, devraient encore étre précisés, des circonstances tout-a-fait indépendantes de
notre volonté nous ayant interdit de disposer d’une quantité de matériel suffisante pour
donner a ces recherches toute I’extension désirable**.

* Adresse actuelle: Service de Bjochimie; Institut du Cancer, Villejuif, Paris {France).
** Nous avons, en effet, 6t6 trés violemment sensibilisés & I’ Ascaris, au point de ne pouvoir,
sans trouble grave, traverser une piéce, ol méme plusieurs heures auparavant aurait été déposé
un de ces animaux.
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II. EXTRACTION ET IDENTIFICATION

Les testicules prélevés sont congelés et lyophilisés; puis une premiére fraction est
éliminée par extraction i I'eau froide: elle consiste essentiellement en deux complexes
albuminiques coagulables 4 47° et 70° et un complexe euglobulinique coagulable 4 58°.
On vérifie que les gamétes ont conservé leur morphologie et notamment leurs inclusions
protéiques. On procéde alors a I’extraction en suivant les indications précédemment
données par FAURE-FREMIET. La purification est effectuée par trois remises en solution
4 60° et reprécipitations successives. Aprés séchage a 'alcool et 4 I’éther, on obtient une
fine poudre blanche homogéne, dont lidentification aux “‘grains brillants” observés
in vivo est assurée par les caractéres suivants:

a. Solubilité & 60° dans l'eau et reprécipitation sous forme de globules réfringents
comparables aux grains brillants.

b. Colorabilité trés vive par la méthode de GrRam des globules isolés (Fig. TA),
analogue a celle des grains brillants sur préparations (Fig. 1 B); rappelons que, par une
méthode comparable, CLAUDE® démontre Dlidentité des ‘‘large granules” isolés par
centrifugation avec les mitochondries observables sur préparations, en mettant & profit
leur colorabilité identique par le vert Janus.

Signalons par ailleurs, dés maintenant, que les phénomeénes de dissolution et de
reprécipitation de la protéine sont réversibles dans certaines limites: le complexe est
en effet dénaturé, soit par chauffage excessif, soit par centrifugation trop rapide ou
trop prolongée lors de la reprécipitation, soit par mise en solution prolongée, soit par
vieillissement. Nous reviendrons ci-dessous sur la signification éventuelle de cette
dénaturation.

III. COMPOSITION

Toutes les analyses ont été faites en double exemplaire, et le plus souvent a la fois
sur un échantillon récemment préparé (P.F.) et sur un échantillon dénaturé par vieillis-
sement (P.D.).

A. Comportement & Iélectrophorése*

La nature méme de la substance rend I’étude électrophorétique particuliérement
malaisée: en effet, comme nous le verrons, la protéine aisément

PFpH 124 soluble 4 chaud dans I'eau et a fortiors, dans les solutions tampon,
1 n’est soluble 4 froid qu’en milieu trés alcalin.

Dans une premiére série d’expériences, la préparation P.F.

(24.0607) (10 mg/z ml) a été dissoute en milieu NaOH o.05 M — NaCl

6 (2%-‘59') 0.05 M ; pu (mesuré A I’électrode platine-hydrogéne): 12.4. Vitesse

L M. de migration: 14.5-10-% cm/v/s. Temps d’électrophorése: 24 000
- D secondes. On voit d’aprés l'allure dissymétrique de I’écrasement
o (Fig. 2), qu’il est difficile de conclure & ’homogénéité de la sub-
gfggézéogﬁizmﬂs stance. Une telle configuration du gradient électrophorétique peut
solution alacaline étre due, soit & la présence de plusieurs constituants de pm trés

* Cette étude d’électrophorése a été effectuée au laboratoire du professeur DUBUISSON 4 qui
nous tenons A exprimer tous nos remerciements et notre gratitude pour I'extréme amabilité de son
accueil et le prix incomparable de ses avis.
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Fig. 1A. Grains brillants isolés Fig. 1B. Spermatocytes avec leurs
colorés par le Gram grains brillants colorés par le Gram

Fig. 1C. Grains brillants colorés par le Gram Fig. 1D. Grains brillants colorés
aprés dénaturation par le Gram apreés régénération
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voisins, soit, par suite du pu trés élevé utilisé dans Pexpérience, au trop grand éloigne-
ment des pm et par suite 4 une différenciation défectueuse par le champ électrique.

Il importait par conséquent d’effectuer ’électrophorése dans des conditions de pu
plus favorables. Nous avons procédé a la dissolution des préparations delafagon suivante:
mise en solution en NaOH 0.15 N puis addition de HCl 0.15 N en maintenant la solution
4 40°; dans ces conditions, il a été possible d’amener les solutions aux environsde pu 7.0;
malheureusement nous n’avons pu disposer d’une quantité tout-a-fait suffisante pour
porter une conclusion absolument décisive en ce qui concerne la préparation P.F.

Préparation P.D.: 10 mg/2z ml. Tampon PO,H,Na 0.048 M—PO,H,Na 0.006 M
pu 7.66; 8160 secondes d’électrophorése; vitesse de migration: 9.6-107% cm/v/s. La
substance apparait homogéne (Fig. 3A).

Préparation P.F.: 6 mg/z ml. Tampon POH,Na 0.048 M—PO,H,Na 0.006 M ;
pu 7.73; 7740 secondes d’électrophorése; vitesse de migration: 5.48-107% cm/v/s. La
concentration en protéine est trop faible pour permettre une conclusion définitive, mais
P’homogénéité est trés hautement probable (Fig. 3B).

Les quantités limitées de substance dont nous disposions ne permettaient pas de

multiplier les expériences a des pun suffisam-

_ PEpHTTS RD. pH 766 ment voisins pour pouvoir par extrapola-
! 2 (740" ’ 5 (79&0")1 o) | tion déterminer le pm. Mais il ressort des
) ) 3(8.160 2(8550)  deux expériences ci-dessus (et a fortior: de
A Ja_ - - la premiére) que P.F. comme P.D. sont
Asc. - —— électropositives parce que le pms est nette-

A Desc. Asc. Desc. , .
8 ment plus bas que le pu des expériences.

Fig. 3A. Diagramme d’électrophorése de la pro- 1 1 etteme
téine fraiche P.F.; B. Diagramme d’électrophorése Il semble donc que le pm est n nt

de la protéine dénaturée P.D. acide (par exemple entre pu 5 et 6) et plus
bas chez P.D. que chez P.F. Nous verrons

ultérieurement que cette conclusion est entiérement confirmée par la composition
comme par le comportement de la protéine.

L’étude électrophorétique permet donc de conclure que I’homogénéité de la protéine
est trés vraisemblable. Ce n’est pas dire cependant qu’on soit en droit d’affirmer que les
préparations utilisées soient celles d’une protéine pure; une certitude absolue ne pourrait
résulter que de l'application du test de NORTHROP?, mais la encore, aussi bien les
curieuses propriétés de solubilité que les petites quantités de substance a notre disposition
nous ont interdit l'utilisation de la méthode.

B. Analyse

1. L’analyse élémentaire a été faite sur les préparations récente P.F. et dénaturée
P.D. en double exemplaire, aprés dessication a 120°.

On trouve:

C: 49.07%

H: 5.879%

N: 17.45% (le micro-Dumas et le micro-Kjeldahl donnent le méme valeur).

Cendres: 0.629%

P: 0.020% (Méthode de BERENBLUM ET CHAIN?)

S: néant.

Le chiffre trés faible de P confirme les résultats de I’étude cytochimique® selon
laquelle la substance étudiée n’est pas une nucléoprotéine.

Bibliographie p. 92/93.
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L’analyse qualitative des cendres a été faite par un spectre d’émission en U.V.*
On note sur le cliché les raies suivantes:

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

Il est possible que le Cu provienne des appareils utilisés lors de ’extraction.

2. La substance ne contient ni lipides, méme aprés extraction prolongée 4 chaud
par les solvants usuels, ni sucres réducteurs (Méthode de ForLin ET MaLMRrOsS). En
particulier, elle ne contient pas de pentose (méthode de DavipsoN ET WAYMOUTH?)
ni de desoxypentose (méthodes de DiscHE® et de STuMPF¥). Ce dernier résultat confirme
donc bien les renseignements apportés par ’étude cytochimique et le dosage de P:
la substance n’est en aucune fagon une nucléoprotéine.

3. L’analyse des acides aminés a été effectuée sur P.F. et P.D. par chromatographie
de partage 4 deux dimensions sur papier WHATMANN No 4, en utilisant comme couples
de solvants soit collidine-phénol, soit collidine-butanol®-8. Le phénol est utilisé 4 809
d’eau. La collidine et le butanol sont saturés. Avant chiomatographie, on ajoute quelques
gouttes de NH; dans les cuves. Dans le fond du bac & chiomatographier, on ajoute
quelques ciistaux de CNK avant parcours du phénol. L’hydrolyse est effectuée en tubes
scellés par 5 volumes de HCl 6 N a 120° pendant 30 heures. On évapore i sec, et on
reprend par un minimum d’eau.

Au point de vue qualitatif nous avons identifié: avec certitude: acide aspartique,
acide glutamique, glycocolle, alanine, sérine, tyrosine, arginine, lysine, phénylalanine
valine, leucine, norleucine; avec probabilité: hydroxyproline, isoleucine, thréonine.

Le tryptophane est évidemment absent dans le chromatogramme, par suite de sa
destruction lors de I'hydrolyse acide, mais on verra ci-dessous qu’une quantité non
négligeable a pu en étre dosée par la méthode de SHAW ET MACFARLANE?. Les méthodes
de chromatographie spéciale des acides aminés souftés® 4! n’ont évidemment rien donné,
comme on pouvait s’y attendre.

Nous avons cherché & apprécier quantitativement les acides aminés ainsi détectés,
en adaptant 4 la chromatographie sur papier la méthode de mesure 4 la ninhydrine mise
au point par MOORE ET STEIN'®: grice 4 un chromatogramme pilote effectué dans des
conditions exactement identiques au chromatogramme d’analyse, les différents acides
aminés, ou groupes d’acides aminés, sont repérés, récupérés par dilacération du papier
dans un minimum d’eau et agitation prolongée, puis dosés 4 la ninhydrine sur un aliquot.
Un témoin est effectué sur un blanc de papier contigu 4 la zone ainsi analysée, aprés
qu’on se soit assuré que, sur toute la bordure de la zone découpée, la vaporisation de
ninhydrine & 0.1% dans le butanol utilisée pour la révélation des taches ne donnait
aucune coloration. Nous décrirons ailleurs avec plus de détail les conditions d’utilisation
de cette technique. Dans le cas précis des hydrolysats de la substance étudiée ici, le petit
nombre d’essais qu’il nous a été possible de faire en raison des trés minimes quantités
dont nous disposions nous interdit de considérer I'analyse faite comme ayant un carac-
tére quantitatif précis. En particulier nous n’avons pu relever de différence notable
entre P.F. et P.D. Toutefois, I'appréciation a été suffisante pour que quelques grands

* Nous tenons & remercier Mr. DIDIER BERTRAND pour son aimable accueil lors de I'exécution
de ce cliché.
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faits se dégagent de cette analyse, faits qui confirment essentiellement les données
obtenues par ailleurs:

a. absence d’acides aminés souffrés.

b. pourcentage considérable d’acides aminés dicarboxyliques: environ 35% dont
moins de 5% sous forme d’acide glutamique, le reste sous forme d’acide aspartique*.

c. pourcentage important d’acides aminés aromatiques: la tyrosine, la phényl-
alanine et le tryptophane (ce dernier dosé sur hydrolysat alcalin par la méthode de
SmAw ET MACFARLANE?®) représentent prés de 15%.

d. Alanine: 5% ; glycocolle: 4% ; groupe des leucines: 10%,.

e. pourcentage remarquablement faible des acides aminés basiques qui n’atteint
pas 5%.

4. Il ressort donc de cette analyse que la protéine est une protéine acide: nous ne
connaissons pas d’autre exemple de protéine dont le pourcentage en acide aspartique
soit aussi considérable. Le taux élevé de N ne doit donc pas étre nécessairement pris
pour une preuve de basicité des protéines: le chiffre remarquablement faible d’acides
aminés basiques, aussi bien que le pourcentage non négligable de tryptophane (de z & 3%)
confirment les données de I’électrophorése, ainsi que les renseignements apportés par
létude des réaction cytochimiques (forte affinité pour les colorants basiques) et des
conditions de solubilité dans la soude (cf. ci-dessous): une telle protéine n’a rien 4 voir
avec les protéines du type histone. Ajoutons par ailleurs que I’emploi du réactif sulfo-
mercurique de MIRSKY ET POLLISTER'® combiné a la réaction de MILLON ne permet
nullement la mise en évidence de deux protéines différentes, puisque la substance est
insoluble dans le réactif.

Signalons enfin que cette protéine différe également de la protéine isolée par HENRY
ET STACEY'® et qui, selon ces auteurs, interviendrait dans le complexe Gram des bac-
téries: cette derniere présente en effet un chiffre de vV plus faible (inférieur & 15%),
mais du S en quantité appréciable et se comporterait comme une protéine basique.

Le résultat de P’analyse des acides aminés suggére fortement un rapprochement
(limité bien entendu 4 la composition seule) avec la pepsine dont cependant les proprié-
tés acides sont beaucoup plus fortes (pm 2.7).

C. Etude spectrographique en U.V.

LCette étude a été faite sur BECKMANN, en solutions de soude de concentration plus
ou moins forte, sur P.F. et P.D.

Les spectres, effectués entre 2300 A et 3000 A sont reproduits dans les figures 4A
et B. En 4 A, sont portés les spectres des préparations de la protéine récemment préparée
P.F. dissoutes en soude N/150 (P.F. 1: 0.22 mg/ml; P.F. 2: 0.25 mg/ml; P.F.3: 0.30
mg/ml) ou N/10 (P.F.4: 0.16 mg/ml). En 4B, sont portés les spectres de la protéine P.D.
dissoute i froid en soude N/10 (P.D.1: 0.5 mg/ml), ou en soude N/5 (P.D.2: 0.4 mg/ml).

L’examen de ces spectres permet de faire plusieurs remarques d’intérét non négli-
geable:

a. Il est possible qu’il n’y ait pas de différence entre les spectres de la protéine
récente P.F. et de la protéine dénaturée P.D. La différence observée tient sans doute
aux différences de solubilité des deux préparations (¢f.P.F.4).

* 11 est probable qu’une partie de ces acides dicarboxyliques résulte de la transformation
d’amides lors de I'hydrolyse. Cette hypothése permettrait d’expliquer la contradiction existant entre
le taux élevé de N de cette protéine et le chiffre relativement faible auquel conduit I’appréciation
de N d’aprés la composition en amino acides.
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b. En effet, on sait que, d’une fagon générale, le spectre de la tyrosine est modifié
dans le sens d’un accroissement du maximum et de son déplacement de 2740 A (en solu-
tion légérement acide) aux environs de 29goo A en solutions alcalines de normalité assez
élevée (de 0.1 N et au dela). Il est tout 4 fait probable que le fort maximum a 2800 A des
spectres effectués en de telles solutions de soude est dfi 4 un phénoméne de cet ordre.

c. On sait que le tryptophane (dont le spectre est peu sensible aux variations de ps)
posséde trois bandes caractéristiques, la plus importante voisine de 2800 A, et se con-
fondant évidemment en solution alcaline avec le maximum de la tyrosine. Mais dans
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Fig. 4A. Spectre U.V. de la protéine fraiche P.F. Fig. 4B. Spectre U.V. de la protéine dénaturée
P.D. et régénérée P.R.

le cas présent le palier & 2650 A des spectres effectués en soude N/10 et N/5 est en réalité
un maximum masqué en solution alcaline par le maximum 4 2800 A et n’a rien a voir
avec la 1° bande du tryptophane; car en ce cas, et méme en solution alcaline faible, la
bande principale du tryptophane (2° maximum) devrait s’observer (ainsi d’ailleurs que
la 3° bande, d’intensité cependant trés comparable a la premiére).

d. Nous nous sommes demandés si la bande & 2650 A ne pouvait pas étre due a la
présence en faible concentration de bases puriques ou pyrimidiques. A cet effet nous
avons d’abord effectué une étude systématique des conditions de dosage des bases
azotées par la méthode spectrographique, étude qui sera exposée ailleurs en détail.
Indiquons ici les résultats essentiels:

I. Le spectre déja sensible aux variations de pa perd sa valeur caractéristique,

Bibliographic p. 92/93.
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lorsque la molarité des solvants d’extraction usuelle des acides nucléiques est trop
élevée pour une concentration donnée d’acide nucléique.

2. Le spectre est profondément modifié lorsque des protéines sont présentes et au
dela d’un certain rapport (N total/N des azotées bases) voisin de 30 le maximum carac-
téristique céde la place a vn palier, puis disparait complétement.

Dans cette perspective, nous avons cherché 4 voir si la bande a 2650 A observée

dans les specties de la protéine serait mo-

£ difiée aprés addition a la solution de petites

09 quantités d’acide ribonucléique. Les résul-

tats sont indiqués dans les spectres de la

08 Fig. 5: on voit que les changements sont

somme toute peu marqués aussi bien avec

o7 I | P.D. en solution de soude N/1o (0.3

' \ 03mg RD.+3 I/rnl mg/ml de protéine + 3 y/ml de R.N.A)

RNA(NaOH NJ1g) quavec P.F. en solution de soude N/150

06 ; (0.18 mg/ml de piotéine + 2.5 y/ml de

) R.N.A.) ou en solution de soude N/10 (0.16

25 \\%75.2’."(502?%75'0). mg/ml de protéine + 2.5 y/ml de R.N.A.).

I Ces différents résultats et la compa-

\ \ raison avec de nombreux spectres repro-

0% \\/ = duits dans la littérature concernant des

016 mg PF +25 m protéines pures ne sopposent pas a la

03 RN.A (NaOH N/1p) l présence, en faible concentration, de bases
j azotées dans la substance étudiée.

Le dosage des bases puriques effectué

oz par précipitation cuivrique suivant la

\\\ microméthode de VENDRELY® confirme ce

o1 résultat et indique 0.20% de N purique: on

\\ voit donc que lerapport (N total/N purique)

' s’établit nettement au dessous de la valeur

2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900 3000 3100 A Critique au dela de laquelle la méthode de

Fig. 5. Spectre U.V. de mélanges ‘‘protéine (P.F. dosage spectrographique présente d’incon-
ou P.D.) + acide ribonucléique” testables difficultés d’interprétation.

IV. ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

A. Dénaturation et régénération

1. Une des propriétés les moins curieuses de la protéine étudiée n’est pas celle qui
tient aux conditions de dénaturation et de régénération. FAURE-FREMIET!® a montré,
en effet, que la dénaturation, qui se manifeste non seulement par la perte de la propriété
de solubilité en eau chaude, mais également par divers changements d’aspect (aspect
grumeleux ou corné, jaunissement etc. . .), se produit aisément, soit par centrifugation
excessive des suspensions, soit par maintien trop prolongé en solution, soit méme par
simple vieillissement de la poudre séche. Or il est possible de “régénérer” la protéine
en la reprecipitant par neutralisation d’une solution de soude ou de formamide.

En réalité, nous ignorons quelle est I’étendue exacte de cette “régénération”. Nous
devons par conséquent nous en tenir essentiellement aux propriétés observables. Les
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différences existant entre protéine fraiche et protéine dénaturée et que fait disparaitre
la “‘régénération” sont les suivantes:

a. Différence de solubilité.

b. Différence de taille: les globules de protéine dénaturée (¢f. Fig. 1C) présentent
une taille trés supérieure a ceux de la protéine fraiche (Fig. 1A); aprés régénération, les
globules retrouvent leur taille primitive (Fig. 1D).

Par contre il ne semble pas que la basophile soit profondément modifiée. Pour ce
qui concerne le Gram, les globules dénaturés continuent de prendre trés vivement le
Gram; il est d’ailleurs difficile de se prononcer sur une différence de degré dans la Gram-
positivité puisque la méthode reste essentiellement qualitative: dans des essais préli-
minaires pour la rendre quantitative (étude du temps de décoloration en conditions
standard), la Gram-positivité de la préparation dénaturée nous est apparue diminuée,
mais ce résultat est encore trop incertain pour qu’on puisse faire fond sur lui. Par
ailleurs, nous avons déja signalé que les différences observées dans les spectres U.V. des
préparations fraiche et dénaturée étaient d’interprétation difficile et pouvaient tenir
uniquement a la plus grande concentration de soude nécessitée pour la mise en solution
des préparations dénaturées; une fois régénérée et mise en solution en soude trés diluée,
la préparation P.R. montre d’ailleurs un spectre quelque peu différent de celui de la
protéine fraiche (Fig. 4B).

En fait, il est trés surprenant que la soude et la formamide connues pour étre des
dénaturants énergiques des protéines jouent ici un réle opposé. Il s’agit certainement
dans le cas présent d’un effet complexe qui mériterait a lui seul une étude approfondie.
Notons toutefois que lorsque la solution alcaline est maintenue suffisamment longtemps,
la régénération n’est plus possible: la neutralisation ne précipite plus qu’une fraction
de la quantité mise en solution et cette fraction n’est plus soluble dans I’eau chaude.

2. Signalons enfin les résultats décevants obtenus lors d’une étude de détermination
du poids moléculaire par la méthode de diffusion moléculaire. (PUTZEYS ef colf.31» 32 33)*,

Nous avons constaté, en effet, que la diffusion présentait dans certains cas une aug-
mentation pour des concentrations diminuées: cette circonstance interdit donc de se
fier aux valeurs de poids moléculaires apparents dont ’extrapolation aux dilutions
infinies permet le calcul du poids moléculaire réel. Notons également que nous avons
observé un accroissement de la diffusion d’une méme solution en soude diluée aprés un
certain temps de séjour: dans ce dernier cas il s’agit certainement d’un phénoméne de
dénaturation non réversible, trés différent, bien entendu, du phénomene de régénération
que la mise en solution suivie de reprécipitation & neutralité permet de réaliser. Cette
interprétation est confirmée par le fait qu’aprés un tel séjour (6 & 7 heures) la neutrali-
sation ne permet nullement d’obtenir une récuperation quantitative de la protéine,
Quant au phénoméne d’augmentation de la diffusion avec la dilution, sa signification
nous échappe et il peut étre dd soit & un mécanisme de dénaturation, soit & un accroisse-
ment des fluctuations produites.

On voit, par ces différentes remarques, que les conditions particuliéres de dénatu-
ration de cette protéine posent de nombreux et difficiles problémes. Ajoutons par ailleurs,
qu’il faut vraisemblablement tenir compte, pour saisir le comportement physico-
chimique de cette substance, de la nature nettement acide de la protéine vis-a-vis de
laquelle la dénaturation par les substances alcalines ne pourrait se produire qu’aprés

* Nous adressons au professeur PuTzeYs et au Dr LONTIE tous nos remerciements pour l'accueil
si aimable qu’ils nous ont réservé.
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B. Action des sels biliaires

Nous avons montré dans un travail
antérieur?* que le traitement par les sels
biliaires d’un matériel fixé supprimait la
colorabilité Gram tout en conservant la
morphologie. Il est possible de vérifier qu’il
en est de méme sur la substance isolée
fraiche et dénaturée (Fig. 6A et B). Ce
traitement modifie profondément la struc-
ture de la protéine. On peut aisément s’en
assurer en étudiant le spectre U.V. (Fig. 7).
En effet, si I'on traite une suspension
de 0.70 mg de protéine fraiche (P.F.) par
1 ml d’une solution de déhydrocholate de
Na 4% pendant 1 heure & 50°, on obtient
apres centrifugation, un culot (composé des
globules Gram-négatifs) et un surnageant.
Le culot peut étre remis en solution en
soude N/zo0. On voit que le spectre obtenu

Fig. 7. Spectre de la protéine fraiche aprés
traitement par sels biliaires
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Fig. 6A. Protéine fraiche traitée
par sels biliaires et devenue Gram-
négative
Fig. 6B. Protéine dénaturée traitée
par sels biliaires et devenue Gram-
négative

saturation des groupes car-
boxyles libres. Dans cette pers-
pective, il y aurait au moins
deux types de dénaturation
possibles: lun (notamment
par vieillissement ou maintien
prolongé en suspension acqu-
euse) entrainant la formation
d’aggrégats dissociables par
une quantité minima de soude
(régénération apres neutralisa-
tion), lautre entrainant la
formation d’aggrégats non dis-
sociables dans les mémes con-
ditions et représentant une
forme de dénaturation ana-
logue a celle produite par la
soude dans le cas des protéines
du type globuline ou albumine.
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montre 4 la place des deux maxima & 2650 et 2800 A deux paliers discrets (Courbe
P.F.C.). Quant 4 la fraction détachée et soluble dans la solution de sels biliaires, elle est
précipitable par l’alcool et en grande partie soluble dans I’eau froide, mais ne représente
qu’un trés faible pourcentage de la quantité de protéine mise en ceuvre.

Ajoutons que les divers essais de combinaison de ribonucléate de Mg avec le culot
ont échoué (essais entrepris en paralléle des expériences de replaquage du ribonucléate
sur le complexe Gram isolé des bactéries par HENRY ET STACEY!® 18),

V. DISCUSSION

1. Les résultats ci-dessus font apparaitre la protéine étudiée comme une substance
trés particuliére aux propriétés souvent déroutantes. Non seulement l’aspect globulaire
sous lequel elle se présente in vivo et le vraisemblablement haut degré de pureté qu’elle
y présente, mais sa composition, sa structure et ses propriétés physico-chimiques nous
semblent ne pouvoir la classer dans aucune ‘“‘catégorie” de protéines déja connues. Vu
I’intérét biochimique de la question, nous nous sommes arrétés, dans une série de travaux
antérieurs?*-28: 3 Ja nature de la propriété Gram présentée par cette substance. Nous
avions proposé?, en considération des résultats obtenus par HENRY ET STACEY!S® et dont
nous avons pu vérifier le bien fondé, de lier cette propriété a la présence de bases azotées
au niveau desquelles s’effectuerait la synthése d’acide ribonucléique, et non pas a la
présence de ce dernier que nos 1echerches avaient démontré n’étre pas nécessaire & la
colorabilité Gram. Les renseignements complémentaires que nous venons d’obtenir nous
porteraient a mettre en cause également la basophilie propre de la substance: en effet,
le Gram comporte deux étapes, dont l'une est la fixation du colorant basique et l’autre
son mordangage par ’iode; nos resultats nous améneraient donc &4 envisager un méca-
nisme en deux temps: la premiere de ces deux étapes, qui constitue une condition prépa-
ratoire indispensable serait liée & la présence de groupements acides qui peuvent étre,
soit ceux de la molécule d’acide ribonucléique présente, soit ceux des acides aminés
dicarboxyliques comme c’est le cas pour la protéine étudiée ici. Une telle conception
fournirait une interprétation immeédiate de resultats anciens de CHURCHMAN et STEARN
ET STEARN3®, La seconde étape, qui est absolument caractéristique de la réaction de
Gram et qui comporte I'action de I'iode et celle du décolorant, reléverait des mécanismes
que nous avons essayé d’analyser par ailleurs: combinaison chimique comportant l'action
d*un oxydant doux entre le colorant basique déja fixé par électro-valence (basophilie
préparatoire) et d’autres groupements actifs de la protéine (rdle joué éventuellement
par les bases azotées présentes).

2. Pour ce qui concerne la structure globulaire et les curieuses propriétés de solu-
bilité de la substance, nous ne disposons d’aucun début d’explication chimique. A notre
connaissance, seule la protéine M du groupe A des streptocoques hémolytiques de
LANCEFIELD etudiée par ZITTLE*? présenterait des propriétés comparables. Nous nous
réservons de revenir dans un mémoire ultérieur sur certaines propriétés de cette sub-
stance qui présente de curieuses analogies physico-chimiques avec la protéine étudiée
ici. Signalons toutefois dés maintenant une différence importante de comportement:
la protéine M se combine avec l’acide ribonucléique par liaison saline aux environs de
PH 5, C’est-a-dire au dessous du pm, dans la z6ne ot la protéine est chargée positivement.
La protéine que nous avons étudiée ici au contraire, quel que soit le pu des suspensions,
ne se combine, ni a chaud, ni a froid, avec l'acide ribonucléique (ni avec le desoxyribo-).
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Cette derniére observation nous raméne au probléme qui a orienté nos recherches:
comment et par quel mécanisme s’effectue la transformation de la substance qui se
produit lors de la fécondation et aboutit 4 une synthése massive de ribonucleoprotéines??,
Nous avons montré avec PASTEELS? que celle-ci s’effectuait au niveau des fractions les
plus légéres du matériel cytoplasmique sédimentable (le “‘surnageant” de centrifugation)
et que les nucléoprotéines ainsi produites étaient ensuite intégrées dans les granules plus
complexes. De fait, aussi bien le caractére brusque de la synthése envisagée que la perte
du Gram lors de ces phénoménes indiquent qu’il ne s’agit pas d’une simple combinaison
d’acide ribonucléique avec la protéine: celle-ci est profondément métabolisée, et nous
savons!désormais que la formation d'un nucléate de protéine est & exclure, et & plus

libérés par forte raison dans le milieu cellulaire

1mg poids sec dont le pu est & coup sur supérieur

en 15h G 37°

60,

au pmi de la protéine.

40|

. 3. Ces observations nous ramé-
nent a la conclusion que nous avions
déja formulée précédemment?: la
3 protéine du gamete maile d’Ascaris

megalocephala constitue I'exemple
d’un véritable wvitellus exogéne, qui,
" par des mécanismes différents de

ceux relatifs aux vitellus d’oeufs
/ mais présentant une signification

20|

s biochimique trés analogue, est in-
L1~ \ téressé au premier chef au métabo-
/ [ AN lisme des nucléoprotéines lors du

développement du gameéte lui-méme
comme de I'embryon. Insistons en

—(/

P-

2529 36 42 485 56 6 65 775 8 84 93 10 #7p, particulier sur le fait qu’au cours

Tampons acétate, PR . .

glycocolle et véronal de la sper.n?atogenese la dl.mllnuqon

Fig. 8. Courbe d’activité phosphatasique en fonction de ban)phlhe Precedant.l.ehl:n}natlon
du pa{des gamétes males compléte de la basophilie résiduelle,

etudiée par PASTEELS® et nous méme
{cas du “‘cytophore”) n’est pas due & une simple “‘dilution” dans un cytoplasme plus
abondant: celle-ci atteint plus de 509% du contenu primitif, comme on peut s’en assurer
par extraction trichloracétique selon SCHNEIDER3 et dosage selon DAVIDSON ET
WavymouTH". Il y a 14 un parallélisme étroit avec ce que BRACHET a vu dans les ceufs
d’Amphibiens? et que nous avons observé nous-méme dans ’ceuf d’ 4Ascaris.

Un second fait qui permet de donner a I’élaboration de la protéine la signification
d’une vitellogénése a trait a la distribution de I'’équipement phosphatasique au cours
de la spermatogénése. Les courbes des Fig. 8 &4 10 résument les résultats de cette étude
(substrat utilisé: B-glycérophosphate de Na). Le pa optimum est a 7.4 (Fig. 8), I'inacti-
vation croit avec la température a partir de 40° (Fig. 9}, l’action hydrolasique est ter-
minée au bout de 10 h 4 37° (Fig.10). L’ion Mg a un effet activateur modéré (l’activité
n’est que doublée); la durée de l'autolyse a 37° est sans influence notable, sauf au niveau
des gonies ou1 ’activité est accrue de 50% lorsque la durée d’autolyse passe de 3 & 8heures.
Le résultat essentiel est figuré dans la Fig. 11: on voit que I’activité phosphatasique
décroit régulierement au cours de la spermatogénése; on retrouve donc la un résultat
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analogue 4 celui rencontré dans I’étude de I'ovo-
génése ot lactivité phosphatasique décroit
(tandis que par contre I’activité phosphoprotéine-
phosphatasique liée essentiellement aux pla-
quettes vitellines croit au fur et & mesure de la
vitellogénése).

L’application de la méthode de Gomorr'4
permet de voir que I'activité est concentrée dans
le noyau. Signalons par ailleurs que les zones de
transformation de la protéine manifestent dans
Peeuf fécondé une faible activité, mais plus
intense néanmoins que celle du cytoplasme ovu-
laire méme.

On voit que ces différents résultats sont de
nature 4 renforcer ’hypothése précédemment
avancée: certes, les conditions d’extraction
utilisées interdisent jusqu’d présent d’examiner
systématiquement si certaines activités enzyma-
tiques ne seraient pas lies a la protéine, et il
n’est pas exclu a priort qu'un réle enzymatique
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particulier doive lui étre as-
signé, mais il apparailt bien
cependant que son role propre-
ment métabolique est de tout
premier intérét. C’est pourquoi
la notion de ‘“‘protéine de syn-
these” nous parait devoir étre
maintenue: n’aurait-elle que
Pavantage, outre de répondre
aux résultats précédents, de
permettre un parallélisme sug-
gestif entre des protéines in-
tervenant dans les synthéses
embryonnaires (phosphopro-
téines du vitellus ovulaire) et
d’autres systémes, capables
d’assurer un role analogue
dans le métabolisme des nu-
cléoprotéines, quoique par des
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mécanismes trés différents; ceux-ci joueraient donc bien le role d’un vitellus, soit exogéne
comme c’est le cas pour la protéine étudiée ici, soit non-lié 4 une structure gamétique,
comme ce serait le cas pour les complexes gram-positifs des bactéries.

Ce travail a été effectué en partie grice a une bourse d’échange des chercheurs
franco-belges attribuée par le C.N.R.S.

RESUME

L’étude du complexe protéique caractéristique duv gameéte mile d’'Ascaris wmegalocephala,
effectuée in vitro et in vivo, prouve qu’il ne s’agit pas d'une nucléoprotéine, mais bien d’une protéine
acide a chiffre de N élevé riche en acide aspartique, liée & des groupements puriques et homogéne
a D’électrophorése. L’étude spectrographique et physico-chimique permet de mettre en lumiére
certains phénomeénes d'instabilité liés aux conditions de dénaturation et de régénération par les bases
fortes. L’hypothése selon laquelle cette protéine jouerait le réle d’un vitellus exogéne est envisagée.

SUMMARY

Study of the characteristic protein complex of the male gamete of Ascaris megalocephala,
carried out i» vitro and i vivo. proves that we have not to do with a nucleoprotein, but with an acid
protein of high nitrogen content, rich in aspartic acid, linked to purine groups and homogeneous
in the electrophoretic test. A spectrographic and physico-chemical study brings to light certain pheno-
mena of instability connected with the conditions of denaturation and regeneration by strong alkalis.
The hypothesis is considered according to which this protein would act as an exogeneous vitellus.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Untersuchung, in vitro und in vivo, des charakteristischen Proteinkomplexes des mannlichen
Gameten von Ascaris megalocephala beweist, dass es sich hier nicht um ein Nukleoprotein handelt,
sondern um ein saures, stickstoffreiches Protein, das reich an Asparaginsdure, durch Puringruppen
gebunden und bei der Elektrophorese homogen ist. Mit Hilfe spektrographischer und physikalisch-
chemischer Methoden wurden verschiedene Erscheinungen der Unbestindigkeit dieses Proteins
aufgezeigt, welche von den Bedingungen der Denaturierung und Regenerierung durch starke Basen
abhingen. Die Hypothese, wonach das beschriebene Protein als exogener Gelbpurper wirken wiirde,
wurde er¢rtert.
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