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Les r~sul ta t s  ob tenus  dans  des inves t iga t ions  ant~r ieures  x,2, sur  la f rac t ion de la 
pro t6 inase  de Micrococcus lysodeikticus lib6r~e dans  le mil ieu au cours de la cu l tu re  de 
ce microorganisme,  nous  on t  condui t s  ~ ~tudier  le c o m p o r t e m e n t  de la f ract ion endo-  
eel lulaire  de la  prot~inase  au t o u r s  de la lyse des cellules de ce t te  bact~rie  pa r  le lysozyme.  
Nous  avons  pu  ainsi  c o n s t a t e r  que, au m o m e n t  de la lyse des ceUules, celles-ci ont  en 
puissance  la possibi l i t~ d ' h y d r o l y s e r  leurs prot6ines  cellulaires;  mais  ce t te  possibi l i t6  ne 
se manifes te  que si l 'on  a jou te  une  cer ta ine  quant i t~  de ca lc ium au  mil ieu con tenan t  
les b a t t e r i e s  lys~es. Ce r~sul ta t  confirme la conelusion d ' u n  t r a va i l  pr~c6dentL ~ savoi r  
que la synth~se,  p a r  la ceUule, de la pa r t i e  prot~ique  de ce t y p e  de prot~inase  ne semble  
pas  n~cessi ter  la presence de calcium, mais  que ce m~ta l  est  ind ispensable  k la s tabi l i t~  
et  au ione t ionnemen t  de cet  enzyme.  

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

Techniques 
La souche bact6rienne utilis6e, le milieu et les conditions de culture, ont 6t6 d6crits pr6c&lem- 

ment 1. i: M. lysodeiMicus cultiv6 sur bouillon g~los6 contenant o.8% de glucose, incubation ~ 26 ° 
pendant 4 jours, PH de la culture ~ la fin de l'incubation 7.5. On r6colte les bact6ries en les entralnant 
par lavage avec une solution de NaC1 o.9%. On les s6pare par centrifugation, on les lave deux fois 
avec la solution de NaCI et une derni~re fois avec une solution de v6ronal tampon 4 ~ PH 7.5. Apr~s 
l a  derni~re centrifugation, on met en suspension les bact~ries lav6es dans la m~me solution de v6ronal 
tampon. Cette suspension est utilis6e tout de suite, les bact6ries 6tant encore vivantes. C'est sur 
cette suspension que Yon fait agir une solution de lysozyme cristallis6 "Armour" ~ la concentration 
de x mg/ioo ml. La lyse se fait ~ PH 7-5 et ~ 26% L'6tude de la prot6olyse est faite en dosant l'azote 
amin6 lib6r6 selon la m6thode de VAN SLYKI~ ET !~EILL 5. 

I .  R~partition de l'axote arain~ au cours de la lyse de la sust~ension bact~rlenne 

Nous avons  suivi  la lyse d ' une  suspension bac t~r ienne  t ra i t~e  pa r  le lysozyme,  en 
fa isant  des d~ te rmina t ions  d ' azo t e  t o t a l  et  d ' azo te  amin~ dans  le ~ulot et  dans  le l iquide 
su rnagean t  qu 'on  ob t ien t  p a r  een t r i fuga t ion  d '~ehant i l lons  pr~lev~s de t emps  en t e m p s  
du  mil ieu r6aet ionnel .  

* Ce t e r m e  est  employ6  ici au  sens  g6n6ral ;  il  n ' i m p l i q u e  en r ien  qu ' i l  s ' ag isse  d ' u n  seul  e n z y m e  
prot6olytique. 
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L'azote total est d6termin6 ,par analyse, selon KJELDAHL,  des bact6ries lav6es ~ l'eau distill6e 
et s6ch6es ~ l'ac6tone. La quantit6 maximum d'azote amin6 qui eflt pu apparattre au cas oh la totalit6 
des prot$ines pr~sentes ettt 6t~ hydrolys6e, est d6termin6e par la m6thode de VAN SLYKE sur l 'hydro- 
lysat obtenu ~ partir  des bact6ries s6ch6es ~ l'ac6tone, en en trai tant  une quantit6 donn6e, ~ I i o  ° 
pendant  24 heures, par HC1 6 N, en tube scelM, sous vide. 

Le Tableau I indique les quantit6s d'azote total, d'azote amin6 total aprbs hydrolyse 
acide, d'azote amin6 libre avant et apr~s la lyse, existant dans une suspension bact6rienne 
en solution tampon phosphate k PH 5.4, contenant 9 mg/ml de bact6ries et trait6e par 
le lysozyme ~ 3 o°. Aprbs 3 o minutes de lyse, 54% de l'azote amin6 libre des bact6ries 
sont pass6s dans le liquide surnageant; apr~s 15o minutes, cette quantit6 a atteint 75 %, 
mais il n'apparalt aucune augmentation de l'azote amin6 libre total. 

TABLEAU I 
R]~PARTITION DE L'AZOTE AMIN]~ AU COURS DE LA LYSE DE LA SUSPENSION BACT~RIENNE 

Dur6e 
de la lyse 
(minutes) 

O 

3o 
15o 

Culot 

1 .20  

0.45 
0.30 

% N amin6 libre 

Liquide 
surnageant 

0.05 
0.82 
0.95 

Total 

1.25 
1 .27  
1.2 5 

~/oN 
total d'apr~s 
KJELDAHL 

9.5 

% N  
amin~ total 
(hydrolyse 

acide) 

6.75 

On voit ainsi que l'azote amine libre preexistant passe de plus en plus du culot 
au liquide surnageant, au fur et ~ mesure que raction du lysozyme progresse; mais dans 
aucun cas, on n'observe une augmentation de l'azote amine libre global. Un certain 
hombre d'experiences ont 6t6 faites ~ differentes temperatures entre 26 ° et 37 °, en 
presence de differents tampons (phosphate, borate, veronal), ~ diff6rents Pa compris 
entre 6 et 8, ou en presence de H2S M/Ioo, mais dans aucune de ces conditions on n'a 
jamais constat6 d'augmentation sensible de l'azote amine libre total par rapport k celui 
qui existait avant la lyse, m~me en prolongeant l'operation pendant plusieurs jours. 

II .  La prot~olyse pendant la lyse de la suspension bact~rienne 

Le Tableau II indique l'augmentation de l'azote amine libre total, pendant la lyse 
de deux essais parall~les, l'un en pr6sence de NaC1 et l'autre de CaCL 2. II apparalt une 
difference nette entre l'essai conduit en presence de sodium et celui en presence de 
calcium. 

TABLEAU II 
AUGMENTATION DE L'AZOTE AMIN]~ LIBRE PENDANT LA LYSE EN PR]~SENCE DE CALCIUM 

Tampon v6ronal dilu6 g 50% ; bact6ries lav$es 6. 5 mg/ml; NaC1 M/2o ou CaC12 M/35; lysozyme 
IO pg/ml;  toluene I~/o. 

La lyse est faite A 26 ° e t ~  PH 7.5. 
Les r6sultats sont exprim6s en pg d'azote amin6 libre par io mg de bact6ries. 

Dur6e 
de la lyse 

24 heures 
3 jours 

IO jours 

En presence 
de NaC1 

O 

4 
54 

En pr6sence 
de CaC1 ! 

I7 
27 
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Afin de pouvoir conclure dans le sens d'une v6ritable activation des prot6inases 
par le calcium, il fallait encore d6montrer clue celui-ci n'agit en aucune faqon, dans nos 
conditions exp6rimentales, sur les prot6ines cellulaires qui servent de substratum, en 
les rendant plus sensibles k l'action de l'enzyme; cette d6monstration r6sulte de ce que 
(Tableau III) la prot6olyse a lieu, m~me si la lyse est faite sans aucune addition de 
calcium, lorsqu'on ajoute au milieu une quantit6 suffisante de prot6inase active. L'ex- 
p6rience est faite en utilisant comme enzyme actif la prot6inase du milieu de culture 
de M. lysoddkticus aprbs dialyse ~. 

TABLEAU III  
PROT]~0LYSE DES PROT~INES CELLULAIRES PAR LA PROTI~INASIg DE M. ly$odei]ctict4s 

Solution de prot~inase (ou tampon v6ronal pour le t~moin) 5 ml; suspension des bact$zies 
(8 mg/ml) dans le tampon v6ronal 5 ml; lysozyme io/~g/ml; toluene 1%. 

Lyse faite g 26°; azote amin6 lib6r6 calcul6 par diff6rence entre l 'azote amin6 libre total apr~s 
2 heures et  au temps z~ro. Prises d'essai correspondant ~ I ml de solution de prot6inase. 

R~sultats exprim$s en/~g N amin6 par heure et par o. 5 ml de bact~ries. 

Sans prot6inase 
Prot6inase 
Prot6inase inactiv6e 

Sur les 
bactdries 
(xo mg) 

o 
19 
2 

Sur 
g61atine 
(45 mg) 

o 
46 

o 

Le Tableau III  donne 6galement ~t t i tre de contrSle, les valeurs obtenues, dans des conditions 
tout ~ fair comparables, lorsqu'un volume de la solution de prot6inase utilis6e agit sur un volume 
6gal d'une solution de g61atine ~ 7% en tampon borate. L'essai r6alis6 avec les prot6inases inac t iv~s  
(inactivation obtenue eu maintenant  l 'enzyme 2 4 heures ~ 37 ° et ~ PH 5) I, est indispensable pour 
montrer que la solution de prot6inase u'est pas elle-m~me un substrat pour Faction des peptidases*, 
toujours contenues ~ l '$tat actif dans le lysat des cellules de M. lysodeikticus. Remarquons ~ ce point 
de rue  que la dialyse a 61imiu6 ici t ous l e s  peptides courts, qui auraient pu ~tre attaqu6s par les 
peptidases des bact6ries lys6es. 

DISCUSSION 

L'examen des r6sultats obtenus montre que la lyse des cellules de M. lysodeikticus 
par le lysozyme n'est accompagn6e d'une prot6olyse que dans le cas oh l'on ajoute 
la suspension bac t / a~me  soit du calcium, soit une solution de prot6inase d6jk active. 
On peut en con~'lure d'une part que dans les conditions d'exp6rience r6alis6es ici, les 
prot6ines ceU, alaires peuvent ~tre attaqu~es directement par les prot6inases bact6riennes, 
d'autre p a ~  que les cellules soumises k la lyse contiennent une quantit6 d'enzyme 
suffx~nte pour exercer une action prot6olytique nette sur les prot6ines ceUulaires, mais 
que cet enzyme ne peut pas fonctionner si l'on n'ajoute pas du calcium au milieu. 

I1 convient~e remarquer que la culture est faite ici dans un milieu qui contient 
naturellelnent du'calcium ~ la concentration d'environ M/3oo. I1 est donc vraisemblable 
que les ceUules contiennent une quantit6 de calcium qui serait suffisante pour permettre 
le fonctionnement des prot~inases, si ces prot6inases 6taient les seules substances con- 
tenant du calcium. Mais le calcium se r6partit entre diverses autres substances, de sorte 
qu'il est finalement en quantit6 trop faible pour permettre le fonctionnement des 

* L'6tude des peptidases de M. lysodeikticus est actuellement en cours. 
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e n z y m e s  en ques t ion .  Ces r6su l t a t s  a p p o r t e n t  u n e  p r e u v e  de  p lus  q u e  le c a l c i u m  est  

n6cessa i re  h la  s t ab i l i t6  e t  au  f o n c t i o n n e m e n t  des  p ro t6 inases  b a c t & i e n n e s ,  p l u t 6 t  q u ' h  

l eur  syn th~se  p a r  les ceUules bac t6 r ie rmes ,  c o m m e  il a 6t6 d 6 m o n t r 6  a n t 6 r i e u r e m e n t  s. 

I1 n ' e s t  pa s  sans  in t6r~t  de  r a p p r o c h e r  ces r6su l t a t s  de c e u x  de  HULTIN e q u i  a obse rv6  

q u e  d a n s  les h o m o g 6 n a t e s  d 'oeufs  d 'ours ins ,  l ' a d d i t i o n  de  c a l c i u m  p r o d u i t  des  t r ans fo r -  

m a t i o n s  d o n t  l ' a u t e u r  se d e m a n d e  si el les ne  c o r r e s p o n d e n t  pas  ~ u n e  pro t6olyse .  

RI~SUM~ 

La lyse des cellules de M. lysodeihticus par le lysozyme n'est accompagn6e d'une prot6olyse 
que si l 'on ajoute au milieu lys6 une certaine quantit6 de calcium. Ce fait montre que, au moment 
de la lyse des cellules, celles-ci ont en puissance les prot6inases n6cessaires g l 'hydrolyse des prot6ines 
cellulaires; il apporte une confirmation ~ la conclusion que le calcium, n6cessaire ~ la stabilit6 et 
au fonctionnement de ce genre de prot6inase, ne l 'est pas A la synth6se de la partie prot6ique de la 
molecule. 

SUMMARY 

Lysis of the cells of M. lysodeihticus by lysozyme is only accompanied by proteolysis if a certain 
amount of calcium is added to the medium. This iact  shows that, at the moment of lysis of the cells, 
they contain potentially the proteinases necessary for the hydrolysis of the cell proteins. I t  confirms 
the conclusion that  calcium, which is essential for the stability and for the functioning of this type 
of proteinase, is not necessary for the synthesis of the protein part of its molecule. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Lyse der Zellen yon M. lysodeikticus durch das Lysozym ist nur dann von einer Proteolyse 
begleitet, wenn man dem Milieu eine gewisse Menge Calcium zufiigt. Diese Tatsache zeigt, dass die 
Zellen im Augenbliek der Lyse die zur Hydrolyse der Zellproteine erforderlichen Proteinasen in in- 
aktiver Form enthalten; hiermit wird die Folgerung best~tigt, dass das Calcium, welches fiir die 
Best~tndigkeit und Funktion dieser Art  von Proteinasen notwendig ist, flit die Synthese des Protein- 
anteils des Proteinasemolekiils jedoch nicht notwendig ist. 
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