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SUR LA TENEUR EN AMYLASE DE FRAGMENTS NUCLEI~S 

ET I~NUCLI~2S D'AMOEBA P R O T E U S  

par  

E N R I C O  U R B A N I *  

Laboratoire de Morphologie animale de l' Universitd de Bruxelles (Belgique) 

Afin d'~claircir la na ture  du contr61e exerc6 par  le noyau sur le cytoplasme de la cellule, BR&CHET 
et ses collaborateurs ont  suivi la teneur  ence r t a ins  eonst i tuants  chimiques et en enzymes de f ragments  
nucld6s et 6nuc166s d'Amoeba proteus du premier  jusqu 'au  treizi~me ou quinzi~me jour apr~s la section 
de l 'amibe. A l'aide de techniques cytochimiques et microchimiques, ils ont  pu  suivre ainsi, dans les 
deux fragments ,  la teneur  en acide ribonucl6ique glycog~ne, tyrosine, phospha tase  acide, ad6nosin- 
t r iphosphatase ,  est6rase et la  consommat ion d 'oxyg~nel ,2 ,  3. 

Dans  ce m~me domaine, il 6tait int6ressant de savoir comment  se comportera ient  les enzymes 
prot6olyt iques et nous avons 6tudi6, de fa~on quant i ta t ive,  la teneur  en dipeptidase et en prot6inase: 
nous avons vu  que les f ragments  6nucl~6s conservent,  14 £ 15 jours  apr~s l'6nucl6ation, leur activ6 
enzymat ique  qui es t  cependant  moins forte que celle des f ragments  nucl66s 4. Cette 6tude a montr6 
clairement aussi une diffdrence de comportement ,  au cours des jours  qui suivent  la section de l 'amibe, 
entre la dipeptidase et la prot6inase qui ont  probablement ,  selon HOLTER E~ LOVTROP 5, une locali- 
sat ion diffdrente darts le eytoplasme de l 'amibe. 

Nous sommes pass6 ensuite 5~ l '6tude de l 'amylase, en suivant  la technique de HOLTER E~ 
DOVI.E ~. Les amibes ont  dr6 coupdes A l'aide d 'un  cheveu de verre et maintenues  A jeun jusqu'~.u 
i4me jour  de l'exp6rience. Les dosages ont  6t6 effeetu6s sur  2o f ragments  de tailles aussi identiques 
que possible. Les r6sultats obtenus  sont  consign6s dans la table ci-dessous. 

On voit  que dans les premieres heures apr~s la section, on re t rouve une activit6 enzymat ique 
dgale dans les deux types  de fragments.  Apr~s un  jour  et demi £ trois jours, l 'activit6 enzymatique 
des f ragments  dnucld6s est plus [orte que celle des f ragments  nuc166s: parfois cette augmenta t ion  
n 'es t  pas  bien notable, mais darts d 'aut res  cas elle est, au contraire, tr~s forte. Au cours des jours  
suivants,  l 'activit6 enzymat ique  des f ragments  dnucld6s redevient  ~t peu pros dgale ~ celle des frag- 
ments  nuc166s pour  lni devenir inf6rieure 14 jours  apr~s la section. 

T A B L E A U  I 

Temps apr~s la 5 6 L5  2 3 6 7 9 zz z 4 
section des amibes heures heures jours jours ~ o u r s  ~ o u r s  ~ o u r s  iours jours jours 

Nucldds. Activit6 4.20 1.8o 4.80 2.80 3.6o 5.9o 5.4 ° 3.6o 4.2o 4.6o 
enzymat ique  en 4.4 ° 2.80 5.4 ° 4.7 ° 5.20 5.4 ° 4.80 
/*1 Na2S~O 3 N/5 o 5.90 4.80 

5.35* 

Enucld~s. Activit6 4.4 ° 1.6o 7.60 5.4 ° 7.00 4.7 ° 5.20 3.4 ° 3.60 3.4 ° 
enzymat ique en 4.00 1.6o 11.2o 11.4o 7.4 ° 5.o0 3.80 
/~1 Na2S~O 3 N]5o 16.7o 7.oo 

6.1o* 

* Moyenne de quatre  dosages sur  une m~me souche d 'amibes  

Ces r6sultats  nous ont  amen6 ~ 6tudier plus soigneusement les propri~t6s de l 'amylase des 
amibes;  voici les pr incipaux r6sultats obtenus.  

L'activit6 enzymat ique d 'un  homog6n~isat d 'amibes  (broyage dans un  microhomog6n6isateur) 
est  plus forte que celle d 'un  m6me hombre  d 'amibes  non homog6n6is66s; il n 'en  va  pas de m~me 
pour  la dipeptidase et la prot6inase. 

L'activit6 enzymat ique d 'un  cytolysat  d 'amibes,  obtenu par  gel et d6gel r6p6t6s avec de la 
neige carbonique, est semblable g~ celle d 'une m~me quant i t6  d 'amibes  intactes. Le froid n ' inactive 
cependent  pas l 'amylase. 

L 'act ivi t6  enzymat ique  d 'amibes  ~nuc166es depuis deux jours  et homog6n6is~6s par  broyage 
s ' e s t  r~v616e 16g6rement sup6rieure 5. celle des f ragments  nuc166s. 

L'activit6 enzymat ique  des amibes 6nucl66es et cytolys6es par  le froid s 'est  montr6e tan t6 t  

* ]Rockefeller fellow. 
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plus forte, tantTt  @gale 5, celle des amibes nuc144es, conf i rmant  donc le rdsultat  obtenu dans le cas 
des amibes intactes. 

I1 est difficile de donner  d~s g pr4sent  une explication satisfaisante de l ' augmenta t ion  d'activit@ 
que l 'on t rouve dabs les f ragments  @nucl4@s dans les premiers  jours  apr&s l'4nucl4ation. On pour ra i t  
penser  que l 'absence du noyau provoque une libTration d 'enzyme comme le broyage m4canique;  
toutefois, eette lib4ration n ' a  pas lieu dans les amibes cytolys4es par  le froid. 

On peut  conclure, d 'apr~s les recherches que nous avons effectu4es sur la dipeptidase, la prot4- 
inase et l 'amylase que le noyau exerce sur ces enzymes un  contr61e 61oign@ (BRACHET a) et que, en 
l 'absence du noyau,  les enzymes res tent  longtemps actifs et capables d 'agir  sur leurs substra ts .  
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E X T R I ~ M I T ~ 2 S  N - T E R M I N A L E S  D E  L A  P R O T I ~ I N E  

D E  L ' a -  C H Y M O T R Y P S I N E  

par  

P. D E S N U E L L E ,  M. R O V E R Y  ET C. F A B R E  

Laboratoire de Chimie Biologique, Faculld des Sciences, Marseille (France) 

Dans  un  pr4cTdent travail  1, nous  avons appliqu6 la technique de SANGER gU chymotrypsinog@ne 
et ~ l ' a -chymotryps ine  cristallis4e. Le chymotryps inoggne semble dTpourvu de functions a -NH 2 libres. 
DaBs les cr is taux d ' a -chymot ryps ine  au contraire, on rencontre  une s4rie de r4sidus N- terminaux.  
Les uns  (alanine, isoleucine) s 'y  t rouven t  en propor t ions  A peu pros stoechiom4triques (environ I r4sidu 
pour  21,5oo g). Tous  les autres  s 'y  t rouven t  en propor t ions  notab lement  plus faibles. Les cr is taux 
d ' a -chymot ryps ine  sont  donc p robab lement  constitu4s, non par  une protTine pure comme on aura i t  
p u l e  penser, mais par  un  m41ange d 'une  prot@ine et de peptides (ou aminoacides). Ces derniers sont  
si for tement  ancr4s ~ la prot@ine que ni les cristallisations ni m~me la pr4cipitation trichloracTtique 
ne r4ussissent A les 41iminer. 

Nous  avons t rouv4 que la s4parat ion de la prot4ine et des peptides (aminoacides) peut  6tre 
r4alis4e de deux fa~ons diff4rentes. En  4puisant  longuement  g l 'eau, ~ l'alcool et g l '4ther, la DNP-  
a-chymotrypsine ,  on extrai t  une pat t ie  des DNP-pept ides  (ou aminoacides). Simultan4ment ,  la 
subs tance  insoluble (qui contient  la DNP-prot4ine) perd quelques-uns  de ses r4sidus N-a - t e rminaux  
non-stoechiom@triques mais conserve son alanine et son isoleucine. D 'au t re  part ,  deux crisfallisations 2 
de la diisopropylphospho-a-chymotrypsine (enzyme inhib6 par  i tool de diisopropylfluorophosphate) 
pe rme t t en t  4galement, comme l 'a  d4jg not4 JANSEN 8 de r4aliser une excellente purification. En  
combinant  les deux t rai tements ,  on obt ient  une substance contenant  un iquement  o.8-0.9 r4sidus 
d 'alanine et de isoleucine pour  21,5oo g*. 

Ces r4sul tats  sugg@rent que la prot4ine des cr is taux d ' a -chymotryps ine  puss@de deux chaines 
pept idiques ouvertes.  Elle est donc vra isemblablement  engendr@e par  l 'ouver ture  de deux l iaisons 
pept idiques au sein du chymotrypsinog~ne**.  

Des exp4riences sont  actuel lement  en cours pour  savoir si cette prot4ine, une lois d@barrassde 
de ses peptides (ou aminoacides), poss~de encore une activitd enzymatique.  
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* Ainsi que o.2 r4sidu N-terminal  de ph4nylalanine. 
** Ce r@sultat est en accord avec la formol-t i t rat ion (4 liaisons rompues  pour  36,oo0 g). 


