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Nous  avons  mon t r4  p r 4 c 4 d e m m e n t  1 que  l ' ab la t ion  du  n o y a u  condui t ,  chez l ' amibe ,  g une  
acc416ration et  ~ une  in tens i f ica t ion  de l ' a t t a q u e  des  pro t4 ines :  leur u t i l i sa t ion  d4bute ,  dans  les 
f r a g m e n t s  anuc144s, d~s le 3e jou r  apr~s l 'op4ra t ion  (au lieu du  6e); elle a t t e in t ,  au  ioe  jour,  4 6 %  
cen t r e  I9 % s e u l e m e n t  d a n s  les f r a g m e n t s  nuc144s. 

Afin de rechercher  si l '41imination du n o y a u  en t r a ine  une  d ispar i t ion  s i lnul tan4e  de tou te s  les 
prot4 ines  ~ la m 6 m e  vi tesse,  l '4 tude  de la compos i t ion  e n z y m a t i q u e  des  deux  t ypes  de f r a g m e n t s  
a 4t6 ent repr ise  chez l ' amibe :  les r4su l t a t s  ob t enus  pa r  URBANI 2,3, dans  ce laboratoire ,  on t  mon t r4  
que  l ' ac t iv i t4  e n z y m a t i q u e  de la pro t6ase  et  celle de l ' a m y l a s e  ne  s ' a b a i s s e n t  pa s  sens ib l emen t  dans  
les f r a g m e n t s  anuc144s, mSme io jours  apr~s l '4nucl4at ion.  Pa r  centre ,  la d ipep t idase  voi t  son act iv i t6  
baisser  de moit i4 au  cours  des 3 jours  qui  s u i v e n t  l 'opdrat ion,  pour  demeure r  ensu i te  cons t an te .  

Des essais  u l t4r ieurs  ne  nous  on t  donn4 que  des r4su l t a t s  nSgat ifs  en  ce qui  concerne  la phos-  
phory lase ,  l ' hexokinase ,  la p h o s p h a t a s e  alcaline, l ' ad4nos ine  d4saminase  et  la guanase :  ces e n z y m e s  
s e n t  ab sen t s  ou ils se t r o u v e n t  en  q u a n t i t 4 s  t rop  faibles pou r  6tre dosables  chez l ' amibe .  

Pa r  cent re ,  nous  avons  pu  a j ou t e r  ~ la l iste des e n z y m e s  4tudi4s pa r  URBANI~, S l ' addnosine-  
t r i phospha t a se ,  la p h o s p h a t a s e  acide, l '4nolase 
et  l 'es t4rase.  Les  deux  premiers  on t  4t~ dosds pa r  A/~ 
des m 4 t h o d e s  d4r ivan t  de celle de I~RUGELIS4; 1.0 
l '4nolase a 4t6 suivie  pa r  une  u l t r a m i c r o - a d a p t a -  
t ion  de la m4 thode  de LOHMANN ET MEYERHOF 5 
et  l ' es t4rase  p a r  la t e chn i que  de GLICK s. 0.8 

L ' a d 4 n o s i n e t r i p h o s p h a t a s e  e t  l '4nolase se 
c o m p o r t e n t  c o m m e  la pro t4ase  et  l ' amy la se :  
leur  ac t iv i t4  n ' e s t  n u l l e m e n t  influenc4e pa r  l ' ab la-  
t ion du noyau .  Au  contra i re ,  l a p h o s p h a t a s e  acide 0.6 
et  l ' es t4rase  m a n i f e s t e n t  des c h a n g e m e n t s  spec ta-  
cula i res :  l ' ac t iv i t4  e n z y m a t i q u e  se m e t  rapide-  
m e n t  A baisser ,  dans  les f r a g m e n t s  anucM4s, et  0.4 
la chu t e  es t  si consid4rable  q u ' o n  ne  d4c~le p lus  
au  b o u t  de Io ~ 12 jours ,  que  20 ~ 3oO//o de 
l ' ac t iv i t4  initiale.  0.2 

La  figure I mont re ,  de fa~on sch4mat ique ,  
les c h a n g e m e n t s  que  subi t ,  au  cours  du t emps ,  
le r a p p o r t  A / N  en t r e  les ac t iv i t4s  e n z y m a t i q u e s  
des deux  t y p e s  de f r a g m e n t s ;  c o m m e  les moit i4s  
nuc144s (N) conse rven t ,  grosso mode ,  leur  act i -  
vi t4  e u z y m a t i q u e  in t ac t e  au  cours  du jefine, les 
courbes  t rac4es  repr4sen ten t ,  en  somme ,  le com-  
p o r t e m e n t  des f r a g m e n t s  anuc144s (A). 

I1 es t  done  d4sormais  h e r s  de dou te  que  
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Fig. I. A: amylase, prot4ase, ad4nosinetriphos- 
p h a t a s e  e t  4nolase;  B :  Dipep t idase ;  C: es t4rase  

e t  p h o s p h a t a s e  acide. 

diff~rentes prot~ines cytoplasmiques se trouvent plac6es & des degr~s tr~s indgaux sous le contr61e du 
noyau : cer ta ines  se m a i n t i e n n e n t  p a r f a i t e m e n t  dans  le cy t op l a sme  anuc144, d ' a u t r e s  en d i spa ra i s sen t  
p re sque  compl~ temen t .  

I1 es t  v ra i semblab le  que  le contr61e exerc6 pa r  le n o y a u  su r  les d ivers  e n z y m e s  d6pend  de leur  
localisation intracellulaire: l ' a m y l a s e  et  la pro t4ase  (HOLTER ET LOVTRUP ?, HOLTER I~T POLLOCK 8) 
se t r ouven t ,  chez l ' amibe ,  li4es /t de gros g ranu les  comparab l e s  a u x  mi tochondr ies ;  la d ipep t idase  
(HOLTER ET LOVTRUP 7) serai t ,  au  contraire ,  A t ' 4 t a t  diffus. L a  localisat ion,  chez l ' amibe ,  des  au t r e s  
e n z y m e s  4tudi4s demeure  i nconnue ;  ma i s  on ne  p e u t  m a n q u o r  d '6 t re  f rapp4 du  fa i t  que,  chez les 
Mammif&res,  l ' ad6nos ine t r i phospha t a se  se r encon t r e  en  a b o n d a n c e  dans  les mi tochondr i e s  
(SCHN1~IDER 9) t and i s  que  l ' es t6rase  (OMACHI et a/. 1°) et  la p h o s p h a t a s e  acide (NOVIKOFF et al. n ,  
STRAUS la) s e n t  accumuMes  dans  les mic rosomes  ou des  g ranu les  qui  leur  r e s semblen t .  

T o u t  se pas se  done  c o m m e  si les mi tochondr i e s  se t r o u v a i e n t  l a r g e m e n t  i n d 4 p e n d a n t e s  du  n o y a u  
en  ce qu i  concerne  leur  ac t iv i t4  e t  leur  m a i n t i e n ;  les microsomes ,  au  contra i re ,  se ra ien t  plac4s sous  
u n  contr61e nucl6aire  4troit .  U n e  telle conclus ion  cadre  p a r f a i t e m e n t  avec  les r4 su l t a t s  que  n o u s  
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avons obtenus  ant6r ieurement  en 6tudiant  la consommat ion  d 'oxyg6ne I e t  la teneur  en acide ribo- 
nucl6ique de f ragments  d 'amibes  (LINET ET BRACHETla). 

B I B L I O G R A P H I E  

1 j .  BRACHET, Nature, 168 (1951) 205- 
2 E. URBANI, Biochim. Biophys. Acta, 9 (1952) lO9. 
3 E. URBANI, Aych. Intern. Physiol., 60 (1952) 189. 

E. J. KRUGELIS, Compt. rend. tray. lab. Carlsberg, 27 (195 o) 273. 
5 K. LOHMANN ET O. MEYERHOF, Bioehem. Z., 273 (1934) 60. 
6 D. GLICK, Z. physiol. Chem., 223 (1934) 252. 
7 H. HOLTER ET S. LOVTRUP, Compt. rend. tray. lab. Carlsberg, 27 (1949) 27. 
8 H. HOLTER ET B. POLLOCK, Compt. rend. tray. lab. Carlsberg, 28 (1952) 221. 
9 W. C. SCHNEIDER, Cancer Research, 6 (1946) 685. 

10 A. OMACHI, C. P. BARNUM ET D. GLICK, Prec. Soc. exptl. Biol. Med., 67 (1948) 133. 
11 A. NOVIKOFF, E. POBDER, J. RYAN ET E. NeE, J. Histochem. Cytochem., i (1953) 27. 
13 W. STRAUS, J. Biol. Chem., 207 (1954) 745. 
is N. LINET ET J. BRACHET, Biochim. Biophys. Acta, 7 (1951) 607. 

ReQu le I2  mai  1954 

ACETYLATED SUDAN BLACK B AS A REAGENT FOR LIPIDS 

by 

W. G. BRUCE CASSELMAN* 

Cytological Laboratory, Department o] Zoology and Comparative Anatomy, 
University Museum, Ox[ord (England) 

Acetylated Sudan black B has been found useful for localizing lipids in spot  tests  or paper  
chromatograms.  I t  might  also find application in paper  electrophoresis. The acetylated derivative 
is more specific for lipids than  the parent  dye. I t  was introduced as a histochemical reagent  by  
LILLIE AND BURTNER 1 and has been fur ther  studied in this regard by  CASSELMAN 2. The acetylation 
of Sudan black B can be carried out  in pyridine using a large excess of acetic anhydride 1 bu t  con- 
siderable decomposition usually occurs. When  only an equivalent of acetic anhydride is used with 
diethyl ether  as the inert solvent S, decomposition is negligable and the product  colours lipids in- 
tensely 2. For  the  demonst ra t ion  of lipids in spot  tests 4 or on paper  chromatogramsS, 6, the acetylated 
Sudan black B m a y  be applied as a sa tura ted solution in 7 ° % ethanol or in ethylene or propylene 
glycol. Al though they  may  be less convenient to use because they are more viscous, the glycol 
solutions of the reagent offer certain advantages.  There is no risk of extract ing traces of lipids soluble 
in ethanol. Acetylated Sudan black B, like the parent  dye, is more stable in the glycols than  in 
ethanol.  Dye precipitation due to solvent evaporat ion practically does not  occur. 
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