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INTRODUCTION 

Les recherches qui ont ~t6 effectu6es, ~ la suite des travaux initiaux de CLAUDE 1 
et de BRACHET ET JEENER 2, par les tr6s nombreux chercheurs (CI-IANTRENNE 8, HOGEBOOM 
ET SCHNEIDER 4, MIRSKY et al. 5, DOUNCE s, DE DUVE ET BERTHET 7, etc.) qui ont 6tudi6 
la composition chimique des constituants cellulaires isolables par la centrifugation 
fractionn6e d'homog6nats, ont une tr~s grande importance en biochimie cellulaire. Ces 
recherches souffrent cependant, comme le montrent notamment la revue r6cente de 
DOUNCE s sur la composition enzymatique du noyau et celle de DE DUVE ET BERTI-YET 7 
sur les enzymes des granules cytoplasmiques (mitochondries et microsomes), de certaines 
objections: signalons notamment le risque d'une adsorption de certains enzymes 
solubles sur les constituants cellulaires au cours de leur isolement ou, au contraire, le 
danger d'une perte d'enzymes k ce mSme moment. En outre, la technique, si fructueuse 
k tant de points de vue, de l'analyse biochimique des constituants cellulaires isol6s par 
centrifugation diff6rentielle ne peut gu~re donner de renseignements sur un point 
fondamental de la biochimie cellulaire: la nature des interactions qui se produisent, 
dans la cellule vivante, entre ses divers constituants. 

Une analyse de ces interactions est cependant possible en ce qui concerne le r61e 
biochimique du noyau cellulaire: il suffit, pour atteindre ce but, de s'adresser ~ des 
organismes unicellulaires, de les couper en deux fragments et de comparer, au point 
de vue biochimique, le sort des moiti6s nuc166e et anuc166e. C'est ce que nous avons 
entrepris de faire chez un Protozoaire, Amoeba proteus, et chez une algue unicellulaire, 
AcetabuIaria mediterranea. Le pr6sent travail, qui est consacr6 presque uniquement £ 
l'amibe, a pour but de rassembler les donn6es que nous avons recueillies depuis 5 arts, 
et qui n 'ont fait encore l'objet que de communications pr~liminaires. Ces donn6es seront 
confront6es avec les r6sultats extrSmement int6ressants qui ont 6t6 obtenus entretemps 
dans un autre laboratoire anita6 des mSmes pr6occupations, celui de iVi.~ZlA. 

Nous ne pouvons songer ~ exposer ici toutes les hypothbses qui ont 6t6 6mises au 
sujet du r61e "g6n6ral" (par opposition au r61e "g6n6tique") que le noyau pourrait jouer 

Bibliographie p. 267/268. 



-°48 .I. I;R.XCHET \'(,L. 118 ( r 0 5 5 )  

daMs le m d t a b o l i s m e  c e l h l l a i r c :  n o u s  r e n v e r r o n s  d o n c  a u x  r e v u e s  d c n s e m M c  (M.xzl. \  ~, 

]]RACHET 9,10) q u i  o n t  dt( '  c o n s a c r d e s  r d c c m m e n t  ~ la  q u e s t i o n .  D i s o n s  s c u h , m c n t  q u e  

p a r m i  t o u t e s  les  h y p o t h b s v s  q u i  o n t  dt(, a v a n c d e s ,  5 s c u l e m c n t  m d r i t c n t  d e  r ( ' t c n i r  

l ' a t t e n t i o n :  ( , )  L e  n o y a u  s e r a i t  le c e n t r e  d e s  o x y d a t i o n s  c e l l u l a i r c s  (I,()F.1¢1). (2) l .e  

l l o y a l l  c o n s t i t u c r a i t  u n  l i e u  d e  s y n t h b s c  o n  d ' a c c u m u l a t i o n  d e s  e n z y m e s  (WILSONI2).  

(3) L a  s y n t h ~ ' s e  d e s  c o - e n z y m e s  n u c h : o t i d i q u c s  sc  f e r a i t  d a n s  lc n o v a u  (Bi~.\(HfC-r ~a, 

.M~RsI,:Y el al. 14, H o ( ; E ~ o o . ~  ~ ' r  .qCHNEII)ER~'5). (4) L e  n o y ' a u  s e r a i t  h '  sit'.gc p r i n c i p a l  ( I t  

la  s v n t h ~ , s c  d e s  p r o t 6 i n e s  ((~ASPF.RSSONI(i). (5) lA) l a o v a u  s c r v i r a i t  it a s s u r e r  lc r e m p l a c v -  

m e r i t  d e s  c o n s t i t u a n t s  c h i m i q u e s  u t i l i s b s  p a r  le c y t o p l a s m c  (M\Zl . \S) .  ( ' c s  h v p o t h b s e s ,  

a i n s i  q u c  l e s  n o m b r e u x  t r a v a u x  q u i  o n t  d td  e f f e c t u d s  s u r  la  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u c  c t  

e n z y m a t i q u e  d e s  n o y a u x  is(rids (c/. D()uN'cI~;~), n o u s  s c r v i r o n t  de  fiI c o n d u c t c u r  p o u r  ]a 

s u i t e  d e  ce  t r a v a i l .  

MATI~RIEL ET TECHNIQUES 

l .es  amibes  (Amoeba proleus) que  nous  avons  util isdes on t  dt6 raises a i m a b l e n m n t  fl not re  dis- 
pos i t ion  pa r  le Dr. H. ttOLTF~R et le I~rof. J. DANI~LLI, b~ qui  vont  nos plus  vifs remerc iements .  
Elles on t  dr6 cul t iv6es  sehm la t echn ique  de CHALKLEY 17, e n  pr4sence de grains  de riz et d ' une  popu-  
lat ion hdt4rog6ne de Cili6s, de Rotif6res, de Flagell6s et tie Bactdries.  Les  condi t ions  de la cul ture  
dif lhrent  doric de celles, p lus  rat ionel les  d 'ai l leurs,  qui  on t  6t6 raises r d c e m m e n t  au  po in t  daMs lc 
labora to i re  de 5][AZlA (JAMES TM, PRI~:SCOTT ET ~'IAZlA19). 

Les amibes  d ta ien t  raises "X jefln p e n d a n t  2 jours  duns  du l iquide de Chalkley a v a n t  d 'dtre  
coupdes en denx  an m o y e n  d ' u n  cheveu  de verre.  C o m m e  les f r a g m e n t s  anucld6s se rou len t  r a p i d e m e n t  
en boules  et qu ' i l s  son t  incapables  de se nourr ir ,  les amibes  opdrdes (. talent conservdes "a jefln daMs 
du Chalk ley  f r d q u e m m e n t  renouveld.  

Pou r  les e x a m e n s  cytochimiques, Its f r a g m e n t s  6 ta lent  gdndra lement  fixds au mdlange  alcool- 
formol-acdt ique de Serra et soumis  gt u n  double  enrobage  dans  l ' agar  et la parafl ine.  La ddtect ion 
de l 'acide r ibonucldique (ARM) a /'td effectude pa r  la t e chn ique  que nous  avons  ddcrite 2°, celle de 
l 'acide ddsoxyr ibonucl4 ique  (ADN) pa r  la rdact ion de Feulgen;  les mdthodes  tie HOTCHKISS et de 
BAUER ont  6t6 util is6es pour  la d6tect ion du glycogbne, la colorat ion au Soudan  selon J a c k s o n  (aprbs 
f ixation au formol) pour  celle des glyci, r ides;  la rdact ion de Millon et celle de l 'arginine,  d ' ap rbs  
Serra, on t  6t6 utilisdes pour  les protdines ;  les peroxydases ,  l ' i ndophdno loxydase  et la rdduct ion  du 
chlorure  de t r i ph6ny l t e t r azo l ium (TPTC) on t  6t6 dtudi~s par  les t e chn iques  classiques.  Tou te s  les 
m6thodes  cy toch imiques  employdes  son t  ddcrites dams l ' ouvrage  de GLlCK~L 

Les dosages qua~ztilati/s ont  dt6 effectuds pa r  les md thodes  raises an  poin t  par  HOI.TER ET 
I.INDI~RSTROM-LANG (el. GLICK21). Les mesures  de la col~sommatio~z d'oxygi~e Ollt dtd effectudes au 
moyen  des ludions  de LINDERSTROM-LANG ET MOLTER ; on s 'es t  servi, pour  les dosages  colorim6triques,  
soit d ' u n  microcolor im~tre  de KRUGELIS 22, soit  des microcellules d ' u n  Beckman .  Afin de simplifier 
les mesures ,  la t e n e u r  en protdines  a dtd ddtermin6e,  selon les conseils du I)r. HOI.TER, ell dosan t  
la l)'rosi~ze prdsen te  clans les amibes  pa r  la rdact ion de Folin. Le microdosage  tie I ' . \DN a dtd fait, 
au B e c k m a n ,  pa r  une  mi c roadap t a t i on  de la t echn ique  d'OGuR ET ROSEX °'a et celui du glyc(Nbne 
par  la m i c r o m 6 t h o d e  de BOETTIC, ER 24 h la d iphdny lamine .  

Les dosages  du phosphore (P labile en 7', P lib6r6 pa r  la myos ine  pour  la mesu re  de I 'ATI' ,  
ddtect ion de l 'ATPase ,  des p h o s p h a t a s e s  ucide et alcaline, de la phosphory la se  et de l 'hexokinase)  
ont  dr6 effectu6s selon les indica t ions  de KRUGELIS 2g. La prot6ase,  la dipept idase ,  l 'es t6rase et 
l ' amy la se  on t  6t6 dosds sehm HOLTER e r  [.OVTRUP 25 et selon LINDERSTROM-LANG ET HOL'rER (C/. 
GLICK'Zl). L '6nolase  a 6td est imde pa r  une  mi c roadap t a t i on  de la t e chn ique  de I.OHMANN ET MEYER- 
HOF26; q u a n t  aux  e n z y m e s  i n t e r v e n a n t  dans  le mdtab01isme des nucldot ides  (nucldosidephosphorylase ,  
guanase ,  ad6nos ineddsaminase) ,  ils on t  dt6 suivis  s p e c t r o p h o t o m b t r i q u e m e n t  au B e c k m a n  en rddu i san t  
f o r t emen t  les v o l u m e s  employds  clans les md thodes  raises au  poin t  pa r  KALCKAR 2T. 

C o m m e  nous  donnerons ,  it pr(,pos de chaque  dosage, des indicat ions  p lus  prdcises sur  les con- 
di t ions  expdr imen ta le s  (hombre  d ' ami bes  ou de f r a g m e n t s  utilisds, vo lumes  employds,  t emps  d ' incu-  
Imtion, t empdra tu re ,  etc.), nous  nous  br)rnerons g a jon te r  ici que les mesures  de la p6ndt ra t ion  du 
a2p on t  6td fai tes au  m o y e n  d ' un  c o m p t e u r  Tracer lab  et  que, pour  le dosage de I 'ATP, la md thode  
de STREHLER ET TOTTER '2s, basde sur  la p roduc t ion  tie lumigere en a j o u t a n t  tie I 'A'FP 5 un  ex t r a i t  
de Pholi*zus 15yralis, s ' es t  avdrde c o m m o d e  et iid~le. 
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RESULTATS EXPERIMENTAUX 

I. Observations cytochimiques 

L'utilit6 des observations cytochimiques r~side surtout dans le fait qu'elles sont 
les seules ~ d6montrer la tr~s grande h6t6rogfnfiit6 du mat6riel: chaque fragment 6volue, 
en effet, pour son propre compte au cours du temps. Cette remarque g6n6rale faite, 
passons rapidement en revue les principaux r6sultats obtenus. 

L'acide ddsoxyribonucldique, qui est localis6 strictement dans la partie centrale du 
noyau (l'endosome), ne nous retiendra gu~re: absent dans les fragments anuc166s, il ne 
semble pas subir de variations quantitatives importantes dans les moiti6s nuc166es, 
m6me quand elles sont soumises ~ un jefine prolong& Cette constatation cadre d'ailleurs 
fort bien avec tout ce qu'on sait au sujet de la grande stabilit6 de ce constituant du 
noyau. Ajoutons cependant que les noyaux des organismes qui ont ~t6 ing6r6s par les 
amibes donnent aussi une vive r6action de Feulgen; cette rfaction devient enti~rement 
n6gative en x-2 jours, dans les deux types de fragments; il faut en conclure que le 
cytoplasme de l'amibe doit contenir de la d6soxyribonncl6ase et que cet enzyme demeure 
actif, en l'absence du noyau, pendant r ou 2 jours au moins. 

Passons ~ I 'ARN qui, dans 
l'amibe intacte, se trouve en 
particuli~re abondanee dans 
les nucl6oles: on n'observe, 
en g6n6ral pas de diff6rences 
nettes entre les deux types 
de fragments peu apr~s la 
section. Mais, deu× ou trois 
jours apr~s l'6nucl6ation eer- 
tains fragments anue166s se 
colorent moins fortement 
l 'Unna que les autres. Petit 
petit, cette perte de la baso- 
philie atteint t o u s l e s  frag- 
ments anue166s et, d~s le tin- 
quinine jour apr~s l'op6ration, 
la difl6rence entre les moiti6s 
nue166es et les anue166es 
devient tr~s nette. Le con- 
traste entre les deux types de 
fragments s'accuse encore, une 
semaine apr~s l'6nucl6ation, 
et elle se maintient jusqu'& 
la fin de l'exp6rience (r2-I4 
jours apr~s la section). Les 
photographies I et 2 en ap- 
portent une d~monstration, en 
montrant la diminution de la 
colorabilit6 ~ l'Unna. L'6nu- 
cl6ation conduit donc ~ nne 
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Fig. I. Acide ribonucl6ique. F ragmen t  nuc166 ~t droite et  frag- 
men t  anuc166 ~t gauche (Unna) une semaine apr~s l 'op6ration. 
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Fig. 2. Acide ribonucldique. Mdme technique, l:ragmcnt 
nucldt} en haut et anuc166 en l)as. 

dimim~tio,  marq.m;c dc l~ teJte, r 
eu A R N  dtt cylo~blasmc; vile 
cor respond sans doute  h unc 
ddcroissanee du hombre  des 
microsomes on ;t role a l tdra t ion 
de ces par t iculcs .  An contraire ,  
la t eneur  en A R N  des f ragments  
nuc166s ne pa ra i t  pas  s ' aba isser  
sens ib lement  it la suite d 'un  
jefine prolong& 

F.n ce qui concerne les pro- 
tdines, la rdact ion de Millon est 
donn~e de fac,'on sensiblement  
homog6ne par  tou te  l ' amibe;  
au contra i re ,  celle de Serra  (ar- 
ginine) indique une teneur  plus 
6lev6e en cet acide amin6 dans  
le noyau  (nucl6oles et endosome) 
que dans  le cy top lasme ;  reals,  
dans  Pun et  l ' au t r e  cas, la 
s imple inspect ion  visuelle des 
coupes an microscope - - s a n s  
analyse  h i s topho tom6t r ique  - 
ne pe rme t  pas  de d6celer de 
modif icat ions notables  dans la 
teneur  en prot6ines,  it la suite 
de l ' ab l a t ion  du noyau.  

L ' (wolut ion du glycog&le 
et celle des graisses sont plus 
difficiles ~ suivre, parce que 

les amibes,  prises indiv iduel lement ,  ont  des teneurs  tr6s in6gales ('i1 substances  de 
r6serve;  en ce qui concerne le glycog~ne, qui a 6t6 6tudi~ de pr~Js pa r  diverses m( ' thodes 
cy toch imiques  (r6actions au lugol, de Bauer  et de Hotchkiss ,  contr61e it Famylase  
salivaire) ,  l ' examen  ne mon t re  pas  de differences net tes  entre  les f ragments  p rovenan t  
d ' amibes  coup6es depuis  r - 2  jours ;  mais,  au 4e jour, les f ragments  qui res tent  r iches 
en glycog6ne sont, en grande  major i t6 ,  d @ o u r v u s  de noyau.  ( 'e t  6tat  de choses devient  
encore plus appa ren t  pa r  la sui te :  au 9 e jour,  la p lupa r t  des f ragments  nucl6ds sont  
tr6s pauvres  en glyeog6ne, t andis  que les moiti6s a n u c l ~ e s  donnen t  toutes  une r6act ion 
intense.  L a  colora t ion  des graisses au Soudan fourni t  des indicat ions  identiques,  mais  
les examens  out  6t6 moins  pouss6s dans  ce cas. On peu t  donc conclure que l'attaque 
du glycog~ne at, probablement, celle des graisses sont sensiblemeut dimiuudes au bout de 
quelques jours, darts le cytoplasme anucldd (Fig. 3 et 4). 

Passons aux ph6nolases ( indoph6noloxydase,  peroxydase)  et ~ la r6duct ion du 
TPTC (qui est d 'a i l leurs  lente et faible):  les m6thodes  utilis6es n 'on t  pas  montr6  de 
diffdrences sensibles entre  les deux types  de fragments ,  m4me aprbs I2 jours.  Tout  au 
plus observe- t -on,  dans  le cas de la peroxydase ,  la pr6sence en plus g rand  nombre  de 
boules volumineuses,  eolordes en bleu, dans  les f ragments  nue166s que dans  les autres .  
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VOL. 18 (i955) INTERACTIONS BIOCHIMIQUES ENTRE NOYAU ET CYTOPLASME I 25I 

Ces boules s 'observent  aussi apr~s 

colorat ion vi ta le  au rouge neutre,  au 

bleu de toluidine ou au bleu de er6syle 

br i l lant ;  il ne s 'agit ,  semble-t-il ,  que 

de vacuoles  off s ' accumulent  les colo- 

rants  qui subissent un virage m6ta-  

chromat ique .  C'est sans doute  ~ cause 
de l 'exis tence de ces vacuoles que les 

f ragments  anuc166s pr6sentent  tou- 

jours un aspect  plus homog~ne du 

ey toplasme que les noyaux  des moiti6s 

nuc166es, apr~s colorat ion & l 'Unna  

ou au Serra. 

Les examens cytoehimiques  con- 

duisent  done aux principales conclu- 

sions su ivantes :  l ' abla t ion du noyau 

cause une d iminut ion  de la teneur  en 

acide ribonucl~ique du cytoplasme et 

une restr ict ion dans l 'u t i l isat ion des 

r6serves glucidiques et l ipidiques. Les 

prot6ines et les enzymes respiratoires 

ne paraissent,  par contre, gu~re af- 

fect6s. Voyons main tenan t  si ces con- 
Fig. 3- Glycog~ne. Fragment nuc166 5~ droite et frag- 

ment anuc166 A gauche (Hotchkiss) 
Une semaine apr~s l'op6ration. 

Bibliographic p. 267[268. 

clusions se voient  confirm6es 

par  les mesures quant i ta t ives .  

2. Mesures  quantitatives 

a. Volume des fragments. Le 
volume a 6t6 mesur6 en faisant 
passer les amibes ou les fragments 
d'amibes dans un capillaire (6o/~ 
de diam~tre) et en d6terminant 
lenr longueur. Dans le tableau 
ci-dessous et les suivants, N = 
fragments nuc166s, A = fragments 
anuc166s. Les valeurs donn6es sont 
des moyennes et le nombre des 
mesures est indiqu6 (au Tableau I) 
entre parentheses. 

On voi t  (Fig. 5) que l 'op6- 
ra t ion  a pour eons6quence une 
augmenta t ion  momentan6e  du 

Fig. 4. Glyc6rides. Fragment nu- 
c166 /~ droite et fragment anuc166 

gauche (Soudan) Une semaine 
apr~s l'op6ration. 
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Jours apr,;s l'?mecl&ti,n z : 

T , X B I , E . \ I "  I 

VOLUMI~2 E N  IO 3 HI 

,' ] 

~. A m i b e s  e n t i 6 r e s  2.32 

(oo1 
2. .N i . i  3 1.34 1.42 1.33 

(q) (S3) (~o7) (SS) 
3- -\ o ot~ o - 7 9  0 .73  o-78  

(I 7 ) (So) ( i o  7) (44) 
4. N / A  1.2 i 1.63 1.93 I.(i7 

1.27 1.25 l . -  5 
(~i2) 1321 (25 ) 
o. 7 I o.t)() II.(.S 

(42 ) (5 t~) (34) 
1 . 8 I  1 .,~t) I . S  3 

2.0 

15 

volume des fragments ntlcl('ds; dans le cas des fragments anucldds, on assiste, au 

/ I  

$.G 

I ; I I 1 
2 4 5 8 jours 

F i g .  5. V o l u m e  ( r a p p o r t  N / A  en f o n c t i o n  
d u  t e m p s ) .  

contraire, it une diminution d ' abord  rapide, puis 
plus lente du vohlme. Cette diffdrence de con> 
portement entre les deux types de fragments  
est sans doute la consdquence de variations 
dans le deg% d'hvdratation des fragments:  lnle 
telle explication rend compte de l 'aspect t~lus 
homog~'ne des fragments anucldds snr coupes. 

Passons maintenant  aux dosages de la tyro> 
sine, qui nous servira d' indice pour la teneur 
en prot6ines. 

b. 7"eneur en  / )rob!inca ( t y r o s i n e ) .  T e c h n i q u e .  5 ° 5. 
2oo a m i b e s  s o n t  t r a i t d e s  p a r  S/ ,1 N a O H  N / i o  et  37 /11 
de  " S o d a "  (4 g N a 2 C O a  : Io m g  ( ; u S ( ) ,  4 ° m g  
t a r ( r a t e  de  N a  d a n s  lOO m l  H,~(). A j o u t e r  o. 3 ml  HCI N 
it 5 ml  d e  c e t t e  s o l u t i o n ) .  O n  a j o u t e  8 /tl de  r d a c t i f  d e  

F o l i n .  A p r 6 s  2o m i n u t e s ,  l e c t u r e  a u  m i c r o c o l o r i m t ~ t r e  (le KRUGEL1S 22. 

T A B 1 A ' ; \ I "  i [  

T E N E U R  E X  T Y R O S 1 N E  EN ) ' / I O O  F R A G M E N T S  

Jours apr~s l'op&ativn I ¢ 5 7 !/ r l 

N 0 .27  o . 2 9  o.2() o .27  0 .23  o .23  
_\ (3.23 o .22  o.I  4 ().15 o. t2 o . i 2 5  
N / : \  1.12 1.32 1.85 t . 77  I.()O l.S 7 

Les rdsultats des dosages, fairs en double au cours de 2 exp&iences inddpendantes, 
son( consign6s au Tableau If et sur le Fig. 6. 

I1 est ~ remarquer que le rapport N/A initial (I.I2) est voisin de celui qu'on trouve 
pour le volume immddiatement aprt's l'opdration : il faut s'attendre k trouver un rapport 
N/A de l'ordre de i . z - r .2 ,  chaque lois que la substance "~ doser n'est pas accumul('e 
dans le noyau. Notons  aussi que les fragments nucldds ne perdent gut~re de protdines 
h la suite du jefine (I5% seulement); l'utilisation des protdines est d'ailleurs tardive 
dans ces fragments, puisqu'elle ne ddbute qu'apff, s une semaine; an contraire, les 
fragments anucl~6s ne conservent intactes leurs prot(dnes que pendant 3 4 jours: entre 
le 3e et le 5e ~our, une /orte "autophagie" se produit  et on voit la teneur en pro(dines tomber 

de pros de 5 ° % entre le 3 e el le 9 e jour. 

Bib l iogra lbh ie  15. 2 6 7 / 2 0 &  
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Comparons main tenan t  aux prot6ines une substance de r6serve typique,  le 
glycog~ne. 

c. Glycog~ne. Technique:  ioo fragments  sont  hydrolys6s pendant  3 ° minutes  dans 3 ° %1 de K O H  
3o% 5̀  ioo°;  pr6cipitation par  3 ° t*l H~O + ioo ml d'alcool absolu: i min 5̀  IOO °, 2 h 5. 3 °. Centrifu- 
gation de 15 min 5̀  4,ooo t /min.  Evapora t ion  du culot, qu 'on  redissout  dans 2o ml H20. Chauffer 
4 ° min 5̀  IOO ° avec 5 ° /z l  de r6actif 5̀  la diph6nylamine 2a. Lecture au microcolorim~tre. 

Dans ce cas encore, les valeurs qui sont consignfies au Tableau I I I  et sur le Fig. 6 
proviennent  de 2 expdriences ind@endantes,  effeetu6es en double. 

T A B L E A U  I I I  

TENEUR EN GLYCOG~NE EN ~/ IOO FRAGMENTS 

Jours apros l'opdration o • 3 6 8 •o 

IOO amibes enti~res a 4.3 . . . . .  
(5 mesures) 

N 2.20 1.4o 1.3o 1.2o i . io  
A 1.85 1.35 1-45 1-4o 1.4° 
N/A 1.19 0.97 0.89 0.89 0.78 

Les chiffres montrent  que, conform6ment aux observations cytochimiques, le 
glycog~ne est distribu6 dgalement dans les deux types de fragments (rapport N/A de 
1.13) : il se produit ,  t an t  dans les moiti6s anuc166es que dans les autres, une glycog6nolyse 
importante  au cours des 3 premiers jours. Mais, ~ ce moment ,  l 'utilisation du glycog~ne 
cesse dans les fragments anucl~ds. Si on compare ces donn6es ~t celles qui ont 6t6 obtenues 
dans le cas de la tyrosine (c/. Tableau I), on voit  que la disparition du noyau a pour 
consdquenee de provoquer une utilisa- N/A 
tion hdtive et excessive des prot~ines 
au moment o¢~ la glycog~nolyse s' arr~te ; 3.5 
l ' a t taque  du glycog~ne cytoplasmi- 
que se t rouve donc sous le contr61e 
du noyau : mais ce contr61e n 'est  pas 3.0 
imm6diat  et son interrupt ion ne 
manifeste ses effets qu'apr~s un 
temps de latence de 3 jours environ. 2.5 

d. A R N .  Technique: 200 amibes ou 
30o 5, 400 fragments  sont  extrai ts  avec 
I5O-2OOt,1 ClOtH 2 % pendant  20 minutes.  ,9. 0 
Le r6sidu est extrai t  24 h 5̀  3 ° avec 
15o-2oo #1 C104H lO%. Mesure de l 'ab- 
sorpt ion du surnagean t  au Beckman (mi- 
crocuves). 1.5 

Comme le montrent  le Tableau 
IV et la Fig. 6, les dosages confir- 
ment  l ' impression recueillie lors des I.c 

• observations cytochimiques:  l '6nu- 
cl6ation conduit  ~t une diminution 
rapide de I 'ARN cytoplasmique qui, 
comme nous nous en sommes assur~ 
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Fig. 6. ARN, tyrosine et glycog~ne (rapport  N/A eu 
fonction du temps).  



254 j .  BRACHF.T V()I.. ] 8  (I()55) 

par des exp6riences de centr i fugat ion fractionnde sur des homo~(nats  d 'amibes,  vst 
p l ine ipMement  loealis6 dans ]es mierosomes. 

"I'AB[.EA I r IV 

ARN EN "//'0o FRAGS~:XTS (moyennes de 4 exp6riences) 

J o u r s  apr~;s 
l" dnuch;ation ~ ~ 6 ,'; ~ ,, ~ : 

N o.O2 o.() 3 0.58 0.56 0.54 o.0I o.t~2 
:\ 0.44 0.44 o.30 0.29 0.23 o. 19 o.~8 
X/A ~.41 ~-43 1.6t ~.93 2.35 3 .2~ 3.4: 

On notera,  avec int&Ot, la valeur  61ev6e (I.4I ?t 1.43 ) du rapport  ini t ial :  elle r6fl~te 
eer ta inement  la richesse exceptionnelle en ARN des nuel6oles. On voit  aussi que si les 
f ragments  nuc166s pa rv iennen t  5. ma in t en i r  leur teneur  en A R N  "X un  niveau sensiblement  
normal  au cours du jefine, une chute progressive et massive (qui a t te in t  pr6s de 6o%) 
de I 'ARN se produi t  dans les moiti6s anucl6~es. I1 faut en eonclure que Ie noyau exerce 
un contrdle important sur le maintien, dans le cytoplasme, des granules riches en ,4 RN,  
c'est-&dire des microsomes. 

Des r6sultats analogues, qui confirment  ceux que nous avions publi~s dans une note  
prfiliminaire (LINET ET BRACHEa29), ont  6t~. publi6s r~eemment par  JAMESIS; toutefois, 
selon cet auteur ,  la t eneur  en ARN des amibes entiOres soumises au jefine s 'abaisserai t  
presque dans la m~me proport ion que celle des fragments  anucl~6s. Comme cette obser- 
va t ion  de JAMES a8 se t rouve en contradic t ion avec les trbs nombreux  examens cyto- 
chimiques que nous avons effectu6s sur des amibes entibxes h jefin, nous avons repris 
la quest ion en effectuant 3 s&ies i nd@endan te s  de dosages de I 'ARN (en double ou 
en triple) sur des amibes intaetes  raises k jefln. En  voici les r6sultats (Tableau V): 

TABLEAU V 

ARN EN V/IO0 AMIBES 

J o u r s  de ]edne  ~, * ? 5 8 ~ ~ i 

o.~S 0.58 0.53 o.5I 0.53 0.53 0.54 

Comme on le voit, £ par t  une d iminu t ion  init iale qui correspond cer ta inement  h la 
digestion des proies ing6r6es par  les amibes (qui avaient  6t6 a b o n d a m m e n t  nourries juste 
avan t  de commencer  les exp&ienees), nous ne re t rouvons pas la chute de I 'ARN, au 
cours du jefine, qui a 6t6 signal~e par  JAMES ls. Les raisons de ce d6saecord t i ennen t  
eer ta inement  aux condit ions diff6rentes de cul ture adopt~es dans les deux laboratoires:  
en effet, quelques dosages effectu6s sur des amibes main tenues  h jefin dans des cris- 
tallisoirs 5~ fond d 'agar  ont permis de re t rouver  les r6sultats  de JAm,csla; dans ce cas, 
les amibes 6taient devenues trOs peti tes et on s 'explique ais6ment d~s lors qu'elles aient 
subi une forte perte  en acide ribonuek}ique. Remarquons  encore que si on t ient  compte 
du fait que les amibes op~r~es (c/. Tableau IV) avaient  6t6 soumises "2 un  jefine de 2 jours 
avan t  d 'e t re  couples en deux, les r6sultats obtenus  dans les deux exp6riences (Tableaux 
IV et V) concordent  parfa i tement .  

Bibliographic p. 267/26S. 
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Passons maintenant au m6tabolisme(oxydations et phosphorylations) des fragments 
d'amibes. 

e. Consommation d'oxyg~ne. Les effets de l'6nucl6ation sur la consommation d'oxy- 
g~ne de A. proteus ont ~t~ 6tudi~s, bien avant nous, par CLARK3°: enlevant le noyau 
au micromanipulateur et mesurant la consornlnation d'oxyg~ne au moyen d'un micro- 
respirom~tre tr~s sensible, mais probablement sujet ~ de nombreuses causes d'erreurs, 
CLARK 3° est arriv6 ~t la conclusion que l'6nucl6ation abaisse fortement et rapidement 
le taux de la respiration: en particulier, les oxydations cellulaires sensibles au cyanure 
seraient tr~s vite inhib6es en l'absence du noyau. Comme il est, ~ l'heure actuelle, bien 
6tabli que le cytochromoxydase est un constituant des mitochondries et non du noyau 
(c/. les revues de DE DUVE ET BERTHET 7 et de DOtlNCE6), il ~tait particuli~rement im- 
portant de v6rifier l 'exactitude des dires de CLARK 30. 

Technique .  Lud ions  cyl indr iques  de LINDERSTROM-LANG ET H O L T E R  21. Volume  to ta l  de io 
15 #1. Amibes  ou f r agmen t s  d ' amibes ,  au fond du ludion,  dans  1.13/~1 de Chalkley.  N a O H  N 1.13/zl. 
Paraff ine l iquide 1.13/zl. " M o u t h  seal"  2.26/,1. T ° 22°8 ~ o.oi  °. Lec tu res  d ' heu re  en heure  p e n d a n t  
4-5  h. Contr61e sous  le microscope g chaque  lecture de l '6 ta t  des amibes .  

Une premiere s6rie d'exp6riences, effectu6es sur des amibes intactes, ~ montr6 que 
la consommation d'oxyg~ne par amibe et par heure est d'environ 0.29. lO -3 ~l/heure 
(moyenne de I5 mesures, ofil le nombre des amibes par ludion variait de IO ~ 30). Ce 
chiffre est 4 fois inf6rieur ~ celui donn~ par CLARK 30 (1.2" r0 -3/~l/amibe/h). 

Les mesures qui ont ~t6 effectu6es sur des fragments (60 par ludion en g6n6ral) 
ont donn6 les r6sultats qui sont consign6s au Tableau VI et sur le Fig. 7. Les chiffres 
du Tableau VI repr6sentent la moyenne de 6 mesures individuelles au moins. 

T A B L E A U  VI 

CONSOMMATION D'OXYG~NE EN IO -3 ]A1/FRAGMENT/HEURE 

Jours ap~rs 
l'opdration I 3 5 7 to 

N o.188 0.234 o.185 o.186 O.lO9 
A o.137 o.153 o.138 o.14o o.o66 
N/A 1.37 1.53 1.35 1.33 1.65 

N + A 0.325 0.387 0.323 0.326 o.175 

L'inspection de ce tableau et de 
la Fig. 7 suffisent & montrer que, con- 
trairement & ce que croyait CLARK 30, 
l'ablation du noyau n'exerce aucune in- 
fluence sensible sur le taux des oxyda- 
tions cellulaires pendant au moins 
semaine; il faut en conclure que les 
mitochondries, dont on sait qu'elles 
eontiennent de la cytochromoxydase 
chez un myxomyc~te voisin des amibes 
(HOLTER ET POI_LOCK31), sont large- 
ment ind6pendantes du noyau en ce 
qui concerne leur maintien et leur 
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fonctionnement. 

Fig. 7- C o n s o m m a t i o n  d 'oxyg~ne  ( rappor t  N /A  en 
fonct ion  du temps) .  

On notera cependant que le 
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rappor t  ini t ial  N/A (r.37) est plus dlevd qu 'on n ' aura i t  p u l e  tm:voir si h. novan  m' 
jouai t  allctln rdle dans let oxvdat ions celhflaires. Remarquons  atlssi ~lUC la respirat ion 
des deux moi t i& addit ionn&'s tend "~ C, tre supdrieure :'t eelle des amibes cnti,"res: ct 
ddsaccord entre les chiffres obtenus  pour les fragments et celui obscrv(, dans ]c cas des 
amibes intactes (o.2(p Io a ttl) est sur tout  marqud 3 jours aprbs l'op(,r~tion : h cc moment  
les oxydat ions des fragments  (surtout celles des fragments  nuel(,(,s) semblent  ne t tement  
accrues. Peut-6tre faut-il  ral~procher ce fait de l ' augmenta t iou  de volume qui sc produit  
~t ce moment  dans los fragnlents nncld6s (c/. phls haut).  On remarquera,  on outre, que 
la consommat ion d 'oxygbne des deux types de fragments d iminm'  ne t tement  at)r6s 
xo jours: "t co moment ,  ce sont les fragments  anucld6s qui sont h's ]flus a t te in ts  ct il 
est t)robable qu ' i l  se produit  alors des altdrations dans le fonct ionnemcnt  (h- h,ulTs 
mitochondries.  La d iminut ion  de la respirat ion des fragments nueh',('s, ~t la suite d 'un  
jeflne prolong(,, cadre d 'ai l lenrs  avec les observat ions que t-JoLTER l.:T ZEU'Im'N a~ ont 
faites sur Chaos chaos. 

Passons m a i n t e n a n t  au mdtabolisme phosphor(  des fragments  d 'amibes.  
f. t)&z~;tratio,~ d~ phosphate raclioacti/ (a2p). On doit it MAztA ICI HIRSHFIF.IA) aa la 

ddcouverte d ' u n  fait impor tan t :  c'est que, tr6s rap idement  aprbs l 'dnucl( 'ation, la pond- 
t ra t ion du phost)hate radioactif  est cons idfrablement  diminude dans les fragments  
anucl~6s. Comme ce changement  est le seul connu qui se produit  en quelques heures, 
notre ancienne collaboratrice D. TlffOMASON a repris et dtendu les observat ions de MAzI.\ 
E T  HIRSHFIELD ha, en suivant  exactement  la technique des auteurs  amdricains. 

Les expdriences, qui souffraient malheureusement  une grande variabili t& ont donnd 
les rdsultats qui sont consign& dans le Tableau VII, off les chiffres entre parenth6ses 
ind iquen t  le hombre des expdriences. 

I:\BLICA U VII 
VALEURS MOYENNES 1)1'2 L \  RAI)IOAC'I'IVITI~2 (c. I l l i l l / t / rnibe ou  f r a g n l e n t )  

I. Amibes entibres traitdcs -'4 h par a2p: 17.3 (5o)" 
2. Amibes entibres traitdes - 4 h par a'ap, puis coupdes en deux: 

N :  24.{ ) (11):  \ 1  17.1 ( l l ) ;  N / , \ :  1.40. 
3. F r a g n l e n t s  t r a i t d s  2 4 h p a r  a2p. 

.]ours ~l/5r~;a 
l ' d n u c l d a / l ( m  o (2 ~ lip ; 6 9 

N I 1.3(()) 17 .4{4)  77.5(4)* I2.2{()) 
A -t. s (7/ -,.8 (4) ".5 (4) _'.2 (41 
N/A 2.35 0.-' 3 1.o 5.5 

* Chiitre sans doute trop dlevd, i~ la suite (Fune contamination bactdrienne ou de lavages ill- 
suffisants. 

L'inspection de ce tableau et celle de la Fig. 6 confirment enti[Jrement les r~sultats 
de MAzI~ F,T HIRSHFIELI)aa: on voit, en effet, que dans les amibes traitdes au a2p, puis 
coup&~s en deux, il ne se produit pas d'accumulation massive de l'isotope dans le 
fragment nucl~d: le rapport N/A de 1.46, est du m~me ordre de grandeur que celui 
que nous avons ddjll trouv6 pour I'ARN (I.4r). Au contraire, si ce sont des fragments 
qui sont plac6s dans le phosphate radioactif, la p6n~tration du a2p cst fortement inhibde 
dans la moiti(~ anucl6de, d(ej't quelques henres aprbs l'enlt'vement du noyau. Au bout 
de quelques jours, la difffirence de comportement entre les deux fragments s'accentue 
encore fortement, puisque le rapport N/A passe de 2.35 k 5.5-6. 
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Le m6canisme de la p6nftration du 32p & l'int6rieur de l 'amibe n'est pas connu; 
mais, par  analogie avec d 'autres cellules (c/. la revue r6cente de ROTHSTEIN34), on peut 
pr6sumer qu'il s 'agit d 'un ph6nom~ne actif, impliquant des r6actions enzymatiques au 
niveau de la membrane. Celle-ci doit d'ailleurs subir des modifications k la suite de 
l 'enl~vement du noyau, si on en juge par l 'arr4t de la locomotion et par les variations 
de volume qui se produisent peu apr~s. Ce sont ces consid6rations, jointes aux obser- 
vations que nous avons faites sur la respiration des fragments d'amibes, qui nous ont 
amen6 & nous demander is si l 'ablation du noyau ne causerait pas une interruption du 
couplage normal entre les oxydations et les phosphorylations. Le noyau interviendrait 
dans ce couplage par  la production de co-enzymes et son enl6vement conduirait & une 
situation comparable & celle que provoque le dinitroph6nol (augmentation des oxy- 
dations et arr4t de la p6n6tration du 32p). C'est afin d '@rouver  la valeur de cette 
hypoth~se que nous avons abord~ l'6tude de la teneur en ATP des amibes, tant  en 
a6robiose qu'en ana6robiose. 

g. La tenaur en A T P  des/ragments d'amibes. Si l'enl~vement du noyau provoquait, 
comme le dinitroph6nol, une interruption du couplage entre les oxydations et les 
phosphorylations, on devrait s 'attendre k observer une chute rapide de la teneur en 
ATP des fragments anuc166s, sans changements appr6eiables des moiti6s nue166es. 
L 'examen du Tableau V I I I  suffit & montrer  que cette pr6diction ne se v6rifie pas. 

T e c h n i q u e :  2o0 f ragments  sont cytolys6s par  le froid et extrai ts  avec un volume connu d'acide 
trichlorac6tique ~. l o % .  Centrifugation. io/~1 d 'extra i t  sont  additionn6s de IO/~1 de H2SO 4 2 N. 
Chauttage pendant  7 minutes  ~ lOO% Dosages en triple du P inorganique lib4r6 et du P inorganique 
initial, selon KRUGELIS 22. 

T A B L E A U  V I I I  

ATP EN y DE P 7'  PAR IOO FRAGMENTS (moyennes de 3 exp6riences ind6pendantes) 

Jours apr~s 
l ' dnucldation I 31 6 9 i2 

N O.OLO 7 o.oo98 O.OLO 4 o.Oll 5 o.oo85 
A o.oo93 o.oo88 o.oo97 o.oo85 o,oo7o 
N/A 1.14 1.12 1.o 7 1.35 1.21 

A titre de confirmation le P lib6r6 par de l 'ATPase du muscle a 6t6 dos6 au cours 
de quelques essais: cette seconde mfthode a donn6 les mfmes  r6sultats que la pr6e6dente 
(Tableau IX), puisque l 'enzyme ne lib6re que Pun des P de I'ATP. 

T A B L E A U  I X  

P LIB~R]~ PAR L'ATPAsE DU MUSCLE (~/IOO fragments) 

Jours apr~s 
l'dnucldation 3 7 Ix  

N 0.0055 0.0060 0.0063 
A 0.0050 0.0051 0.0050 
N/A i . i o  1.17 1.26 

La publication d'une nouve]le m6thode, rapide et sp6cifique, de dosage de I'ATP, 
bas6e sur la stimulation de la luminescence d 'un extrait de lucioles (STREHLER ET 

B i b l i o g r a p h i c  p .  2 6 7 / 2 6 8 .  
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TOTTER28), nous a incit6 "t reprendre ces expdriences, avec l 'aide du l)r. M. ERRI';R \, 
qui a mis au point  l 'appareillage de mesure. 

Tecknique:  2oo f ragments  sont  plac('s dans 75 F 1 de milieu (CHALKLEY 17) qtl't)ll porte rapidemcnt  
I'('bullition. Dosages en double sur  3 ° / / l  sehm STREHLER ET TOTTER 2s, 

On trouvera ci-dessous les rdsultats moyens de ces expdriences, au nombre de 6 
pour  les fragments de I jour, de 3 pour  ceux de 4 J. et de 2 pour ceux de q j. {Tableau X). 

TA HLEAU X 

A T P  EN ~,/200 FRAGMENTS 

J(;urs apr~s 
1 'op~ration 1 4 '* 

N 0.057 0.07(; o.o51 
A 0.058 0.069 0.0525 
X / A  0.99 I.I  t 0.97 

Si on calcule en ATP les r6sultats qui sont consign6s aux Tableaux V I I I  et I X  et 
si on les rapporte ~ 200 fragments, de fagon ~ pouvoir  les comparer  aux donn6es du 
Tableau X, on obtient des valeurs de l 'ordre de o.I  5 7 d 'ATP/2oo fragments;  ces valeurs 
sont de z ~t 3 fois sup6rieures ~ celles que donne la m6thode de STREHLER ET TOTTER 28. 
Cette diff6renee tient sans doute ~t la pr6sence de quantit6s importantes  de m(,ta- 
phosphate  dans les amibes:  celles-ci contiennent,  en effet, de nombreux granules 
m6taehromatiques  et on salt (KIAME 35) que les m6taphosphates,  qui sont largement 
r6pandus chez les microorganismes, donnent  une forte r6action m6tachromatique.  

Quoiqu'il  en soit, u n f a i t  ina t tendu ressort de l 'examen du Tableau X:  pour  la 
premiere fois, nous t rouvons une teneur 6gale en une substance dans les deux fragments. 
Or, comme nous l 'avons d6j~ vu, le rapport  N/A "normal"  (volume, teneur en prot6ines) 
est de I . I - 1 . 2 ;  le rapport  N/A voisin de I, que nous t rouvons dans le eas de I 'ATP, 
signifie donc que les /ragments anucl~ds sont relativemen, t plus riches en A T P  que los 
moiti~s nuclides. I1 se produit  donc une accumulation d'A TP, en raison sans doute d'une 
utilisation impar/aite de cette substance en l'absence du noyau; cette accumulation, 
notons-le, est pr6coce, puisqu'elle se manifeste d~s le Ier  jour apr6s l 'op6ration. 

I1 nous parai t  plausible que cet enrichissement relatif en ATP des fragments 
anue166s soit lib aux troubles de la locomotion qui suivent l '~nucl6ation: comme l 'a 
mont% KRISZAT s6 et comme nous avons pu le v6rifier, l 'addit ion "t des amibes (ou "a des 
fragments nuc166s) de faibles quantit6s d 'ATP  (0.0005 M) leur fait rapidement  prendre 
la forme sph6rique caract6ristique des moiti6s anucld6s. 

Voyons maintenant  ce qui se passe, toujours en ce qui concerne I 'ATP, lorsque des 
fragments d 'amibes sont soumis ~ des conditions ana6robiques ou ~ Faction d ' inhibiteurs 
du m6tabolisme. 

h. Effets de l'ana~robiose et de quelques inhibiteurs du mdtabolisme sur la teneur en 
A T P  des /ragments. Nous avons vu plus haut  que, dans les fragments anuc166s, les 
oxydat ions se maintiennent  pendant  longtemps k leur taux normal, bien que l ' a t taque 
des r6serves glucidiques y soit rapidement  d6ficiente. On peut  dbs lors s 'a t tendre  "S voir 
les moiti6s anue166es pr6senter une moindre capaci% de maintien de leur teneur en ATP 
au niveau normal  en l 'absence d 'a i r :  si la glycolyse ana6robique est d6ficiente aussi, 
il est "k pr6voir que les fragments anucl6~s n 'auront  qu 'une capacit~ limit6e de production 
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ana6robique de I'ATP. Les r6sultats ci-dessous (Tableau XI) montrent  qu'il en est bien 
ainsi. 

Techn ique :  les f ragments  sont  plac6s en ana6robiose en les plongeant  darts le m61ange glucos- 
oxydase-glucose-catalase de BENI~SCH ]~T BENESCH 3~ (Chalkley contenant  0. 3 % de glucose, glucos- 
oxydase selon B~NESCH ET ]3ENESCH3~). Les amibes se conlportent,  dans ce milieu, exactement  comme 
si elles avaient  6t6 plac6es dans de l 'azote purifl6 (KITCmNG~S). Dur6e de l 'ana6robiose: 16 h. Dosage 
de I 'ATP selon STREHLER ET TOTTER ~8. 

T A B L E A U  X I  

TE~!EUR EN ATP V/2oo FRAGMENTS 

Jours apr~s N adrob. N anadrob. A adrob. A anadrob. 
l 'dnucldation 

Perte e~ 
anadrob. (%) 

N A 

I o,o57 0.047 0.058 o.o18 18 69 
4-9 0.063 o.o33 o.o61 o.ol 9 48 69 

On voit (Fig. 8) que les fragments nuc166s, s'ils n 'ont  pas 6t6 soumis ~ un jefine 
prolong6, maintiennent, en ana6robiose, leur taux d 'ATP ~ un niveau presque normal; 
lorsque ces fragments ont 6t6 laiss6s ~t jefin pendant quel- 
ques jours, de telle sorte que leur capacit6 d'utiliser leurs ~ ao6 
r6serves glucidiques ait diminu6 (c/. plus haut), l 'ana6robiose ,~ " ~ - ' - - - ,  N . . . . . . . . .  N 
provoque une chute beaucoup plus marquee de leur teneur - ~  ----~ 
en ATP. Mais, dans le cas des fragments anuc166s, cette ~ o.o4 
chute devient un v~ritable effondrement : l'ablation du noyau 
a donc pour consequence rapide une diminution massive de la ~ o.o2 
capacit~ de maintenir, en ana~robiose, I 'ATP sous sa [orme 
phosphoryl~e. 

Mentionnons encore une s6rie d'exp6riences, coh6rentes ~ ' 16 heures 

mais moins satisfaisantes au point de rue  technique parce que Fig. 8. Chute ana6robique 
les poisons utilis6s n6cessitent l 'introduction de corrections de la teneur en ATP des 
quand on emploie la m6thode de STREHLER ET TOTTER ~, sur fragments Net A (fragments 

de I j.). 
les effets de l'acide monoiodac6tique (MIA) xo -3 M, le NaF 
Io  -2 M e t  le dinitroph6nol (DNP) Io -4 M sur la teneur en ATP des fragments d'amibes 
(Tableau XlI). L'action des divers inhibiteurs durait une quinzaine d'heures et les 
fragments (de I k 3 jours) ne pr6sentaient, ~ ce moment,  que rarement de la cytolyse. 

I1 est probable que l'acide mono-iodac~tique ne p6n~tre pas dans les amibes, ce 
qui expliquerait son inefficacit6; quant au fluorure et au dinitroph6nol, ils conduisent 
au m~me effet que l'ana6robiose: en pr6sence de ces inhibiteurs, la teneur en ATP des 
fragments anuc166s s'abaisse beaucoup plus que celle des moiti6s nuc166es. 

Ces r6sultats confirment l'id6e que le noyau jouerait un r61e dans les m6canismes 
de production ana6robique de I'ATP, c'est-k-dire, selon toute vraisemblance, dans la 
glycolyse. Abandonnant un instant les amibes, voyons si cette conclusion demeure 
valahle dans le cas d'autres cellules, dont le noyau aurait 6t6 exp6rimentalement 16s~: 
examinons, par  exemple, le cas des oeufs de grenouille qui ont 6t6 f6cond6s par des 
spermatozoides trait6s par une yp6rite azotique (N2H), dont nous avons r6cemment 
6tudi6 en d6tails la cytologie et le m6tabolisme (BRACHET39). 

i. La teneur en A T P  d'embryons lgtaux de grenouilla en a~robiose et en ana~robiose. 
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Colnme nous l 'avons montr6 prdc6denlment ag, la ff 'condation d'oeufs de grenouille par  
des spermatozoides traitds par N2H ~t o.I o.o5%0 conduit ,  apr('s une segmentation 
normale, k l 'arr~t du d6veloppement au moment  de la gastrulation. Nous avons compard, 
en utilisant les techniques mises au point pour les amibes, la tenenr en , \TP de ees 
embryons  16taux (qni ne se cytolysent  pas avant  2 on 3 jours) it celle de t(moins normanx.  
Le Tableau X I I I  donne les teneurs en ATP en a&obiose pour les embryons l('tanx et 
les tdmoins pendant  les 3 premiers jours de leur ddveloppement (moyennes de 3 ~'t li 
exp6rienees diff6rentes, dosages en double). 

"I'A I~LEAU N i l  

T E N E U R  E N  A'I'I'/T 2 o o  F R A G M I ' 2 N T S  

% d'tnhibition 

T d m o i n s  N 0.079 
_\ o.o 7 i 

M I A  N o . 0 8 ,  o 
A 0.067 () 

Nab" N o.oOO i 7 
A 0.043 4 t 

D N P  N o .o68 4 
A 0.032 50 

On voit  que le d6veloppement normal  s 'accompagne,  "k la gastrulation, d 'une syn- 
thbse impor tan te  d 'ATP  et que, au 3 e jour, le blocage du d6veloppement s 'accompagne 
d 'une  accumulat ion de cette substance:  tout  se passe, ~t nouveau, comme si I 'ATP 
demeurai t  inutilis6 dans les oeufs dont  le d6veloppement s'est arrC~t6 ~ cause d 'une  
l~sion nucl6aire. 

Les effets de l 'ana6robiose, pendant  respectivement 17 h et 8 h k 2o '~ (m6thode 
de BENESCI~ ET BENESCH aT, OU vide pouss6), sur la teneur en ATP des deux types  
d ' embryons  sont consign6s au Tableau XIV  et sur la Fig. 9. 

"FABI.EAU X I I I  

ATP EN T/IO EMBRYO~;S (T: T~MO1NS. N2H:  L~TAUX) EN A¢=ROmOSE 

r 2 ~' Jours de 

3 .0 3 .0 7-4 0-4 0.I ().o 

On voit  que les embryons normaux  et les 16taux se comportent  de fagon identique 
ehaque fois que la dur6e de l 'ana6robiose est assez longue (I7 h) pour bloquer le d6ve- 
loppement  des t6moins; par  contre, une p6riode bff've (8 h) d 'ana&obiose ne fait que 
ralentir  le d6veloppement des t6moins et leur teneur en ATP ne subit qu 'une  chute 
modfir6e; cette m~me p6riode d'anadrobiose produit,  dans le cas des 16taux (N2H), une 
diminution massive de la teneur en ATP. L ' embryon  16tal, comme l 'avaient  d'ailleurs 
df jk  apersu BARTH E~f JAEGER 4°, se caract6rise donc, tout  comme le fragment anuc166 
d 'une  amibe, par  une capacitd diminude de maintenir,  en ana~robiose, I'A T P  sous sa /orme 

phosphorylde. 
Revenons maintenant  aux amibes et voyons ce que devient leur composition 

enzymat ique apr6s l '6nucldation. 
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j. La composition enzymatique des ]ragments d'amibes. Donnons,  tou t  d ' abord ,  la 
l iste d 'une  s6rie d ' enzymes  que nous avons recherch6s en 
va in  dans  les amibes,  soit qu ' i ls  n ' ex i s t en t  qu'~ l '~ ta t  de % $25 
traces,  soit qu ' i ls  s ' i nac t iven t  par t icul i~rement  r ap idemen t  "s 
apr~s ex t rac t ion :  ce sont  l 'hexokinase,  la phosphorylase ,  ~ loo 
la guanase,  la nucl~oside-phosphorylase et  l ' enzyme qui ~ " ' ~ , , ,  
ca ta lyse  la synth~se du  d iphosphopyr id inenucl6ot ide  (DPN) ~ 75 
k p a r t i r  de I 'ATP et du nucl~otide de la nicot inamide.  Cet 30 NzH~ " ' " . 0  
6chec est par t icul i~rement  regret table ,  parce  que les deux  25 
premiers  jouent  un r61e essentiel  dans  les s tades  in i t i aux  du 

I I 
m6tabol isme glucidique (dont nous savons qu ' i l  est d6ficient o 8 16keures 

dans les f ragments  anuc166s) et parce  que les aut res  ont  ten-  Durde d'aoa~robiose 
dance 5 s ' accumuler  dans  le noyau,  en par t icu l ie r  dans le Fig. 9. Chute ana6robique 

de la teneur en ATP des 
nucl6ole (MIRSKY et al. 1~, HOGEBOOM ET SCHNEIDER 15 pour  oeufs normaux (T)et 16taux 
le foie de rat ,  BALTUS 41 dans  le cas des nucl~oles des oocytes  (N~H). 
chez l '6toile de met) .  

Les seuls enzymes ~ pr6pond6rance nucl6aire (MIRSKY et al. 14, STERN ET MIRSKY a~) 
que nous avons pu  d6celer chez l ' amibe  sont  l'addnosineddsaminase et lYnolase. Mal- 
heureusement ,  l 'ad6nosined6saminase,  enzyme ~ local isat ion nucl~aire dans  le foie 
(MIRSKY et al.14), se t rouve  en quant i t6s  te l lement  faibles dans  les amibes  qu 'une  6tude 
pr6cise de sa local isat ion s 'es t  av6r6e impossible pa r  les techniques don t  nous disposions.  

Nous ne pourrons  donc par le r  que de l '6nolase qui, selon STERN ET MIRSKY 42 sera i t  
concentr6e dans  le noyau  pa r  r appo r t  au cy top lasme  dans  les embryons  de b16; l '6nolase 
a 6t6 dos6e pa r  une mic ro -adap ta t i on  de la technique de LOHMAI~N ET MEYERHOF ~, 
utilis~e par  STERN ET MIRSKY 42. 

Technique: 3oo-4oo fragments provenant d'amibes 5. jefin depuis 2- 3 jours sont plac6s darts 
un volume minimum d'un m61ange MgCI~ o.o 5 M dans NaHCO 3 1%. Cytolyse par cong61ation /L la 
neige carbonique. On amine A IO/d. Addition de IO/~1 d'acide phosphoglyc6rique, en goutte s6par6e 
pour les t6moins. Incubation 5 h A 36°. Prdcipitation par io/zl d'acide trichlorac6tique IO %. Cen- 
trifugation apr~s 15 min. Dosages en double sur IO/~1 d'extrait, addition de 3 °/zl NaOH N]5 et de 
IO/~1 d'iode N/Io. Apr~s 2o rain, addition de 7 #1 HC1 N e t  titration au thiosulfate N/2o en pr6sence 
d'amidon. 

Cette technique a 6t6 justifi6e pa r  des essais pr61iminaires, o~ on fai t  var ie r  le 
nombre  des amibes  et la dur fe  de l ' incubat ion .  

Les r6sul ta ts  (Tableau XV et Fig.  I0) ont  6t6 les suivants .  

TABLEAU XlV 

PERTE D'ATP EN % 

Dur~e de l 'ana~robiose z 7 h 8 h 

Embryons de I j. T 62 % 37 % 
N~H 62 % 60 % 

Embryons de 2 j. T 62 % 37 % 
N2H 57 % 59 % 

On voi t  que, con t ra i rement  aux  pr6visions, l '6nolase n 'es t  pas accumul6e dans  le 
noyau  de l ' amibe  ( rapport  N/A moyen  voisin de 1.2) et que l ' enzyme se ma in t i en t  
pa r fa i t ement ,  au cours du  temps,  dans  le cy top lasme  anuc166. 
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T A B I . E A U  X V  

E N O L A S E  (] l [  N a o S 2 0  a N/2o POUR [ o o  FRAGMb'NTS)  

Jours apr~'s 
[ '~'n2¢cl~;tll i (m  i : *~ l Z 

.N I .  2¢) 0.,% 9 1 .5  ° I -(~5 (t .()5 

. \  o .98  o.(~0 1.4 z 1.42 o S ( ,  
N / : k  1.2  3 t . 3 o  1 . o  5 I .[~) 1 . l (~  

Amylase. Cet enzyme, qui se t rouve en abondance dans les amibes (HoLTER F.'r 
DOYLE4a), a 6tfi 6tudifi dans notre laboratoire par  UI~B=~I ~4. Le Tableau XVI  et Fig. Io  
rappellent l 'essentiel de ses observations. 

T A B L E A U  X V I  

A M Y L A S E  (/J[  Na~S,~O a N/5o / 20  FRAGMENTS) 

Jours aprgs 
l 'dnucIdat ion o 1 z .~ (~ 7 '~ 11 

N 3.3 5 . t  4 .7  4.5 5 .9  5.4 4.5 4 .2 
A 2.9  9-4 9 .9  7. [ 4 .7  5.2 4.2 3. ~) 
N / A  1.14 o .55  0 .55  0 .63  r .25 l . o  4 I .o9  1.16 

Si la distribution initiale de Fen- N/a 
~.4 

zyme entre le noyau  et le cytoplasme 
est normale, un ph~nom~ne curieux se 
produit  entre le Ier  et le 3e jour apr6s ~.0 
la section: on voit, en efIet, l 'activit6 
enzymat ique s'~lever notablement  dans o.6 
les fragments anucl66s, pour re tomber  
ensuite ~ la normale. 

La r6alit~ de ce ph6nombne ne a o.2 
semble pas faire de doute:  URBaN144 
v6rifi6 les donn6es qu'il  avait  obtenues 
sur des fragments de 2 j. lys6s par  le 
froid ou homog6n6is6s m6caniquement.  

-,o- ~ A m y l a s e  

i t I I 

0 2 4 ~ ~ 1o jou,-s 

Fig .  1o. F v o l u t i o n  d u  r a p p o r t  N, ' , \  p o u r  l ' d n o l a s e  
e t  l ' a m y l a s e .  

Voici les r6sultats de ces exp6riences de contr61e, qui ont 6t6 effectu~es h 4 reprises 
(Tableau XVII) .  

T A B L E A U  X V I I  

A M Y L A S E  (/A N a e S 2 0  a N / 5  o / 2 0  F R A G M E N T S  D E  2 ] O U R S )  

Fragments intacts CyhlIyse par le ]void Cytolyse mdcaniquc 

N 3.8  ().6 4 .9  
A 5.3 9 .2  6.2 
N / A  o .7z  0 .72  0 .79  

La signification de ces r(~sultats demeure obscure: les exp&iences de HOLTER ET 
DOYLE 43 ont montr6 que l 'amylase est li6e, chez l 'amibe, ~ de gros granules assez ais6ment 
centrifugeables, qui correspondent sans doute aux mitochondries. Le fait que l 'amylase 
ne disparait  pas des fragments anuel6~s, m~me au bout  de I r  jours, confirme l ' impression 
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que les mitochondries ne sont pas soumises k un contr61e strict du noyau. Quant 
l 'augmentafion temporaire d'activit6 qui fait suite ~ l'6nucl6ation, il se pourrait qu'elle 
soit due ~ une lib&ation momentan6e de l 'enzyme li6 aux mitochondries et qu'elle soit 
en rapport  avec les troubles du m~tabolisme glucidique qui se manifestent ~ ce moment.  

Protdase et dipeptidase. Ces deux enzymes ont 6t6 ~tudi6s 6galement par URBAI'~145, 
parce que, selon HOLTER ET LOVTRUP 25, ils pr6senteraient une localisation diff&ente 
dans l 'amibe: alors que la prot6ase est, comme l'amylase, li6e aux mitochondries, la 
dipeptidase est distribu6e de faqon homog~ne dans l'organisme. 

Voici les r6sultats d'URBAN145, qui n 'avaient pas encore 6t6 publi6s en d6tails: la 
dipeptidase a 6t6 dos6e selon LINDERSTROM-LANG ET HOLTER (C/. 21) et la prot6ase 
suivant HOLTER ET LOVTRUP2~; le Tableau XVI I I  donne la moyenne de ces d6termi- 
nations et les r~sultats sont reproduits ~ la Fig. I I .  

T A B L E A U  X V I I I  

A :  D I P E P T I D A S E  E N  ~ l  HC1 0.06 N; B: PROTI~INASE,  T Y R O S I N E  L I B ~ R ] ~ E  

A. Jours apr~s 
l 'opdration I 3 5 7 9 I2-I4  

N 3 . 0 5  2 .55  3.45 3.55 2.95 2.7 
A 2.75 1. 5 2.05 2.0 1.75 1.6 
N/A I . I I  1.7o 1.68 1.77 1.68 1.69 

B. Jours aprOs 
l'opdration x 3 5 7 9 11-12 

N 0-72 0.74 0.74 0.75 0-67 o.59 
A 0.67 o.71 0.67 0.73 0.63 0.52 
N/A 1.o 7 1.o 4 I.IO 1.o 3 1.o 7 1.14 

On voit que la dipeptidase suit trbs exactement les variations de volume qui ont 
6t6 d6crites plus haut dans les deux types de fragments: ce r6sultat cadre parfaitement 
avec les conclusions de HOLTER ET 
LOVTRUP 25 sur  le caract&e ubiquitaire 
de cet enzyme. On n'observe d'accumu- 
lation dans le noyau ni pour la dipepti- 
dase, ni pour la protdinase; en ce qui 
concerne cette derni~re, on remarquera 
que son activit6 se maintient de fa~on 
identique dans les deux types de frag- 
ments au cours du jefine: il faut en 
conclure que cet enzyme mitochondrial 
6chappe tout particulibrement au con- 
tr61e du noyau. 

N/A 

1.8 

1.4 ~ a s e  

~.c ~ - - - - - -o - - - - - ' ° ' - - - - -o -  ---'°-'~70~;'~,e 
I I ~ I I I 0 2 ,4 8 10 jours 

Fig. I I. Evolut ion du rappor t  N/A pour  la dipepti- 
dase et la prot6ase. 

Phosphatases et ad~nosinetriphosphatase (ATPase). Nous n'avons trouv6, dans les 
amibes, qu'une seule phosphatase active sur le glyc6rophosphate; son opt imum est acide 
(pH 5.5) ; elle n'est pas activ6e par les ions Mg++ et elle est fortement inhib6e par NaI.  
L 'enzyme est tr~s actif et il peut ~tre dos6 sur 5 a IO fragments. Dans le cas de l'ATPase, 
il importe de surveiller de pros le pH et la concentration du substrat, et il faut op6rer 
rapidement pour obtenir des r6sultats reproductibles. 

B i b l i o g r a p h i e  p .  2 6 7 [ 2 6 8 .  
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N/a 
&O 

Condilions exp/rimentalcs. ] > h o s p h a t a s e :  t e c h n i q u e  d e  KRUGELIS 22. l n c u l m t i ( m  p e n d a n t  3 h 5 4 ~) 
e n  p r 6 s e n c e  d e  g l y c 6 r o p h o s p h a t e  5 m g / m l .  3 e x p 6 r i e n c e s  i n d d p e n d a n t e s .  

A T P a s e :  m i c r o - a d a p t a t i o n ,  a l ' d che l l e  de  4 P ] ,  d e  la t e c h n i q u e  de  S w a x s o N  ~a. I n c u l > a t i o n  de  
2 h A IS : .  3 e x p d r i e n c e s  i n d d p e n d a n t e s .  

Voiei les rfsultats moyens de ces dosages (Tableau XIX et Fig. [2t. 

T A B I , E A U  X I X  

P LIBJ~;RI~ D;N IO 8 ~J/FRAGMENTS. : \  : PHOSPHATASE: B :  .VI'I>AsE 

A .  Jours apr#s l' dn uch:ation z . ? 5 7 2 i ) ~ --> 

N 0.4 7.4 6 .7  4 .8 7 .°  0,8 
A 5 . "  5.5 4.(> 1.9 3 .o 1.4 
N / A  1.23 1-34 1.45 - ' .53 - ' .33 4 .85  

B. Jours apr~s 
l'dnucldat ion z ~ 5 7 ~ : ~ 4 

N 2.55 3 TM 2.99  2 .9  o 3 .oo  2 .98 
. \  -'. I 2 2 .57 2 .5 [  2. ~ 7 2"55 1.eft 
N / A  1.1O I . I  7 1.19 ~ .34 I. I 7 ] .2() 

Phosphatase 

I 4.5 I 
I 
I 
I 

I 

~.o Est~ro~ / [ 

3.5 / ~  

3.0 / j  

2.5 ,P 1 

2 , 0  / 

1.5 ~ / 
o° .0 , . . . . °  

........ • 0 
~.:7.7_..~, . . . . . . . .  . ,  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ~ ,  . . . . .  Arooso 

~.0 

F ig .  12. E v o l u t i o n  d u  r a p p o r t  N / A  p o u r  l ' A T P a s e ,  l a  
p h o s p h a t a s e  a c i d e  e t  l ' e s t S r a s e .  
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On voit que ni l'une, ni l 'autre 
des deux phosphatases 6tudi~es 
n'est concentrbe dans le noyau; 
mais le comportement des deux 
enzymes devient radicalement dif- 
f6rent en l'absence du noyau: alors 
que l'ATPase, comme l'6nolase, 
l'amylase et la prot6ase, se main- 
tient fort bien dans le fragment 
anuc166, l'ablation du noyau en- 
traine une chute profonde de la 
phosphatase: k cet 6gard, cet en- 
zyme se rapproche fortement de 
I'ARN. 

Estdrase. Terminons par un 
dernier enzyme, l'est6rase, qui ne 
se trouve malheureusement qu'en 
trt's petites quantit6s dans les 
amibes, ce qui nuit ~ l'exactitude 
des mesures. 

Technique: d o s a g e  s e l o n  GLICK ~1 
s u r  2oo  f r a g m e n t s .  5 h d ' i n c u b a t i o n .  
U n e  seu le  e x p 6 r i e n c e  e n  d o u b l e .  

Comme le montrent le Ta- 
bleau XX et la Fig. I2, l'est6rase 
semble se comporter, apr~s l'6nu- 
el6ation, k peu prbs de la m~me 
mani~re que la phosphatase acide. 
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T A B L E A U  X X  

EST1~RASE EN ~1 I) 'HC1 0.005 N 

Jours apr~s 
l 'dnucldation z 3 9 i i  

N 3.3 3.3 3 .2 3 .2 
A 2.1 2. 3 1.2 0.8 
N / A  1.57 1.43 2.66 4.0 

d 

265 

On remarquera qu'une proportion 61ev6e de l'enzyme semble initialement localis6e 
dans le noyau et on notera la disparition presque complete de l'enzyme dans le cyto- 
plasme anuc166 en quelques jours; toutefois, il convient de reconnaltre que, dans le cas 
de l'est6rase, nos dosages ne sont pas assez nombreux pour qu'on puisse en tirer des 
conclusions fermes. 

DISCUSSION 

Les r6sultats exp6rimentaux, qui viennent d'etre expos6s, sans pr6tendre donner 
une idle concrete du r61e biochimique du noyau cellulaire, permettent d'6carter quelques 
idles fausses et de pr6ciser le probl6me. 

Un premier point, qui ne nous retiendra pas, c'est qu'on peut d6finitivement exclure 
l'hypothbse, d6velopp6e par LOEB 11 et reprise par CLARK s°, d'un r61e fondamental du 
noyau dans les oxydations cellulaires: les faits que nous avons observ6s sont parfaite- 
ment compatibles, au contraire, avec les id6es actuelles sur l'intervention pr6pond6rante 
des mitochondries dans les r6actions productrices d'6nergie. 

Nous n'avons pas apport6 non plus d'arguments en faveur de l'id6e que le noyau 
serait le lieu oh les enzymes s'accumuleraient ou se synth6tiseraient : la distribution de 
tousles enzymes que nous avons 6tudi6s, m~me celle de l'6nolase (c/. STERN ET MIRSKY42), 
semble ~tre sensiblement uniforme dans l'amibe. La seule exception possible est l'est6- 
rase, qui parait 6tre accumul6e dans le noyau: mais nous avons vu que les exp6riences 
faites k son propos ne sont pas suffisamment nombreuses pour qu'on puisse conclure 
de mani~re certaine. 

Par contre, l'hypoth~se d'une intervention du noyau dans la production de co- 
enzymes (BRACHET is, MIRSKY et al. 14, HOGEBOOM ET SCHNEIDER 15) et dans la glycolyse 
( B R A C H E T  89, S T E R N  ET MIRSK¥ 42, STERN ET TIMONEN 4~) m~rite d'etre prise au s~rieux: 
nos r6sultats actuels n'en apportent certes pas la preuve directe, mais les troubles 
pr6coces dans l'utilisation des glucides et l'effondrement en ana6robiose de la teneur 
en ATP des fragments anuc166s que nous avons observ6s plaident certainement dans 
ce sens. Si, comme HOGEBOOM ET SCHNEIDER 1~ l 'ont montr6 darts le foie, l'une des 
fonctions du noyau 6tait la synth~se du DPN, une alt6ration ou l'ablation du noyau 
devrait conduire k une "usure" progressive du DPN cytoplasmique. I1 en r6sulterait 
des troubles du m6canisme glycolytique et une diminution de la capacit6, pour le 
cytoplasme anuc166, de maintenir I 'ATP sons sa forme phosphoryl6e. Une chute de la 
teneur en DPN ne conduirait pas n6cessairement tt une diminution des oxydations 
cellulaires si on admet, avec LEHNINGER 48, une ind6pendance du DPN des mitochondries 
- -  qui se maintiendrait en l'absence du noyau--vis-k-vis du DPN de l'hyaloplasme. 

Le cytoplasme anuc166, tout comme celui des hybrides 16taux, tend k accumuler 
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un exc6s d ' A T P ;  cet te  accumula t ion  est sans doute  la cons6quenee d(~ l 'arr6t  (m du 
ra lent i ssement  des nombreuses  r6actions de synthbse  (celle du D P N  par  exemple) <!ui 
exigent  de I 'ATP pour  sc produire .  I1 est in tdressant  de noter  ~t ce propos  (lu'nlm l(~sion 
du noyan  pa r  les U.V. (K:\N.\ZH~ ET t?,RRERA 49) OU des R.X. (FoICss~l¢(; l~-r I(Lv:~x ~')) 
provoque,  eomme l '6nucldation,  tin enr ichissement  des celhxles en ATP:  par  suite d 'um '  
u t i l i sa t ion  imparfa i te .  Ajou tons  que, dans  le cas des E. coli irradids aux U.V. dtudids 
pa r  KAXAZlR 'Sa, l 'ana(~robiose provoque,  eomme dans  les f ragments  anucl&"s d 'amibes ,  
une chute  exag~r(,e et acc~16r(~e de la teneur  en ATP. 

Nos exp6riences actuelles ne nous p e r m e t t e n t  pas  d ' exp r imer  une opinion fermi. 
sur  le r61e ~ventuel  du noyan  dans  la synth6se des prot( ' ines ; ce sera d 'a i l leurs  I~L l 'obje t  
du second t r ava i l  de cet te  s6rie, consacr( '  h Acetabularia. Deux poin ts  ~mergent cependan t  
dans  nos observat ions  pr6sentes:  tou t  d ' abord ,  la chute  de la teneur  en A R N  dans les 
f ragments  anucl~('s, qui a 6t(' confirmde pa r  JAMES TM, signifie ce r t a inement  une a t te in te ,  
quan t i t a t i ve  ou qua l i ta t ive ,  des microsomes.  L ' impor t a nc e  de ces par t icu les  dans les 
synthbses  protdiques est ma in t enan t  t rop  hien connue et t rop  bien 6tablie pour  qne 
nous y revenions ici (c/. ALLI,'REY el al. r'2 pa r  exemple,  pour  une d ( inons t r a t ion  r(~cente 
de l ' i n t e rven t ion  de I 'ARN des microsomes dans  les synth( 'ses prot6iques du pancr6as).  
La  d i spar i t ion  rapide  des mierosomes dans  un cy top lasme  anuc166, qui ne signifie pas  
n~cessairement  que I 'ARN de ces granules  est issu du noyau,  doi t  ce r ta inement  avoir  
pour  consequence un arr~t de la synthbse des protO.ines: ainsi s ' exp l iquera i t  ais(~ment 
la per te  rap ide  de tou te  capaci t6  de r( 'g~n~ration chez les organismes unicel lulaires 
m6rotomistSs, 5. l ' except ion  du cas unique d'Acetabularia que nons examinerons  ailleurs. 

Le second point  concernant  le r61e du noyau  dans le m6tabol i sme prot6ique est 
le su ivan t :  nos dosages d ' enzymes  mon t r en t  incon tes tab lement  que le sort  de diverses 
prot6ines sp6cifiques diverge apr6s l ' ab la t ion  du noyau.  Certains enzymes se maint ien-  
nent  in tac ts  pendan t  de longs jours;  d ' au t res ,  an contraire ,  d ispara issent  presque 
compl~,tement du cy top lasme  anucl6& I1 ne f a r  done pas  de doute  que les diffdrentes 
protdines  cy top lasmiques  se t rouven t  placdes h des degrds trOs indgaux, sous le contr61e 
du noyau.  I1 est t en t an t  d ' imag ine r  que ces differences sont  dues tLla local isat ion in t ra-  
cel lulaire des divers  enzymes :  l ' amylase  et la protdase sont, chez l 'amibe,  li6es aux 
mi tochondr ies  (I-IoLTER ET LOVTRUP 2~, HOLTER ET POLLOCK al) et elles ne sont gnbre 
influencdes pa r  l ' ( 'nucl( 'ation. Peut-0~tre l 'ATPase  reprdsente-t-el le ,  dans l ' amibe  coinme 
dans  le foie (NovlI(OFI ~" et al)a), un au t re  enzyme mi tochondr ia l  qui ne serai t  gu6rc 
affect( ~ pa r  l ' enl6vement  du noyau.  La  d ipept idase ,  enzyme sans local isat ion prdcise 
dans  l ' amibe  (HOLTER ET LOVTRUp25), se comporte ,  en tous cas, tout  au t r emen t  que 
les enzymes mi toehondr i aux :  elle subit ,  en effet, une forte chute  ini t iale  dans les frag- 
men t s  anuel(~6s. Enfin, on ne peut  manque r  d ' e t r e  frapp6 par  la ressemblance qui existe  
entre  les compor temen t s  de la phospha tase  acide et de l ' e s t&ase  d 'une  par t ,  eelui de 
I ' A R N  de l ' au t r e :  si ces enzymes 6taient ,  dans  l ' amibe ,  des cons t i tuan t s  des microsomes 
ou de granules qui leur ressemblent ,  comme c 'es t  le cas dans  le foie (O.~tACHI el al. 5~, 
NOVIKOFF at al.~r'), on en a r r ivera i t  5~ l ' id6e que l'enl~?vement du noyau  condui t  h une 
61imination progressive des microsomes.  Tout  se passe donc, en ddfinitive, comme si les 
mi tochondr ies  se t rouva ien t  l a rgement  ind6pendantes  du noyau  tan t  en ce qui concerne 
leur activitO que leur main t i en ;  les microsomes seraient ,  au contraire ,  placOs sous un 
contr61e nucl6aire particuli¢~rement 6troit .  

C'est pour  nous un trbs agr6able devoir  de remercier  ici tous ceux qui nous ont 
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a i d 6 s  ~ r 6 a l i s e r  l a  p a r t i e  e x p 6 r i m e n t a l e  d e  ce  t r a v a i l ,  e n  p a r t i c u l i e r  le P r o f .  E .  URBANI 

( R o m e ) ,  M i n e s  N .  L INET-FORREST e t  E .  D E  SAEDELEER, M e l l e s  E .  BALTUS, J .  BRYGIER 

e t  D .  THOMASON. 

R]~SUM~ 

L '6vo lu t ion  de f r a g m e n t s  nuc166s et  anuc166s d ' amibes  a 6t6 suivie, pour  de n o m b r e u x  con- 
s t i t uan t s ,  pa r  des m6thodes  cy toch imiques  et  des t echn iques  q u a n t i t a t i v e s :  les p r inc ipaux  r6su l ta t s  
son t  les s u i v a n t s :  

i. Le cy top l a sme  anuc166 perd  r a p i d e m e n t  sa capaci t6  d 'u t i l i ser  le glycog~ne, t and i s  qu ' i l  con- 
s o m m e  p r ~ m a t u r ~ m e n t  ses prot6ines.  

2. L ' en l~vemen t  du n o y a u  p rovoque  une  d i mi nu t i on  rapide  et p rofonde  de la t eneu r  en  A R N :  
elle n ' exerce  gu~re d 'effets  sur  les oxyda t i ons  cellulaires. 

3. Le m~tabo l i sme  phosphor6  du c y t o p l a s m e  anuc166 es t  alt~r6: il s ' y  p rodu i t  n o t a m m e n t  une  
accumula t i on  a6robique d ' A T P  et  une  d i mi nu t i on  de la capaci t6  de ma in t en i r  ce corps sous  sa forme 
phosphoryMe en ana6robiose.  

4. L '6nucMat ion  exerce des cons6quences  tr~s var iab les  sur  les d ivers  e n z y m e s  du  cy top la sme :  
cer ta ins  d ' en t r e  eux  ne  son t  pas  affect6s, alors que d ' au t r e s  d i m i n u e n t  r a p i d e m e n t  et  fo r t ement .  

La  signif icat ion biologique de ces r6su l ta t s  est  b r i~vement  discut6e.  

S U M M A R Y  

Various  cons t i t uen t s  of nuc lea ted  and  non -nuc l ea t ed  amebae  have  been followed wi th  cyto-  
chemical  and  q u a n t i t a t i v e  me thods .  T he  m a i n  resu l t s  are as follows: 

i .  Non-nuc lea t ed  c y t o p l a s m  quick ly  loses i ts  abi l i ty  to uti l ize glycogen,  while pro te ins  are soon 
a t t acked .  

2. R e m o v a l  of t he  nuc leus  p roduces  a quick  and  considerable  drop in t he  R N A  content ,  b u t  
exer t s  little influence on cellular oxidat ions .  

3. P h o s p h o r u s  me t abo l i sm  is modif ied in non-nuc lea t ed  c y t o p l a s m  : A T P  accumula t e s  in aerobic 
condi t ions  and  drops  ve ry  quickly  in t he  absence  of oxygen.  

4. R e m o v a l  of t he  nuc leus  affects  in different  ways  the  enzymic  cons t i t u t ion  of t he  c y t o p l a s m  : 
some  enzymes  r ema in  unaf fec ted  while o thers  drop quickly  and  sharply .  

The  biological significance of these  resu l t s  is briefly discussed.  

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

Die E n t w i c k l u n g  yon  A m o e b e n f r a g m e n t e n  mi t  u n d  ohne  Zellkern wurde  du rch  B e o b a c h t u n g  
yon  zahl re ichen K o n s t i t u e n t e n  an  H a n d  yon  zy tochemischen  Methoden  u n d  q u a n t i t a t i v e n  Techn iken  
verfolgt .  Die wich t igs ten  Ergebnisse  l au ten :  

I. Z y t o p l a s m a  ohne  Zellkern verl ier t  schnell  das  Verm6gen ,  Glykogen  zu benfi tzen,  wiihrend 
es andererse i t s  seine Pro te ine  zu friih ve rb rauch t .  

2. Die E n t f e r n u n g  des Zellkernes v e r u r s a e h t  eine schnel le  u n d  t ie fgehende  Ver r inge rung  des 
Ribonukleins i~uregehal tes ;  die in der  Zelle s t a t t f i ndenen  O x y d a t i o n e n  werden  jedoch n ich t  betroffen.  

3. Z y t o p l a s m a  ohne  Zellkern weist  e inen ve r~nder t en  P h o s p h o r m e t a b o l i s m u s  auf :  m a n  beob-  
a ch t e t  besonders  eine Anh / iu fung  yon  A T P  in Aerobiose, sowie ein ver r inger tes  Verm6gen,  in 
Anaerobiose  die phosphor ie r te  F o r m  von  A T P  auf rech tzue rha l t en .  

4. Die E n t f e r n u n g  des Zellkernes fibt sehr  versch iedenar t ige  Einflfisse au f  die ve r sch iedenen  
E n z y m e  des Z y t o p l a s m a s  aus :  einige s ind  davon  unber i ihr t ,  wgh rend  andere  schnell  u n d  s t a rk  
abs inken .  

Die biologische B e d e u t u n g  dieser Ergebnisse  wird kurz  er6r ter t .  
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