
[15. I. 1957] Kurze Mitteilungen - Brief Reports 35 

Fractionnement par ultracentrifugation d'une 
nucl6oprot6ine de thymus  de veau pr6sentant une 

r6sistance marqu6e ~ la d6prot6inisation 

L ' 6 t u d e  pa r  u l t r acen t r i fuga t ion  de la d issocia t ion  des 
nucleoprot6ines  en  so lu t ion  mola i re  a fa i t  l ' ob j e t  de 
n o m b r e u x  t r a v a u x  x e t  l ' on  a d m e t  en g6n~ral qu ' i l  y a 
scission en t re  l ' ac ide  nucl~ique e t  l ' h i s tone  ~ ce t t e  con- 
cen t r a t i on  ionique.  C e p e n d a n t  les au t eu r s  ne sen t  pas  
d ' acco rd  sur  le degr6 de dissocia t ion n o t a m m e n t  dans  le 
cas de la nuc l~ohis tone  de t h y m u s  de  veau  off des va leurs  
tr~s diverses  o n t  6t6 avanc6es  (de 30% ~ h 100°/o2). U n  
cas de non dissociat ion de nucl6oprot6ine isol~e de  noy-  
aux de foie de r a t  a m~me ~t~ signal64. 

Au cours de nos recherches,  nous avons  eu l 'occas ion 
de pr6parer  une  nucl6oprot6ine de t h y m u s  de veau  
par t i r  d ' u n  organe pr~lev6 tr~s t6 t  apr~s la m o r t  de  
l ' an imal  et  ce t t e  nucl~oprot6ine pr~senta i t  une  r6sistance 
tou t  ~t fair r e m a r q u a b l e  b. la ddprot~inisa t ion par  sa tura-  
t ion avec  du chlorure  de sod ium s, Cet te  nucl6oprot~ine,  
ex t ra i te  de glandes  ob tenues  moins  d ' u n e  heure  aprSs la 
mor t  de l ' an imal ,  a v a i t  ~t~ purifi6e aussi r a p i d e m e n t  que  
possible pour  la d6barrasser  des enzymes  celtulaires puis  
ava i t  ~t~ d issoute  en so lu t ion  mola i re  e t  satur~e avec  du 
sel. Cet te  so lu t ion  r~su l tan te  ~ta i t  si s tab le  qu ' i l  ne  se 
faisait  pas  de  p rec ip i t a t ion  d ' h i s tone  dans  le milieu.  P a r  
d i lu t ion ~ concen t r a t i on  i so ton ique  en sel, un  complexe  
nucl6oprot6ique  pr~c ip i ta i t  e t  cela encore  2 mois  apr~s 
sa tura t ion .  E n  opposi t ion,  lorsque  nous  avons  t ra i t6  au  
chlorure  de sod ium satur6 p o u r  la d6prot6iniser  une  
nucl6ohis tone pr6par6e dans  les m6mes  condi t ions  que  
pr6c6demment ,  mais  ~ pa r t i r  de  g landes  ob tenues  2 h 
apr~s la m o r t  de l ' an imal ,  l ' h i s tone  en solut ion satur6e 
commen~a i t  h pr6cipi ter  d~s les premiers  jours  qui  sui- 
va ien t  le con t ac t  avec  le sel e t  apr~s d e u x  semaines  il 
n ' 6 t a i t  plus possible d ' o b t e n i r  de nucl$oprot6ine par  
d i lu t ion en mil ieu isotonique.  

A la sui te  de ce t t e  obse rva t ion  il nous a paru int6res- 
san t  d '6 tud ie r  le c o m p o r t e m e n t  b. l ' u l t r acen t r i fuga t ion  
de ce t te  nucl~oprot6ine dou~e d ' une  si r e m a r q u a b l e  
r~sistance ~ Fac t ion  du C1Na en solut ion satur6e. Nous  
avons t rouv~ apr~s u l t r acen t r i fuga t ion  que  ce t te  nucl6o- 
proteine pr6sente  encore,  en mil ieu salin, un  cer ta in  
degr6 de  dissocia t ion e t  les dosages chimiques ,  qui  on t  
6t6 effectu6s sur  les d iverses  f rac t ions  s6par6es (notam-  
m e n t  sur  un  su rnagean t  ob tenu  apr~s 3 h de  cent r i fuga-  
t ion ~ 145 000 G), o n t  mont r~  que  la  f rac t ion  pro t6 ique  
d ' une  te l le  nucl6oprot6ine est  h~terog~ne. Ce su rnagean t  
6taft  A peu pros t o t a l e m e n t  d6pourvu  de  phosphore  e t  
r en fe rmai t  une  f rac t ion  pro t~ ique  d e n t  la re la t ion  N 
arg in ine /N pro t6 ique  (=  8,1%) est  de  beaucoup  inf6ri- 
cure/~ celle d ' u n e  h i s tone  (=  25%).  Ce t te  f rac t ion pro-  
tdique nous semble-t- i l ,  p e u t  repr6senter  soft une  par t ie  
dc l 'h i s tone  p a u v r e  en  arginine et  f iche peu t -e t re  en 
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Chem. go5, 235 (1953). 

Voir hce propos l'observation de S. ZA~u~to~, G. GRmOF~ et 
N. MARULLO, Bioehim. biophys. Acta la, 459 (1954). Ces auteurs ont 
signal~ eux aussi que les nuel~oprot~ines, isol6es de thymus pr~lev~s 
rapidement apr~s Ia mort de l'animal, montraient une r~sistanee plus 
marquSe h la d~prot~inisation. 

lysine 6 soft une s imple  c o n t a m i n a t i o n  cy top lasmique .  
E n  a d m e t t a n t  une r6par t i t ion  homog~ne dans lc l iquide 
centr i fuge,  nous avons  pu calculer  que  ce t te  f rac t ion  
p ro t6 ique  p a u v r e  en arginine  r en fe rma i t  26,3% de l ' azo te  
t o t a l  p ro t6 ique  con tenu  dans  no t re  so lu t ion  de  nucl~o- 
pro t~ine  en exp6rience.  

P a r  a i l leurs  nous  avons  not6 que  ta r6p6t i t ion du pro-  
cessus de  d issolu t ion  en mi l ieu  C1Na 1 M suiv i  de precipi-  
t a t i on  en mil ieu phys io log ique  ( 0,14 M) qu i  s ' a ccompagne  
h a b i t u e l l e m e n t  d ' u n e  16gbre d6prot6 in isa t ion  a un effet  
encore  moins  m a r q u 6  dans  le cas de la nucl~oprot~ine 
r6s is tante  ~. Fac t ion  des fortes  concen t r a t i ons  salines. 

T. SAKAKI ?, A. KNOBLOCH et  
R. VENDRELY 

Laboratoire de Recherches sur les Macromoldcules, 
Strasbourg, France, le 26 ]uin 7956. 

S u m m a r y  

Concern ing  the  degree  of res is tance  to s t rong  saline 
solut ion,  differences are  no t ed  be tween  the  nucleo-  
p ro te ins  e x t r a c t e d  f rom calf  t h y m u s  rece ived  v e r y  soon 
a f t e r  t h e  d e a t h  of t he  an ima l  ( res is tant  nucleoprote ins)  
and  nuc leopro te ins  of calf  t h y m u s  rece ived  la te r  (sus- 
cep t ib le  nucleoprote ins) .  

8 p. F. DAVISON et J. A. V. BUTLER, Biochim. biophys. Acta 15, 
439 (1955). 

7 Boursier du Centre National de la Recherche Scientifique, Paris. 
Adresse aetuelle: Facult6 des Sciences de l'Universit6 de Nagoya, 
Chikusa, Nagoya (Japon). 

Variations de l'activit6 des aux ines -oxydases  
dans les racines du L e n s  1 

Introduction. L 'ac t i v i t 6  des aux ines -oxydases  dans  les 
racines du Lens  culinaris Med. a 6t6 analys~e dans  des 
t r a v a u x  ant6r ieurs  ~ oh nous $tablissions les re la t ions  
en t re  ces enzymes  e t  les p6roxydases ,  la genSse des 
p~roxydes  e t  les aux ines  d e n t  l '6 tude,  sur  le m~3me 
mat6riel ,  a v a i t  fa i t  l ' ob j e t  de d iverses  pub l i ca t ions  s. 
Cet te  pr6sente  no te  a p o u r  b u t  d ' e x a m i n e r  Fac t ion  de  
que lques  subs tances  (2-4, d ich lo ropheno l :  DCP,  2-4, di- 
n i t ropheno l :  D N P ,  2-4, d ini t ro-o-cresol :  D N C  et  MnCt2.4 
H20 :Mn++  ) sur  la  des t ruc t ion  de l ' ac ide  f l- indolyl-  
ac6t ique  (ABIA) .  

Technique. Les p lantu les  du Lens  st, a t  cul t iv~es 
a s e p t i q u e m e n t  sur  pap ie r  f i l t re  sans cendre ,  en bol tes  de  
PETai  (obscurit6, 2 0 ° +  0,5). Lorsque  leurs racines  
mesu ren t  18 m m  + 0,5 (200 s o n t e m p l o y 6 e s  pour  c h a q u e  
essai), les t issus sen t  broy6s (-- 16 °) avec  une solut ion 
t a m p o n  K H  2 --Na2PO4, 5,10 -2 M (pH 6,1), puis  cent r i -  
fugals (15 min ;  4000 g) e t  d6cant6s (10 ml). L ' a n a l y s e  
du con tenu  en prot6ines N, bas6e sur  l ' emplo i  de 
l ' ac ide  t r ich loroac6t ique  (prdcipitat ion),  H2SOI- -HsO 2 
(digestion), se fa i t  pa r  la m6thode  de NESSLEm Pour  
6valuer  l ' ac t iv i td  des aux ines -oxydases  (exprim6e en 
mic rog rammes  d ' A B I A  d6t ru i t  pour  0,1 mg  de prot6ines  

1 Ce travail a pu dtre entreprise gr,qee h l'appui du Fends national 
suisse pour la Recherche scientifique. 

2 p. E. PlLEr et A. W. GALSrON, Physiol. Plant. 8, 888 (1955). - 
P. E. PXLI~T, Act. Soc. heir. Sci. nat. 1,~5, 133 (1955). 
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7, 362 (1951); Phytoa (Austria) 4, 247 {1953); Rcv. gdn. Bet. 61, 637 
{1954}. - P. E. PiLET et F. W. WEtlY, Amer. J. Bet. 43, 190 {1956). 
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Fig. 1. Aetivit6 des auxines-oxydases de fragments de racines (3 ram) 
en pr6sence de DCP, DNP et DNC. Chaque mesure porte sur  l 'examen 

de 200 fragments.  

N e t  p o u r  60 m i n ) ,  2 m l  d ' e x t r a i t  s o n t  m 6 1 a n g 6 s  g 5 m l  d e  
s o l u t i o n  t a m p o n  ( p H  6,1) .  A u  t e m p s  0, o n  a j o u t e  2 m l  
d ' u n e  s o l u t i o n  d ' A B I A  (1 ,10 - a  M ) ;  o n  p r e n d  2 m l  d u  
m 6 1 a n g e  q u ' o n  a j o u t e  ~ 8 m l  d u  r 6 a c t i f  [FeC1 a 1,5 N 
(3 m l ) ;  H , S O ,  1 ,84  e t  9 7 %  (60 m l ) ;  H=O r e d i s t i l l 6 e  
(100 m l ) :  r 6 a c t i f  d e  SALKOWSKI, TANG e t  BONNER m o -  
dif i6] .  L a  t i t r a t i o n  se  f a i t  g 22 °, 5 =~ 0,2 e t  g l ' a i d e  d u  
p h o t o c o l o r i m ~ t r e  K L E T T - S u N N E R S O N  (g d u  f i l t r e  = 
5350 £ 4- ~50). 

Quelques travaux.  L ' a c t i o n  d u  D C P  s u r  l e s  a u x i n e s -  
o x y d a s e s  d o n t  n o u s  r e l e v i o n s  ~ le r61e d ' a c t i v a t e u r ,  a 6 t6  
a u s s i  6 t u d i 6 e  s u r  d e s  t i s s u s  d e  J~isum a e t  e n  r e l a t i o n  a v e c  
le Mn++~ ,  f a c t e u r  p a r f o i s  i n a c t i f  ~, m a i s  q u i  p e u t  i n h i b e r  ~ 
o u  s t i m u l e r  s l a  d e s t r u c t i o n  d e  I ' A I 3 I A .  I1 6 f a i r  i n t 6 r e s -  
s a n t  d e  c o m p a r e r  F a c t i o n  d u  D C P  s u r  les  a u x i n e s - o x y -  
d a s e s  a v e e  d e s  p r o d u i t s  v o i s i n s .  N o u s  a v o n s  c h o i s i  le D N P  ~ 
q u i  a g i t  s u r  l e s  p r o c e s s u s  d ' o x y d a t i o n  ~°, d e  p h o s p h o r y l a -  
t i o n  ~ e t  s u r  les  d e s h y d r o g ~ n a s e s  ~ e t  le  D N C  q u i ,  p l u s  
e n c o r e  q u e  le D N P ,  s t i m u t e  Ia  f i x a t i o n  d ' O ,  ~s. 

Rdsultals 

Essa i  1 (F ig .  1) : L e  D C P ,  le D N P  e t  le D N C  a s s u r e n t  
u n e  f o r t e  a u g m e n t a t i o n  d e  l ' a c t i v i t 6  d e s  a u x i n e s - o x y d a -  

4 p. L. GOLDACRE, A. W. GALSTON et R. L. WEINTRAUB, Arch. 
Biochem. Biophys. 43, 358 (t953). 

W. S. HILLMANN et A. W. GALSTON, Physiol. Plant.  9, 230 
(1956). 

6 A . C .  WAGENKNECIIT e t  R. H. BURRIS, Arch. Biochem. Biophys. 
ca, ao 0950). 

A. W. GA~STO~, J. BONN~R et R, S. BAKER, Arch. Biochem. 
Biophys. ~2, 456 (1953). 

s W. A. GOR~SER et M. K~NT, J .  biol. Chem. ~'0~, 593 (1953). 
C. E. CLI~rO~, Advances Enzym.  6, g69 (1946). - F. LIeNA~N 

et  N. O. KAeLA~, Ann. Rev. Biochem. 18, ~67 (1949). 
10 M. E. KRAUL et G. H. A. CLOWES, J. biol. Chem. I l l ,  355 

(1935) ; J. Cell. Comp. Physiol. 11, 1 (1938). - J.  BONS~R, Amer. J. 
Bot. 36, 429 (1949). - E. H. NEWCOMB, Amer. J.  13ot. a7, ~64 (1950). 

~1 R. D. HOTCmSS, Advances Enzym. g, 155 (I944). - J.  Mc EL- 
ROY, J .  Cell. Comp. Physiol. ~3, 171 (I944). 

x= L. MASSART et R. Dt;F~IT, Enzymologia 9, 3~0 (I941). 
xa C. H. A. CLOWES et M. E. KgAHL, J. gen. Physiol. 20, 145 

(1936). - S. K~LLY et G. S. A v ~ ,  Amer. J.  Bot. 36, 421 (1949). 
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Fig. ~2. Activit6 des auxines-oxydases de fragments de racines (r6gioa 
m6rist6matiques: 0,5 ~ 3,0 m m  du sommet}, en pr6senee de DCP, 
DNP, DNC et Mn ++. Chaque mesure porte sur l 'examen de 200 

fragments.  

se s  d a n s  les  f r a g m e n t s  (3 m m )  de  r a c i n e s  d n  Lens.  Cette 
s t i m u l a t i o n  e s t  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  n e t t e  da r t s  les  t issus 
j e u n e s .  E l l e  p e u t  8 t r e  a t t r i b u S e  "X l ' a c t i v a t i o n ,  p a r  ces 
s u b s t a n c e s ,  d e s  p r o c e s s u s  d ' o x y d a t i o n .  
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Fig. 3. Activit6 des auxines-oxydases de fragments de racines (r& 
gion m6rist6matique: 0,5 A 3,0 m m  du sommet),  en pr6sence de Mn 44 
et de DCP appliqu6s en m~me t e m p s  A diverses concentrations. 

Chaque Inesure porte sur l 'examen de 250 fragments, 

Essa i  2 (F ig .  2):  L ' a c t i o n  c o m p a r 6 e ,  p o u r  d e s  tissus 
p r61ev6s  d a n s  l a  r 6 g i o n  m 6 r i s t 6 m a t i q u e  (0,5 g 3 ,0  mm 



[15. I. 1957] Kurze Mitteihmgen - Brief Reports :37 

comptds ~t part ir  de la pointe de la racine ; les vieux tissus 
formant  la coiffe 6rant dlimin6s) du DCP, du DNP,  du 
DNC et du Mn ++ est 6tudide en Ionction de leurs concen- 
trations. Le pH, dont  l ' importance a dtd ddmontrde ~4 
cst rigoureusement maintenu ~t 6,1, valeur  qui correspond 
au maximum d'act ivi td des auxines-oxydases~L On peut  
observer que le Mn++, ~ fortes concentrations, inhibe, 
alors que le DCP, le D N P  et le DNC act ivent  toujours, 
mais plus ou moins fortement,  les auxines-oxydases. 

Essai 3 (Fig. 3): L 'act ion combinde du DCP et du 0'5 t 
Mn++, pour des tissus mdristdmatiques (0,5 ~ 3,0 mm du / 
sommet) est examinde. On peut  remarquer  que s i t e  
Mn ++ est un inhibiteur des auxines-oxydases lorsqu'i l  
est appliqud seul ou avec de faibles concentrations de 
DCP, son action devient  ne t tement  st imulatrice en prd- 0.4 
scnce de fortes doses de DCP. Ces r6sultats confirment  
donc, sur un autre matdriel, les obscrvations antdrieures 
et sugg~rent que le Mn++ doit agir essentiellement, cn ce 
qui concerne l ' inact ivat ion de I 'ABIA, en relation di- 
recte avec les composds phdnoliques des tissus. 

o'3 L'emploi de ces diverses substances fournit  des per- =k 
spectives nouvelles quant  au probl~me du vieillissement E 
des tissus qui parai t  8tre placd sous le contr61e des 
auxines endog~nes ~ et par cons6quent des syst~mes m 
auxines-oxydasiques. "' 

P. E. PILET ~ 0'2 

Institut de Bolanique, Universitd de Lausanne, le 14 
septembre 1956. 

Summary 

2 , 4 - d i c h l o r o p h e n o l  (DCP), 2,4-dinitrophenol (DNP) 0.1 
and 2,4-dinitro-0-cresol (DNC) applied at  a concentra- 
tion of I . I0 -? to 1.10 -s  M, produce a dramat ic  increase 
in IAA-oxidase ac t iv i ty  in young cells of Lens root. IAA 
destruction by 'breis '  f rom root tissues was inhibited by 
Mn++ ion at  low concentrations of DCP (1.107 °0 to 1-10 -~ 0 
M), but  was enhanced by Mn++ ion at higher (1.I0 -~ to 
1"10 -s  M) DCP levels. 

1¢ G. STENLID, Physiol. Plant. 2, 61 (1949). 
15 y. W. TANG et J. BONNIER, Arch. Biochcm. Biophys. 13, 11 

(1947). 
is p. E. PILET, VIII Congr. int. Bot. (Paris) 11, 178 (1954); Act. 

Soc. helv. Set. nat. 135, 133 (1955) ; Bull, Soc. bot. suisse a6, 26 (1956). 

Enzymatic  Activities in the Pertlymph 
Phosphohexosetsomerase  and 

Lacticdehydrogenase 

In some previous papers on the chemical composition 
of horse perilymph, we reported data on the amino acid, 
keto acid and protein content  of this biological fluidL 

The object of the present investigation was to s tudy 
whether enzymatic  activities could be detected in the 
perilymph. For  this purpose we have analyzed phos- 
phohexoseisomerase (PHI) and lacticdehydrogenase (LD) 
activities of horse per i lymph compared with the blood 
serum and cerebro-spinal fluid activities 2. 

Methods. The perilymph, serum and liquor were col- 
lected as previously described from horses immediately 
(15-30 min) after death. In order to obtain the neces- 

x E. Asromm, V. CASORATL and S. Cmv6, Exper. 11,496 (1955); 
Revue de Laring. 1-2, 59 (1956); La Ric. Scient. 25, 3035 (1955); 
Ann. Otol. Rhinol. and Laryng. (in press). 

20.  BODANSKY, J. biol. Chem. 202, 840 (1953). - F. H. BRVNS, 
W. JACOB, and F. WEVERXNg, Clin. chim. Acta 1, 63 (1956}. 

sary amount  of perilymph, samples of this fluid from 
25]30 animals were mixed together.  The same operation 
was performed, to obtain comparable results, for serum 
and liquor. Enzymat ic  activit ies were determined in 
duplicate on fluids thus collected from three groups of 
animals. The liquids, stored when necessary at  0°C for 
a m a x im u m  of 24 h, were centrifuged before use at 
3000 r.p.m, for 20 rain. 

,2 

O' 1' 2' 3' 4' 5' 6' 7' 8' 9' 10' 11 ~ 12' 13' 14 r ~,.c 
in m;n 

Lacticdehydrogenase activity of serum (i), ~)erilymph (2), and liquor 
(3). Same conditions as in the test; in this experiment the reaction 

was started by adding (at arrow) the piruvate. 

P H I  act iv i ty  was tested according to the react ion:  
glucose-6-phosphate (G6P) ~ fructose-6-phosphate 
(F6P), determining the amount  of F6P  formed in 1 h at  
37°C in an incubation mixture  made up as follows: 
0.3 ml 0.045 M G6P (4.5 mg K salt, obtained according 
to SEEGMILLER from Ba salt 'Sigma')S; 0'3 ml sodium 
diethylbarbi turate  buffer 0.1 M, pH 7.8; 0.2 ml of the 
fluid under examination.  

The reaction was stopped by adding 3 ml of 10% 
trichloroacetic acid. After centrifugation, 2 ml of the 
supernatant  were used for the F6P determination,  by 
Ros ' s  method 4. 

A standard of fructose was made each t ime under the 
same experimental  conditions, and corrections for F6P  
values were made according to UMBR~IT et al. 6 

LD a c t i v i t y  was followed according to the react ion:  

D P N H  + piruvate  + H+-)-  DPN+ + lactate  

determining the amount  of D P N H  oxidized from the 
decrease in optical density at  340 m/~. 

a j. E. SE~'OmLLSR and B. L. HORSCKSR, J. biol. Chem. 192, 
175 (1951}. 

4 j. H. RoE, J. biol. Chem. 107, 15 (1934). 
IS W. W. UMBREI% R. H. BURRIS, and J. F. STAUFFER, Mano- 

metric Techniques and Tissue Maabotism (Burgess Publ., Minnea- 
polis 1949). 


