
i5.9. 1974 Specialia 995 

t~tude de l'activit6 de la protocollag~ne proline hydroxylase de foie d'embryon de 
Poulet en fonction de l ' ~ e  1 

L ' h y d r o x y l a t i o n  e n z y m a t i q u e  de la prol ine  pep t id ique  
es t  une  6 tape  i m p o r t a n t e  de la syn th~se  du  collag~ne. Le 
t rava i l ,  ici pr6sent6,  a 6t6 effectu6 dans  le b u t  de suivre  
l ' 6vo lu t ion  de la b io syn th6s  e de ce t t e  p ro t6 ine  fonda-  
m e n t a l e  au  cours  du  d 6 v e l o p p e m e n t  e m b r y o n n a i r e .  
Nous  avons  mesur6  pa ra l l b l emen t  l ' ac t iv i t6  de la G P T  d o n t  
la c o n c e n t r a t i o n  h 6 p a t i q u e  est  p a r t i c u l i 6 r e m e n t  6lev6e. 

Matdriel et techniques. L ' a c t i v i t 6  de la pro tocol lag6ne  
pro l ine  h y d r o x y l a s e  (PPH)  est  appr6ci~e selon la  m g t h o d e  
de HUTTON, TAPPEL e t  UDENFRIEND 2 e t  le p ro toco l lag6ne  

pro l ine  t r i t i6e  ut i l is6 c o m m e  s u b s t r a t  est  o b t e n u  selon 
la t e c h n i q u e  de ces m6mes  au t eu r s  avec  de la 4 aH-proline.  

Les ex t r a i t s  e n z y m a t i q u e s  son t  des h o m o g 6 n a t s  de 4 
ou 5 f o b s  d ' e m b r y o n s  Ag6s de 10 & 21 jours.  L 'homoggn6 i -  
s a t i on  s 'e f fec tue  d a n s  u n  b r o y e u r  t y p e  P o t t e r - E l v e j h e m  
dans  du  t a m p o n  ~ris-mal6ate 50 ml!//, KC1 15 mM, 
Mg CI~ 5 raM, p H  7, m a i n t e n u  & + 4~ 

Le mil ieu r6ae t ionne l  d ' i n c u b a t i o n  d ' u n  v o l u m e  f ina l  de 
2 ml  c o n t i e n t :  env i ron  100000 d p m  ~H; des a c t i v a t e u r s  
en  so lu t ion  dans  le t a m p o n  tris-mal6ate 50 m M ,  KC1 
15 m M ,  Mg C12 5 raM,  p H  7 en  c o n c e n t r a t i o n  s u i v a n t e :  
Fe  ++ 0,1 mM, acide a scorb ique  1 raM, ~-c~tog lu ta ra te  
0,5 m M ;  de  l ' h o m o g 6 n a t  de foie c o r r e s p o n d a n t  & 20 mg 
de  t i ssus  frais  ; d a n s  ee r ta ines  exp6riences,  du  T r i t o n  X l 0 0  
en  c o n c e n t r a t i o n  f inale  de 1~ . 

L ' i n c u b a t i o n  es t  pour su iv i e  d u r a n t  30 minu te s ,  & 38 ~ 
avec  ag i t a t i on  e o n s t a n t e ;  des t 6m o i ns  sans  enzym es  son t  
t ra i t6s  de la m&me fas L ' e a u  t r i t i6e  form6e, fonc t ion  de 
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l ' ac t iv i t6  de la P P H ,  es t  recueil l ie p a r  lyoph i l i sa t ion  puts  
mesur6e & l 'a ide  d ' u n  c o m p t e u r  & sc in t i l l a t ion  l iquide et  
e x p r i m f e  en  d p m  p a r  g de t i ssus  frals  ou en d p m  p a r  m g  
d ' azo te .  

L ' a c t i v i t 6  de la g l u t a m i q u e  p y r u v i q u e  t r a n s a m i n a s e  
(GPT) est. mesur6e  selon la  m 6 t h o d e  de REITlVfAN et  
FRANKEL 3 avec  e t  sans  T r i t o n  X100 ( concen t r a t i on  f ina le  
1% 0). Les dosages d ' azo te  on t  6t6 effectu6s selon la 
m 6 t h o d e  co lor im6t r ique  de BERTHELOT ~ apr6s  min6ra l i sa -  
t i on  et  neu t r a l i s a t i on .  

Rdsultats et discussion. Le poids  du  foie 6volue au cours  
du d 6 v e l o p p e m e n t  e m b r y o n n a i r e ;  ce t te  v a r i a t i o n  a 6t4 
repr4sent6e  sur  le g r a p h i q u e  A). Les g r a p h i q u e s  B) e t  C) 
m o n t r e n t  t o u t  d ' a b o r d  l 'e f fe t  du  T r i t o n  X l 0 0  sur  l ' a c t iv i t4  
de la P P H  (g raph ique  B) e t  sur  l ' a c t i v i t 6  de la  G P T  
(g raph ique  C). Ces r6su l t a t s  m e t t e n t  en 6vidence  l ' in -  
f luence du  T r i t o n  X100  sur  l ' a c t iv i t6  de la P P H  d ' u n  
h o m o g 6 n a t  de rote. Nous  avons  v6rifi6, p a r  ailleurs,  que  
la P P H  soluble,  p r6sen te  dans  uI1 s u r n a g e a n t  d ' u l t r e -  
c e n t r i f u g a t i o n  & 145 000 g, 6ta i t  insens ib le  au  T r i t o n  dans  
les cond i t ions  d ' i n c u b a t i o n  utilis6es. L ' a u g m e n t a t i o n  de 
l ' a e t iv i t6  e n z y m a t i q u e  de l ' h o m o g 6 n a t  en  pr6sence  de 
T r i t o n  p o u r r a i t  6 t re  due  & une  homog6n6 i sa t i on  insuffL 
saute ,  mats,  5. l ' eneo l l t re  de  ce t t e  hypo th6se ,  il f au t  
r e m a r q u e r  que la G P T  est  insens ib le  & la pr6sence  du  
Tr i ton .  U n  d6 t e rgen t  c o m m e  le T r i t o n  semble  done  
avoi r  une  ac t ion  sur  l ' a c t iv i t6  de la  P P H  darts l ' h o m o g 6 n a t  
t o t a l  qu i  ne  se r e t rouve  pas  sur  l ' e n z y m e  soluble  ou la 
t r a n s a m i n a s e .  

Le q u a t r i 6 m e  g r a p h i q u e  (g raph ique  D) m e t  eli 6vidence 
u n  pic d ' a c t i v i t 6  de la P P H  au  18~ jour .  Cet te  6vo lu t ion  
est  c o m p a r a b l e  & celle publ i6e  p a r  RINAUDO et  MARZONA s 
pou r  la P P H  d'ceil e t  de peau  de pou le t  e m b r y o n n a i r e .  
On r e t r o u v e  ce m6me prof i l  lorsque  l ' ac t iv i t6  est  expr im6e  
en  d p m  p a r  m g  d ' a zo t e ;  le t a u x  d ' a zo t e  p a r  g de t i ssus  
frais  est,  en  effet, c o n s t a n t :  il es t  de 34 mg. 

Ces donn6es  m e t t e n t  en  6v idenee  des  r6 su l t a t s  s u i v a n t s  : 
nous  p o u v o n s  d6sormais  6 m e t t r e  l ' h y p o t h 6 s e  de la  pr6- 
sence, dans  le foie, d ' u n e  P P H  lice ~ des s t r u c t u r e s  
cel lulaires;  ce t te  e n z y m e  a y a n t  6t6, j u s q u ' ~  pr6sent ,  
consid6r4e c o m m e  ~,soluble~>; la pr6sence de la P P H  en 
q u a n t i t 6  i m p o r t a n t e  dans  le foie nous  ouvre  des votes  
in t6 ressan tes  q u a n t  & l ' 6 tude  du  r61e de ce t te  e n z y m e  dans  
u n  organe  qui  c o n t i e n t  t r6s  peu  de collag6ne ; la d6 t e rmina -  
t ion  d u p i c  d ' a c t i v i t 4  sp6cifique au 18~ jour  s i tue  l'&ge 
o p t i m u m  des e m b r y o n s  pou r  des 6 tudes  ut6r ieures .  

Summary. I n  ch ick  e m b r y o  Iiver, t h e r e  was a p e a k  
a c t i v i t y  of p ro toco l l agen  pro l ine  h y d r o x y l a s e  (PPH)  on  
the  18 th  day  of t he  e m b r y o n n i c  s ta te .  The  effect  of t r i t o n  
X100 sugges ted  t h a t  P P H  was a p a r t i c u l a t e  enzyme,  in  
c o n t r a r y  to  w h a t  ha s  been  d e m o n s t r a t e d .  
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