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acid was localized in endogenous ganglioside products by 
thin layer chromatography, incorporation into GD~ b was at 
least 30 times that of incorporation into GD1 a. With total 
particulate fractions, the branch point enzyme of the disia- 
loganglioside pathway, CMP-N-acetylneuraminic acid: 
GM3 sialyltransferase, was 36 times more active than the 
UDP-N-acetylgalactosamine: GM3 N-acetylgalactosaminyl- 
transferase, the entry enzyme into the monosialoganglio- 
side pathway 9. Thus, the synthesis of higher homologues of 
disialogangliosides in rat liver apparently occurs predomi- 
nantly if not exclusively via the disialoganglioside pathway; 
CMP-N-acetylneuraminic acid was not incorporated into 
GD1 . by either total particulate or Golgi apparatus fractions 
of rat liver suggesting that GD1 a is an endproduct of the 
monosialoganglioside pathway in this tissue. 
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Summary. The a-amylase of mycelial cells ofAspergillus oryzae exists in a particular form in 8000 g pellet. The lysosomal 
localization of acid phosphatase is confirmed by electron microscopy. The purification of lysosomes by discontinuous 
gradient of sucrose in D20 shows that a-amylase activity is bound to these particles. 

De nombreux travaux ont 6td entrepris sur ta forme soluble 
de l 'a-amylase d'Aspergillus oryzae libdrde en quantit6 
importante lorsque la lyse cellulaire dtbute 2-4. Un site de 
fixation de l 'enzyme a 6t6 dtceld sur la paroi cellulaire du 
mycdlium 5. La prtsence d'a-amylase a dgalement 6t6 
ddmontrde dans la mebrane cellulaire de Bacillus amyloli- 
quefaciens 6. Dans les cellules d'aleurone d'orge, on 
retrouve, h ex3td d'une forte proportion d'a-amylase soluble, 

7 5-25% de cette enzyme sons forme part iculaire.  Par ail- 
leurs l 'hydrolyse intralysosomique du glycogtne sons l'ac- 
tion de l 'a-glucosidase ou maltase acide a 6td dtmontrde 
dans les htpatocytes humains s. L'a-amylase est capable 
d'initier une telle hydrolyse. 
Dans le prtsent travail aprts la mise en dvidence de 
lysosomes darts les cellules mycdliales d'Aspergillus oryzae 
nous avons recherchd l'existence d'une activitd a-amylasi- 
que lysosomique. 
Materiel et m~thodes. Aspergillus oryzae (CBS 129.49) est 
cultivd en milieu liquide ajustd ~t pH 6,5, sons agitation et 
avec circulation d'air. La culture est effectude ~ 30 ~ et 
dure 40 h. Le terme de la culture correspond au milieu de 
la phase exponentielle de croissance. Les cellules myct- 
liales sont isoltes du milieu de culture, lavdes et remises en 
suspension, puis soumises ~ une digestion enzymatique de 
la paroi cellulaire sons l 'action du suc digestif d'Helix 
pomatia suivant la mdthode de Greenawalt et al. 9. Le 
broyage est ensuite effectu6 ~t l 'aide de l'homogdndiseur 

Potter-Elvhejehm type C. La fraction mitochondriale 
recueillie entre 1500 et 8000 g est lavte 3 fois et dtposde sur 
un gradient discontinu constitud de 14 couches de solutions 
de saccharose dans un tampon tris-HC1 50 mM EDTA 
1 mM, pH 7, rtalis6 dans l 'eau lourde. Les concentrations 
en saccharose de ces solutions varient de 49% ~t 7% (densitds 
1,26-1,13). Les prottines sont dostes par la mdthode de 
Lowry et al. 1~ L'activitd a-amylasique est mesur6e en 
tampon ac6tate-acide acttique 50 mM, NaC1 20 mM, 
pH 5,5 par diminution de l'intensit6 de la coloration du 
complexe bleu formd entre l 'amylose et Fiode ~1. Le dosage 
de la phosphatase acide s'effectue par la mesure du para- 
nitrophtnol libdr6 ~t partir de paranitrophtnyl  phosphate ~t 
pH 312. La cytochrome-oxydase est dosde par disparation 
du cytochrome C rdduit h 550 nm et ~t pH 7,1413 tandis que 
la NADH-cytochrome C oxydor6ductase se caracttrise par  
l 'apparition de cette forme rdduite, ~t pH 7 en tampon 
phosphate 80 mM, cyanure de potassium 0,3 mM, rotdnone 
0,15.10 -3 mM 14. La raise en dvidence de la phosphatase 
acide au microscope dlectronique se fait par une modifica- 
tion de la mtthode de Gomori  15 aprts  inclusion du mycd- 
lium dans la gtlose et fixation par le glutaralddhyde 3,5% 
pendant 4 h 16. On prdpare dgalement un tdmoin sans 
substrat. L'inclusion est rdalisde dans une rtsine 6poxy. 
R~sultats et discussion. La figure 1 confirme la localisation 
lysosomique de la phosphatase acide dans les cellules 
myctliales d'Aspergillus oryzae. Dans des spores fongiques, 
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cellules au m6tabolisme ralenti, pauvres en cytoplasme, 
Wilson et al. 16 a mis en 6vidence, en microscopie 61ectroni- 
que, la pr6sence de phosphatase acide & la p6riph6rie de 
vacuoles off se localiseraient 6galement la ddsoxyribonu- 
cl6ase acide et l 'arylsulfatase. Par analogie avec les cellules 

Fig. 1. Mise en 6vidence de la phosphatase acide dans les cellules 
myc61iales d'Aspergillus oryzae d'apr6s une modification de la 
technique de Gomori 15. x 32,400. Localisation dans les lysosomes 
primaires indiqu6s par la fl~che, ou les vacuoles digestives de taille 
plus importante. 
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animales, il a 6tendu le terme de lysosomes & ces vacuoles 
de spores fongiques. Dans nos essais r6alis6s sur les cellules 
myc61iales en phase exponentiel le de croissance, le m6ta- 
bolisme est tr6s actif et le cytoplasme plus abondan t  
renferme des v6sicules de tailles diff6rentes allant du 
lysosome primaire petit, dense et peu actif h la vacuole 
digestive ou lysosome secondaire activ6 contenant  des 
hydrolases acides actives et au moins en partie solubles. 
Nous avons localis6 la phosphatase acide aussi bien dans 
les lysosomes primaires qui  apparaissent enti6rement 
color6s que dans les vacuo les  off la coloration semble 
concentr6e, pour  certaines, & la p6riph6rie. 
La s6paration des populat ions lysosomiques et mitochon- 
driales regroup6es dans le culot 8000 g a 6t6 r6alis6e au 
moyen d 'un gradient discontinu de saccharose dans l 'eau 
lourde sur lequel  nous avons d6pos6 1,5 mg de protEines du 
culot 8000 g. La centrifugation s 'effectue & 2 6 5 0 0 x  g 
pendant  15 h (centrifugeuse Spinco L 50 rotor SW 25-1). 
Les activit6s sp6cifiques de l 'a-amylase et de la phospha- 
tase acide pr6sentent un max imum pour une densit6 de 
1,253 (figure 2) off nous ne trouvons pas de cytochrome- 
oxydase. Celle-ci se r6partit un 2 pics voisins de densit6 
1,228 et 1,213, d ' impor tance  in6gale, au niveau desquels 
subsiste une concentrat ion moindre  d 'a-amylase et de 
phosphatase acide. La NADH-cy toch rome  C oxydor6duc- 
tase insensible & la rot6none, marqueur  de la membrane  
exteme des mitochondries,  se retrouve dans la m~me zone 
que la cytochrome-oxydase marqueur  de la membrane  
interne. Dans le cas du tissu h~patique de rat Beaufay 
et al. 17 ont montr6 que, dans un gradient lin6aire 0,95- 
1,61 M e n  saccharose dans l 'eau lourde, l 'on retrouve les 
mitochondries & une densit6 de 1,23 et les lysosomes & 1,25- 
1,26. Nos r6sultats sont comparables  h ceux de Beaufay. La 
r6partition de l 'a-amylase suit celle de la phosphatase acide 
et les particules qui les cont iennent  se comportent  comme 
les lysosomes des h6patocytes. I1 semble donc qu' i l  existe 
dans les cellules myc61iales d'Aspergillus oryzae une a- 
amylase lysosomique, ce qui n 'exclut pas la possibilit6 
d'autres localisations de l 'enzyme. 
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Fig.2. R6partition des activit6s enzymatiques sp6cifiques apr~s 
passage du culot 8000 g sur un gradient de saccharose 490 ~t 7% 
d/ms D20, centrifug6 15 h ~ 16000 rpm (Spinco L 50 - Rotor 
SW 25-1). En abscisse sont port6s les num6ros des fractions du 
gradient et en ordonn6e les activit6s en unit6s par mg de prot6ine. 
La concentration en prot6ines est exprim6e en ~tg/ml. A NADH, 
cytochrome C oxydor6ductase insensible ~t la rot6none. B Phos- 
phatase acide. C Cytochrome-oxydase. D a-Amylase. E Prot6ines. 
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