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153. Sur les enzymes amylsdytiqnes X11’ ). 
Absence d’inositol dam I‘a-amylase 

par Ed. H. Fischer2) et 1’. Kernfeld. 
(25 I11 49) 

Au cours d’une pr6cBdente communication siir la, stnhilit6 et la 
desactivation de l’cc-amylase de pancrch de pore“), noiis avons 
montre que cet enzyme est aceompagrit:, dans I’eutrni t hrut, d’un 
ferment prot6olytique qui le desaetive ii rPversibleriicii t par scission 
hydrolytique. I1 faut au moins recristallihei I’eiizy me 1)oin’ le d@bar- 
rasser de cette impuret6. 

Nous avons montre en outre que l’cr-;irnyIasc cle p ; m c r h s  de pore 
impure contient une substance stabilisat r k e ,  thevniostahle ct dialy- 
sable. Celle-ci n’est pas un co-enzyme, n’ctant nullenieii t ri&essaire B 
l’activitit amylatique, mais elk empffche la ~IP,iaotivalion pi-owquPc par 
l’enzyme protdolytique. Ces deux substaric~< sont t lorw :I iltiigonistes. 

E n  1944, Williams et toll.*) montreiit qu’uiifl prPp.tr’a1 ion par- 
tiellement purifiee d’amylase de pancrdas do pow cont ient tlu mPso- 
inositol en quantite BquimolBculaire et a d ~ i e  ttent clue cet t siibstance 
est un constituant de l’enzyme. DerniPrvnient, h u e  ct Tl‘illiams5) 
trouvent que l’amylase est dBsactiv6e par l v  :,-he?ia<.hloroc.yclohexane. 
Cette ddsactivation rksulterait du ditpluc~rucnt dr l’inohitol par lc 
y-hexachlorocyclohexane. Un excbs d’inoht to1 enipklic c 
vation en favorisant I s  reaction inverse: il y iurait done aiit:igonismr. 
11s concluent que l’inositol est nhessaire A l’acti7 i t 4  tle l‘a-amylase 
de pancrdas de porc. 

Comme on le sait, des enzymes mi.rnt1 cristallis6s pcAiiveiit encore 
contenir des impuretds. Nous avons done j ug6 n@cess:iirr dt! reprendre 
les travaux de Williams en les effectuant ;LT ec des ettzynics purs. 

Recherche de l’inositol dam les Q - I ~  ut ylusrs ( i r !  i?ntrlt s. 

Les cc-amylases de pancreas de pore6) c-t tie s:~li\-e huniainr~~) deux 
fois recristaltisdes, ont 4 th  hydrolys6es pat (‘1H selon IVooLl~ y*), puis 

ntifitpc s ( 1 ~ 1 1 ~  I( doiiiaine de la, 
l) XIe communication, Helv. 31, 2165 (1948). 
*) Boursier de la (< Fondation pour des recherches 

3, E d .  H.Fischer et P. Bernfeld, Helv. 31, 1839 1194b). 
4, R. J .  Wallinms, F .  Schlenk et  M .  A .  Eppright, Ain. Sor. 
5, R. J .  Wzlliams et R. L. Lane,  Arch. Biochem 19, 329 (1 
6 ,  E d .  H.Pischer et  P. Bernfeld, Helv. 31, 1831 1 I9L8). 
7,  K .  H.  Heyer ,  E d .  H .  Fischer, A.Stnub et  P. J:irrcfeltl, Helv. 31, 21.58 (1948). 
* )  D. TV. Woolley, J. Biol. Chem. 140, 453 (1941 I 

chimiel). 
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examindes quant k leur teneur en inositol. Les dosages ont B t B  effee- 
tu6s par voie microbiologique sur un mutant de Neurospora crassal) 
par M. W.  H .  A’chopferz) a 1’Institut de Botanique de 1’Universitk de 
Berne. Aucune trace d’inositol n’a pu &re mise en itvidenee dans des 
prises de 20 mg de protkine alors que la mkthode pormet de dhceler 
avec certitude 5 y de ce facteur. I1 en rksulte qu’il y a certainement 
moins d’une mole d’inositolpour 20 moles d’enzyme (p. mol. = 45 000)3) : 
l’inositol ne fait done pas partie intdgrante de ces amylases animales. 

Seul le fait d’avoir travail16 avec un enzyme imparfaitement 
purifi6 peut expliquer les rdsultats de Williams. Nous avons en effet 
trouvd de l’inositol dans le pancrkas, et nous avons vu qu’il pouvait 
nccompagner l’amylase dans les premiers stades de sa purification. 

Influence de l’inositol sur l’acticite’ amylntique. 

L’inositol ne posskde aucune action sur l’activit6 de l’cr-amylase 
de pancrdas de porc. 

Influence de  l’inositol sur la stabilite’ de l’a-amylase. 
Comme nous l’avons prdcddemment dcrit, l’cr-amylase de pancrkas 

de pore pure est stable, meme k la dialyse4). Cette stabilitk n’est in- 
fluenck en rien par la pritsence de mkso-inositol. 

Nous avons alors examink l’action de l’inositol sur des prepara- 
tions d’cr-amylase impure, rendues instables par la pr6sence de l’en- 
zyme protkolytique. Or, comme nous l’avons d6ja dits), l’inositol seul 
n’a montrk aucune action stabilisatrice sur ces prkparations et ne peut 
en consdquence Btre assimilk 8. notre stabilisateur. E n  revanche, il est 
possible que le stabilisateur contienne de l’inositol mais SOUS forme 
like. 

y-Hexuchlorocyclohexane et amylase. 

Nous avons repkt6 les essais de Williams et Lane sur l’influence 
du y-hexachloro-1,2,3,4,5,6-cyclohexane sur l’amylase, mais avec de 
l’enzyme pur. Nous avons travail16 selon la technique de ces auteurs, 
h des concentrations Pgales ou superieures en y-hexachlorocyclo- 
hexane a cellos qu’ils ont utilisdes. Ces auteurs trouvent que l’amylase 
est complktement inhibee lorsque la concentration molaire en y-hexa- 
chloroeyclohexane est 50 fois sup6rieure B celle de l’enzyme. Or nous 
avons travail16 jusqu’a des concentrations 200 fois plus fortes sans 

l) W .  H .  Schopfer, Th. Posternak et  M .  L. Boss, Rev. internat. Vitaminologie 20, 

2, n’ous remercions vivement M. le Prof. W .  H.  Schopfer d’avoir bien voulu effee- 
121 (1948). 

tucr ees analyses. 
C. E. Danielsson, Nature 160, 899 (1947). 

d ,  Ed. H .  Fischtr et P. Bernfeld, Helv. 31, 1831 (1948). 
5 ,  Ed. H .  Fischer et  P. Bernfeld, Helv. 31, 1839 (1948). 
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jamais constater aucune inhibition, menro aprh 11 1 h ~ u m s  A $- 2 O ,  
au p H  6,9. 
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*) Soit 0,001 micromole. 
**) Soit 1 micromole. 

***) Soit 1 micromole. 

180 y***i C I I I ~  

Nous avons refait le m6me essai B 20 O , O l o .  II cet t e templra- 
ture aussi, malgrk une forte desactivation de l’enzymc~ en prdsence 
de dioxane, aucune inhibition due h 1’hex:tc.hlorocycloheuarrc. ne put 
&re constatde. 

100 1 83 

I 45 ylcm3 0 0 
50% 0 
50% 291 y/cm3 
50 Y, 

Des rksultats identiques ont k t k  obteiius avec des pr6parations 
d’amylase impure, rendues instables par la prksence tie l‘rnzgme pro- 
tkolytique. Aucune acckl6ration de la dksacati vation ne put’ &re cons- 
tat4e en prksence de y-hexachlorocyclohexmie. 

Nous pouvons dire en consdquence qu‘il n’y a aucune action in- 
hibitrice du y-hexachlorocyclohexane sur l’a-singlase d r  pancrPas 
de pore. 

Remarquons que c’est h la suite d’une hypothPse Gniise par 
Xlndel ) ,  que Kirkwood et PhiZips2) trouvbrcsni chcz le Saccharomyces 
cerevisiae une action anti-inositol du y-hr~achlorocyclohrsane et la 
competition entre ces deux substances. X l d o  attrihuait 6211 tlffet au 
hexachlorocyclohexane une configuration spatiale idcnt ique a celle 
de l’i-inositol, et sa toxicite particuli&re au fait qu’il d4placer;tit cette 
substance indispensable a de nombreus cwganisnies. Pourtant, si 
d’autres auteurs remarquerent une dimimitic)n tie la toxicite du y -  

- 

0 1 00 
0 100 
0 100 

52 180 yjctrl3 100 

I )  R. E. Slade, Chein. and Ind. 64, 314 (1945). 
2, 8. Kirkwood et  P. H .  Philips, J. Biol. Chem. 163, 251 (1946). 
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hexachlorocyclohexane en presence de meso-inositoll), cette obser- 
vation ne put 6tre confirmee par Achopfer et ~011.2). Chuia, Lacroin: 
et Promageot3) mettent nettement en doute cette hypothkse en mon- 
trant que, dans bien des cas, l’isombre 6 est le plus toxique. 11s n’ont 
jamais pu diminuer cette toxicite par adjonction d’inositol. Enfin, 
l’6cole de Bijvoet4) vient d’infirmer la th6orie de k%de en etablissant 
la carte de densite 6lectronique du y-hexachlorocyclohexane7 d’aprks 
des diagrammes de Weissenberg, et en montrant que cette molecule 
n’a pas une configuration identique h celle du m6so-inositol. 

Part i e e x p Er im en t a1 e. 
Enzymes. 

&-Amylase de pancreas de porc deux fois recristalli~be~). Degrb de puretb: 4000 mg 
maltose/mg d’azote Kjelduhl ou 630 mg maltose/mg de substance shche. Teneur en 
phosphore: < 0,05%. 

&-Amylase de salive humaine deux fois recristallisire6). Degrb de puretb: 6200 mg 
maltose/mg d’azote Kjeldahl ou 990 mg maltose/mg de substance shche. Teneur en 
phosphore : < 0,05 % . 

Les dosages d’activitb ont bt6 effectu6s selon la mbthode precbdemment dbcrite7). 

Hydrolyse des produits selon Woolleys) en vue de la recherche de l’inositol. 

100 mg de poudre s&he d’enzyme obtenue par dessiccation au vide d’une solution 
congelbe sont dissous dans 20 cm3 d‘eau et additionnh de 20 em3 C1H cone. La solution 
est chauffbe pendant 6 heures B reflux dans un courant d’azote puis concentrbe au vide. 
On reprend la substance shehe par un peu d’eau, bvapore nouveau cette solution et  
rhphte deux fois encore cette operation pour chasser autant de ClH que possible. La subs- 
tance skche est reprise une dernikre fois par de l‘eau, neutralisbe par C03HNa et filtree 
s i  nbcessaire. Le dosage d’inositol s’effectue sur cette solution, d‘une teneur en ClNa in- 
fbrieure & 1-m. Un tbmoin contenant une quantith connue d‘inositol e t  trait6 dans les 
memes conditions donna B l’analyse le rirsultat attendu. 

Les dosages d’inositolv) ont 6tb effectubs sur un mutant artificiello) de Neurospora 
,Crassa par M. Schopfer B 1’Institut de Botanique de l’universitk de Berne. 

l) H .  W .  Buston, 8. E. Jacobs et  A .  Goldstein, Xature 158, 22 (1946); E. Chargaff, 
R. N.  Stewart et  B. Magasanik, Science 108, 556 (1948). 

2, W. H. Schopfer, T h .  Posternak et  M .  L. Boss, Schweiz. Z. Pathol. u. Bakt. 10, 
443 (1947); W. H. Schopfer et  M .  L. Bein, Exper. 4, 147 (1948). 

3, P. Chaiz, L. Lucroix et  C. Fromageot, Biochem. Biophys. Acta 2, 57 (1948); 
P. Chuix et  L. Lacroix, Biochem. Biophys. Acta 2, 86 (1948); C. Fromageot et  M .  Confino, 
ibid. 2, 142 (1948). 

4, G. W .  von Vloten, Ch. A. Kruissink, B. Strijk et  J .  M .  Bijvoet, Nature 162, 771 
(1948). 

5 )  Ed. H. Fischer et  P. Bernfeld, Helv. 31, 1831 (1948). 
6, K. H. Meyer, Ed. H .  Fischer, A.  Staub et P. Bernfeld, Helv. 31, 2158 (1948). 
7) K. H .  Meyer, Ed. H .  Fischer et  P. Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947); G. Noelting et  

*) D. W .  Woolley, J. Biol. Chem. 140, 453 (1941). 
9) W. H.  Schopfer, T h .  Posternak e t  M .  L. Boss, Rev. Internat. Vitaminol. 20, 121 

P. Bernfeld, Helv. 31, 286 (1948). 

.( 1948). 
lo) G. W .  Beadle, J. Biol. Chem. 156, 683 (1944). 
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Action du y-hexuchlorocyc loliexan(. 

I Solution L 450 y d’amylase par em3, eonten mt  ties phosphates 0,l-rn. qui tam- 

2 Dioxane: puriss. chauffh 8 h L reflux sur h 0 l X  pi is  1111’ S a  niitrtllique et frac- 

3 y-hexachlorocyclohexane 4 fois recristallis6 d a n s  CJ3C‘IJ, F. 112.5 113O c0rr.l). 

4 MBso-inositol Hoffmann-La Roche. On en f,iit me solution aciiiciiv. titrant 1,80 

On prepare deux sdries de 5 x 4  tubes commc. suit: 

ponnent A pH 6,9 et  du ClKa O,66-m. 

tionn6. 

On en fait une solution dans le dioxane titrant 2,90 my/cm’. 

mg/cm3. 

I 
I1 

I11 
I V  

1 0 
1 5 
1 4 
1 4 

Une serie est mise L la chambre froide h +2O, I’aiitrc au therrriost,tt A 20 & O,Olo. 
Aprh 1, 2, 4, 8, . . . etc. heures, on pr8lhve 1 em3 ( I t s  (thaqiie tube, 11. tliliic~ 10 em3 
a w c  du tampon aux phosphates 0,02-m. de pH 6,9 I dose l’activit6 siir 1 (m3 de cette 
solution dilu6e. Dans ces conditions, le dioxane nr giiie pas le domge. 

Nous exprimons notre sincere reconnaissance ii ill. re Prof. K.  H .  M P / ~  pour ses 
conseils e t  pour l’intkr6t qu’il a tkmoignb L ces travails. 

L’un de nous (E. H .  F.) remercie trhs vivement I(. (‘omit6 de la ((Fondation pour des 
recherches scientifiques dans le domaine de la ChiniicJi de l‘appui g6nknwx qu’il lui a 
donn8. 

Ces recherches ont 6td encouragees par des cri.tlits ouvcrtx par la C‘onfi.tI6ration en 
vuc de c r k r  des possibilitds de travail. 

RE SUM^. 

Les =-amylases de pancreas de pore c t  de halive humnine pures 
ne contiennent pas d’inositol. 

L’inositol ne posskde aueune action ni SUI’ I’ac%i\itS ni sur la 
stabilit6 de l’ct-amylase de pancreas de pore. C r t  enzyme n’est pas 
inhibe par le y-hexachloro-1,2,3,4,5,6-cyclo~i~~xa11~~. 

Laboratoires de chimie organique et inorganiqut~ tl(. 1’I:iiiversitd 
de GenBve. 

l) Nous remercions vivement M. J .  Pilliettaz de nous a\ oir airna‘olcnrcrit fourni ce 
produit. 


