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and i n c u b a t e d  a t  38°C for  1 a n d  for  2 h. As s h o w n  in 
Table I I ,  succ inox idase  a c t i v i t y  of m i t o c h o n d r i a  i so la ted  
from i n c u b a t e d  h o m o g e n a t e s  is r e m a r k a b l y  lower  t h a n  
that  of m i t o c h o n d r i a  i so la ted  f rom fresh  h o m o g e n a t e s .  

In o t h e r  e x p e r i m e n t s ,  t h e  effect  of t he  i n c u b a t i o n  wi th  
s u p e r n a t a n t  f luid on the  succ inox idase  a c t i v i t y  of iso- 
lated m i t o c h o n d r i a  was s tud ied .  M i t o c h o n d r i a  f rom 1 g 
of l iver were  s u s p e n d e d  in to  12 ml  of 0.067 M p h o s p h a t e  
buffer, d iv ided  in to  4 a l iquo t s  of 3 ml  each  a n d  a l lowed 
to s t and  in  a t h e r m o s t a t  a t  38°C. 2 ml  of t he  s u p e r n a t a n t  
fluid c o m i n g  f rom the  same  h o m o g e n a t e  were  a d d e d  to  
3 of 4 a l iquots ,  whi le  t he  f i rs t  one was  used  as a con t ro l  
at t ime O. Succ inox idase  ac t iv i t ies  of i n c u b a t e d  a l iquo ts  
were t e s t e d  a f t e r  1, 2, 3 h. Af te r  t he  i n c u b a t i o n  t ime ,  

Table III  
Influence of incubation with supernatant fluid on succinoxidase 

activity of isolated mitochondria 

Number of experiments . . 
QOd~)  . . . . . . . . .  

Inactivation % . . . . .  

Non-in- 
cubated 
controls i 

3 
211.9 

3"5 

Samples incubated with 
supernatant fluid for 

l h  2h  3h 

3 3 3 
185.2 174.4 155.9 

4.4 5.0 5.2 
12-6 17-7 26.4 

each sample  was  s u b m i t t e d  to  a c e n t r i f u g a t i o n  a t  22,000 g 
for 30 min  a n d  succ inox idase  a c t i v i t y  was  t e s t e d  on the  
sediment. As s h o w n  in Table  I I I ,  i n c u b a t i o n  w i t h  t he  
superna tan t  f luid p r o d u c e s  a def in i te  i n a c t i v a t i o n  of t he  
enzymatic  ac t iv i ty .  This  i n a c t i v a t i o n  d id  n o t  occur  w h e n  
mi tochondr ia  were  incub 'a ted  w i t h  boi led,  i n s t e a d  of 
with crude,  s u p e r n a t a n t  f luids.  P o t e n t i o m e t r i c  d e t e r m i -  
nations of p H  of t he  suspens ions  were  m a d e  a f t e r  3 h of 
incubation,  b u t  t he  v e r y  s l ight  decrease  w h i c h  was  ob-  
served s e e m e d  n o t  suf f ic ient  to  j u s t i f y  such  a s t r ong  
inact ivat ion of e n z y m a t i c  ac t iv i ty .  

In a n o t h e r  g roup  of e x p e r i m e n t s ,  t h e  in f luence  of t he  
microsome f r ac t ion  on m i t o c h o n d r i a  succ inox idase  was  
studied a f t e r  i n c u b a t i o n  for 1, 2 and  3 h a t  38°C, b u t  
no inf luence was  obse rved .  

I t  a p p e a r s  t h a t  one or more  pr inciples ,  p r o b a b l y  of 
enzymatic n a t u r e ,  c o n t a i n e d  in t he  s u p e r n a t a n t  f luid  are  
responsible for  t h e  i n a c t i v a t i o n  p h e n o m e n o n  obse rved .  

M. U. DIANZANI 

Department o/General Pathology, University o/Genoa, 
March 8, 1953. 

Rdsumd 

L 'au teu r  a 6tudi6 Fac t ion  des l iqueurs  s u r n a g e a n t e s  
apr~s la s 6 d i m e n t a t i o n  des m i t o c h o n d r i e s  e t  des micro-  
s0mes de l ' h o m o g 6 n a t e  de foie sur  l ' ac t iv i t6  succ inoxi -  
dasique des m i t o c h o n d r i e s  isol6es. I1 a t rouv6  une  ac t ion  
inhibitrice qui  d i spa ra i t  apr~s 6bull i t ion.  Les mic rosomes  
n'ont aucune  inf luence .  

Subs tances  f i u o r e s c e n t e s  du type  pt~r in ique  
dans la peau ou l e s  y e u x  de la g r e n o u i l l e  (Rana 

nigromacMata) et  l eurs  t r a n s f o r m a t i o n s  
p h o t o c h i m i q u e s  

GODA 1, en  1941, a n o m m 6  une  s u b s t a n c e  f luo rescen te  
isol6e de la peau  dorsale  de Rana nigromaculata. Selon  

: T. GODA, J. Fae. Sci. Imp. Univ. Tokyo, See. IV 5, 305 (1941). 

lul, le p y r r o l - c h r o m e  joue  un  r61e phys io log ique  impor -  
t a n t .  

Nous  avons  signal6 dans  d ' a u t r e s  t r a v a u x  les pro-  
pri6t6s des subs t ances  f luorescen tes  du t y p e  p t6 r in ique  
des d ivers  a n i m a u x  (vers ~ soieL papi l lon,  carpe  2, cra-  
paud3,grenouil le%etc.)  e t  le r61e de tel les  s u b s t a n c e s  d a n s  
la m61anog6n~se 5. 

Nous  d o n n e r o n s  ici b r i ~ v e m e n t  nos  r6su l ta t s  sur  les 
s u b s t a n c e s  f luorescen tes  de Rana nigromaculata. 

1 ° Pr6sence  de p lus ieurs  s u b s t a n c e s  f luorescen tes  dans  
la peau  dorsa le  (noire) e t  v e n t r a l e  (blanche),  dans  les 
yeux ,  e t  leurs  propri6t6s.  Nous  avons  propos6  le h e m  
collectif  de <crana-chrome~, p o u r  les s u b s t a n c e s  f luores-  
centes  e x t r a i t e s  de tels t issus  pa r  le m6thano l ,  Yam- 
m o n i a q u e  ou l ' ac ide  ac6t ique.  Les r ana -chro rnes  s e n t  
des s u b s t a n c e s  d6sign6es ici (Tableau) p a r  des chiff res  
(1-6) qui  c o r r e s p o n d e n t  aux  t e r m e s  d ' u n e  6chelle bas6e 
sur  la va l eu r  d6cro issan te  de R /  (d i sso lvan t ;  b u t a n o l :  
acide a c f t i q u e  :eau 4 : 1 : 1) du c h r o m a t o g r a m m e  sur  papier .  

On d6eoupe  ces t a c h e s  f luorescen tes  du c h r o m a t e -  
g r a m m e  e t  on en e x t r a i t  la s u b s t a n c e  p a r  le m6thano l ,  
l ' a m m o n i a q u e  ou l 'eau.  Ainsi  nous  avons  examin6  les 
propr i6t6s  e t  les spec t res  d ' a b s o r p t i o n  des p i g m e n t s ,  
d e n t  que lques -uns  on t  pu ~tre r appor t6s  ~ des s u b s t a n c e s  
d6j~ connues  (Tableau).  

Les r a n a - c h r o m e s  s e n t  en g6n6ral t h e r m o s t a b l e s .  Le 
r a n a - c h r o m e  1 es t  nn  cr is ta l  cubique ,  color6 en j aune  
clair, d e n t  la so lu t ion  aqueuse  a la f luorescence  bleu ciel. 
Ce t te  s u b s t a n c e  co r r e spond  donc  au p y r r o l - c h r o m e  mSme 
et  n ' e s t  pas  t o u t  ~ fai t  i d e n t i q u e  ~ la f luorescyan ine  qui 
p o u r t a n t  a v a i t  6t6 d6sign6e c o m m e  6 tan t  le pyr ro l -  
c h r o m e  p a r  les s a v a n t s  Iran~ais  6 (voir Tableau) .  

Propri6tds de plusieurs substances fluoreseentes isoldes de la peau et 
les yeux de Rana nigromaculata 

Couleur de la 
Substances fluorescentes fluorescence Valeur de R/ 

~pH 7 

Rana-chrome 1, pyrrol- 
chrome 
Rana-chrome 2, 
ribofiavine 
Rana-chrome 3 
Rana-chrome 4, Iluores- 
cyanine ou ichtyopt~rine (?) 
Rana-chrome 4B 
Rana-chrome 5, acide 
d'ANG:ER 
Rana-chrome 6, flavinc- 
ad6nine-dinucldotide . . . 

bleu ciel 

jauue 
bleu ciel 

violet 
bleu ciel 

bleu ciel 

jaune 

0,46 

0,43 
0,40 

0,33 
0,24 

0,22 

0,06 

Le r a n a - c h r o m c  4 es t  un cr is ta l  acul6i forme blanc.  La  
so lu t ion  aqueuse  p r6sen te  une  f luorescence  viole t te ,  elle 
es t  r6duc t ib le  p a r  l ' hydrosu l f i t e ,  mais  r6cup~re, pa r  
s imple  ag i t a t i on  dans  l 'air ,  sa f luorescence.  D'a i l leurs ,  
c e t t e  s u b s t a n c e  a donn6  jusqu'5,  p r6sen t  la mSme va leur  

1 T. HAMA, H. ARUGA et Y. MAKI, ZooL Mag. 58, 219 (1949). 
2 T. HAMA, T. GOTO et K. KvsmmKt, Science (Japon) 2e, 478 

(1952). I1 y a deux sortes de Cyprinus purple A et B dans la peau et 
les 6cailles de la earpe, la premiere correspond ~ la fluorescyanine. 

a T. HAMA, T. Gore, K. OI et K. KvsuxmKI, Science (Japon) 22, 
5.12 (1952). Nous avons nomm6 ,(Bufo-chrome~ une substance isol6e 
de la peau du Bu/o vulgaris, leur solution aqueuse ayant la fluores- 
cence bleue eiel. 

a T. HAMA, Zool. Mag. 61, 89 (1952). 
5 T. HAMA et T. GOTO, Zool. Mag. 61, 88 (1952). 
s M. POLONOVSKI, P. GONNARD et A. BARIL, Enzymologia 14, 311 

(1951). 
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R / q u e  cetle de la f tuo rescyan ine  ~ ou de l ' i c h t y o p t 6 r i n e  2, 
mSme si l ' on  emplo ie  p lus ieurs  d i s so lvan t s .  Mais, nous  
pensons  que le r a n a - c h r o m e  4, quo ique  tr~s semblab le ,  
n ' e s t  pas  i den t i que  A la f luorescyan ine ,  pu i sque  la 
p remie re  se d~compose  ~ l a  lumi~re c o m m e  on le vol t  
p lus  loin. 

Le r a n a - c h r o m e  5 es t  o b t e n u  en  p o u d r e  a m o r p h e ,  
color6e en  b r u n  j aun~ t r e ,  sa  so lu t ion  aqueuse  a y a n t  une  
f luorescence  bleu ciel. 

On r e t rouve  les m~mes  s u b s t a n c e s  f luorescen tes  en 
g rande  quan t i t 6  dans  la peau  dorsale  e t  en m o i n d r e  
q u a n t i t *  dans  la p e a u  ven t r a l e ,  sans  t en i r  c o m p t e  de leur  
c o n t enu  en r ibof lav ine ,  car  ce t t e  r ibof lav ine  ne se t r o u v e  
que  darts la peau  du  dos  e t  n ' e x i s t e  pas  d a n s  celle du ven t r e .  

2 ° T r a n s f o r m a t i o n  p h o t o c h i m i q u e  du  r a n a - c h r o m e .  A 
la lumi&re, c h a q u e  so lu t ion  aqueuse  du  r a n a - c h r o m e  1, 
r a n a - c h r o m e  3 ou r a n a - c h r o m e  4 se t r a n s f o r m e  assez 
f ac i l emen t  en r a n a - c h r o m e  5. 

D ' a u t r e  pa r t ,  il es t  connu  que  l ' ac ide  fol ique se d6- 
c o mpose  k la lumiSre en d o r m a n t  d e u x  s u b s t a n c e s  
f tuorescentes ,  l ' une  es t  l ' ac ide  2 - a m i n o - 4 - h y d r o x y -  
p t6 r id ine -6 -ca rboxy l ique  ~ (acide d'ANGIER4). 

E n  c o m p a r a n t  le r a n a - c h r o m e  5, l ' ac ide  d'ANGIER 
synth6 t i s~  6 au c o m p o s a n t  d~compos6 de l ' ac ide  fol ique 5, 
nous  avons  cons t a t6  que  leurs  couleurs ,  f luorescences ,  
spec t res  d ' a b s o r p t i o n  e t  va leur  R/  (ph6nol a m m o n i a c a l ,  
bu tano l - ac~ t ique ,  bu tano l -a lcoo l ique ,  NH4C1 ~ 3% ou 
acide ac~t ique  A 10% c o m m e  d i s so lvan t s  e) s o n t  t o u t  
fair  les m~mes.  

Tous  ces fa i ts  nous  o n t  condu i t s  ~ la conclus ion  que  le 
r a n a - c h r o m e  5 n ' e s t  que  l ' ac ide  d'ANGIER. Nous  avons  
dSjk insist6 s u r c e  fa i t  dans  une  no te  pr6c~dente  7. 

3 ° L ib6ra t ion  du  r a n a - c h r o m e  li6 & la lumi+re. U n e  
p a t t i e  du r a n a - c h r o m e  es t  e x t r a c t i b l e  tr~s f a c i t e m e n t  
pa r  d iverses  so lu t ions ,  mais  l ' au t r e  ne s ' e x t r a i t  q u ' k  
peine pa r  d ~ n a t u r a t i o n  (par  e x e m p l e :  b o u i l l o n n e m e n t  
aprbs  dia lyse  comple te ) ,  e t  pour  les ex t r a i r e  p a r f a i t e m e n t  
on a besoin  de la com p le t e  hyd ro ly se  alcal ine ou acide ou 
de la d e s t r u c t i o n  e n z y m a t i q u e .  

Nous  avons  d 'a i l leurs  d6mon t r6  en u t i l i san t  la chro-  
m a t o g r a p h i e  sur  pap i e r  que  si on expose  les r a n a - c h r o -  
rues d a n s  un  mil ieu neu t re ,  a lcal in  ou acide k la lumibre ,  
il y a une  a u g m e n t a t i o n  cons id6rab le  de la f luorescence  
et  en m6me t e m p s  la t r a n s f o r m a t i o n  p h o t o c h i m i q u e  en 
r a n a - c h r o m e  5, que  nous  a v o n s  d6cr i te  p r 6 c 6 d e m m e n t .  

Ces r~sul ta t s  nous  o n t  condu i t s  k l ' id6e que  ce r t a ins  
des r a n a - c h r o m e s  e x i s t e n t  g l ' 6 t a t  l ibre  e t  d ' a u t r e s  s o n t  
associ6s A des couples  p r o t i d i q u e s  (par  e x e m p l e :  nucl6o-  
pro t6 ine  e x t r a i t e  de la peau  d a n s  la m~me  esp~ce). 

Les  fa i ts  d o n t  nous  avons  parl6 plus  h a u t  sugg~ren t  
que le r a n a - c h r o m e  joue un  r61e p h y s i o l o g i q u e m e n t  im-  
p o r t a n t  a y a n t  r a p p o r t  ~ l ' ac ide  fol ique et  aussi  que lque  
r61e sur  la fonc t ion  oculaire.  

Ce travail a 6t6 ex6cut6 avec la subvention pour les recherches 
scientifiques du Minist6re de t'6ducation. T. HAMA 

Laboratoire biologique de l 'UniversiM de Kdio, Japon, 
le 19 ]anvier 1953. 
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Summary  

We p ro p o s ed  the  col lect ive  n a m e  of "Rana-chrome" 
for the  f luorescen t  s u b s t a n c e s  i so la ted  f rom the  skin and 
eyes  of Rana nigromaculata. P y r r o l - c h r o m e  corresponds 
to  R a n a - c h r o m e  1, R a n a - c h r o m e  4 is t he  s ame  as or very 
s imi lar  to  f luo rescyan ine  or i c h t y o p t e r i n .  E a c h  of Rana- 
c h r o m e  1, R a n a - c h r o m e  3 or R a n a - c h r o m e  4 transforms 
in to  R a n a - c h r o m e  5 on  i r rad ia t ion .  D a t a  avai lable  per- 
m i t  ass igning  to  R a n a - c h r o m e  5 t h e  s t r u c t u r e  of a 2- 
a m i n o - 4 - h y d r o x y - p t e r i d i n e - 6 - c a r b o x y l i c  acid, one com- 
p o n e n t  of t h e  pho to lys i s  of folic acid. 

I f  t h e  neu t ra l ,  ac id  or a lkal ine so lu t ion  of Rana- 
c h r o m e s  e x t r a c t e d  f r o m  sk in  is e x p o s e d  to  t h e  light, 
t he re  occurs  a cons ide rab le  a u g m e n t a t i o n  of  fluorescence. 
F r o m  t h e  o b s e r v a t i o n s  r e p o r t e d  in th i s  paper ,  it is 
sugges ted  t h a t  some of R a n a - c h r o m e s  ex is t  in free state 
a n d  t h e  o the r s  are a ssoc ia ted  w i t h  p ro te ins .  

Etude physiologique du paras i t i sme de 
l'fJromyces Pisi (Pers.)  de By, sur 

l'Euphorbia Cyparissias L. 

I . -Premi~res observations: 

Le p a r a s i t i s m e  de l 'Euphorbia Cyparissias pa r  1' Uro- 
myces Pis i  a 6t6 6tudi6  du p o i n t  de  r u e  morphologique, 
a n a t o m i q u e  e t  cy to log ique  pa r  que lques  au t eu r s  parmi 
lesquels  il c o n v i e n t  de c i te r  $CHR6TER 2, JORI)I s, MAS- 
SALONGO 4, ST.~MPFLI 5, TISCHLER 6 s u r t o u t  e t  MOEHKKE 7. 
NOUS re lhverons  l ' e s sen t i e l  des  t roub le s  morphologiques 
pr6sent~s  p a r  les p l a n t e s  paras i t6es  (Fig. 1) : 

Fig. 1. A Plantes eolnpl~tes; T T61noins; P Parasit6es; I Fleur. 
Echelle: le trait = 10 cln. B Feuflles; 1 Base; 2 Pointe; 3 Conceptacle 

~eidien. Echelle: le trait ~ 1 cln. 

1 ° Les  t iges  ne s o n t  pas  ramif i6es  en  g6n6ral; plus 
longues  e t  plus gr&les, elles r6s i s ten t  m i e u x  en culture, 

2 ° Les feuilles s o n t  p lus  cour tes ,  p lus  larges  et plus 
6paisses;  en g6n6ral  j aune  pale,  elles ad o p t en t  une 
fo rme  en cuil ler  e t  t o m b e n t  p r 6 m a t u r 6 m e n t .  

I Je tiens A remercier M. CH. TERRIFR (Station f6d6rale d'essais) 
pour les nombreux renseignelnents bibliographiques qu'il a bien 
voulu me communiquer. 
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