
330 Br~ves c o m m u n i c a t i o n s  - Brev i  comun icaz ion i  [ExPERIENTI.~. VOL. XIV/9] 

Rdsumd 

Les au teurs  on t  t rouv6 que le glyc6rol ac t ive  la bio- 
synth~se  de la benzylp6nicil l ine ob tenue  par  des cellules 
lav6es de P. chrysogenum suspendues  dans  un  t a m p o n  de 
p h o s p h a t e  et  d ' ac6 ta te  de ph6nyle .  Le lacta te ,  le py ruva t e ,  
le ci trate,  le mala te  e t  le succ ina te  n ' o n t  6t6 d ' a u c u n  effet.  
Le dini t roph6nol ,  le cyan ide  e t  l ' a rs6ni te  i nh iben t  la bio- 
synth~se de la p6nicilline ~ un degr6 var iable  darts le milieu 
PA plus glye6rol, aux  concen t r a t ions  de 0,0006 M, 0,005 M 
et 0,005 M respec t ivement .  

H y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  de  la  p r o p i o n y l c h o l i n e ,  
de  l ' a c 6 t y l t h i o c h o l i n e  et  de  la  

b u t y r y l t h i o c h o l i n e  p a r  le  r e c t u s  de  g r e n o u i l l e  

Dans  une note  ant~rieure ~, nous  avons  mont r6  que le 
rec tus  de grenouille con t i en t  non  seu lemen t  une ac6tyl-  
chol inest6rase  (AcChE) mais  aussi  une pseudochol in -  
est6rase (XChE),  ces enzymes  h y d r o l y s a n t  r e s p e c t i v e m e n t  
l 'ac6tylchol ine  e t  la bu tyry lchol ine .  

Darts ce t ravai l ,  nous avons  recherch6 quelles 6 ta ien t  
les i n t e rven t ions  de ces enzymes  darts l ' hydro lyse  d ' a u t r e s  
es ters  p r~sen tan t  un  int6r~t physiologique,  ~ savoir,  la 
p rop ionylchol ine  (PrCh), d o n t  la na tu re  biologique a 6t6 
d6montr6e  pa r  BANNISTER et al. 2, GARDINER el al. aet  les 
es ters  ac6t ique (AcThCh) e t  bu ty r ique  (BuThCh) de la 
thiochol ine,  l a rgemen t  utilis~s, depuis  KOELLE et  FRIE- 
D E N W A L D %  pour  la d6tec t ion  h i s toch imique  des <~vraies~> 
et  (~pseudo~) cholinest6rases.  

Nos essais ou t  6t6 r6alis6s, avec la m d t h o d e  mano-  
m6t r ique  classique de W a r b u r g - A m m o n .  La  t echn ique  
d ' o b t e n t i o n  des b r o y a t s  de rectus ,  les condi t ions  expdri-  
men ta l e s  son t  celles qui  on t  6t6 d6crites an t6 r i eu rement .  
Les concen t r a t i ons  te rmina les  des PrCh,  AcThCh  e t  
B u T h C h  6 ta ien t  de 0,01 M, eelle du muscle  de 0,2 g pa r  
cupule.  E n  ra ison de la l en teur  des hydrolyses ,  les r6sul ta ts  
ont ,  darts t o u s l e s  cas, 6% relev6s 120 min  apr~s la mise en 
c o n t a c t  de l ' enzyme  (inhib6 ou non) avec  le s u b s t r a t :  on  
s ' e s t  assur6, p a r  des lectures  r6guli~res rdalis6es en t re -  
t emps ,  que  le s u b s t r a t  ne s '6puisai t  dans  aueun  cas. 

Les an t ichol ines t6ras iques  utilis6s sour, c o m m e  ant6-  
r ieurement ,  le d i i sopropy l f luorophospha te  (D.F.P.) ,  in- 
h ib i t eu r  s61ectif de la X C h E  et  le d i iodom6thy la t e  de la 
b is (p ip6r id inom6thyl -coumaranyl -5)  c6tone (3318 CT), 
inh ib i t eu r  s61ectif de I 'AChE.  

Les vi tesses  des hydro lyses  e n z y m a t i q u e s  son t  r appor -  
tdes dans  le Tableau I. La  p rop iony leho l ine  occupe,  sous 
cet  aspect ,  une  pos i t ion  in term6dia i re  en t re  l ' acdtyl -  
choline e t  la bu ty ry lcho l ine ;  les es ters  de th iochol ine  son t  
hydrolys6s  plus r a p i d e m e n t  que les es ters  co r r e spondan t s  
de la choline. 

Ce m~me tab leau  m o n t r e  que  les C I 50 ob tenues  pour  
le D .F .P .  e t  le 3318 CT p e r m e t t e n t  de r a p p r o c h e r  d ' u n e  
pa r t  la P rCh  et  l 'AcThCh de l 'AcCh, e t  d ' a u t r e  par t ,  la 
BuThCh de la BuCh. I1 a p p a r a t t  ainsi que la P rCh  e t  
l 'AcThCh sont ,  de faqon p r6dominan t e  t o u t  au moins ,  
hydrolys6es  par  l 'ac6tylehol inest6rase  e t  la BuThCh  pa r  
la X cholinest6rase.  
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Tableau I 
Inh ib i t i ons  des  h y d r o l y s e s  e n z y m a t i q u e s  d ' e s t e r s  de  l a  choline et 

de la t h iocho l inc  p a r  le D F P  et  le 3318 CT 

Esters 

Nature 

AcCh , , 
PrCh . . . 
AcThCh 
BuCh . . 
BuThCh 

Concen- 
trations 

0,01 M 
0,01 M 
0,01 M 
0,03 2tl 
0,01 211 r 

Hydrolyses 
enzyma- 
tiques* 

48,1 4- 16,2"* 
24,1 :k 2,6 
67,1 4- 10,4 
13,4 4- 3,2 
22,3 4- 3,2 

Concentrations (M) 
inhibitrices 50% 

D. F . P .  3318 CT 

1,3.10 -~ 3.10 -7 
1.1.10 ~ 7.10 -* 

3.10 -5 2.10 -~ 
3.10-9 3.10-4 
6" 10 -9 2.10 -3 

* E n  m m  a CO 2 h/0 ,1  g muscle .  ** D f v i a t i o n  s t a n d a r d .  

Toutefois ,  quelques  ~carts des  C I 50 e t  s u r t o u t  l 'analyse 
des courbes  d ' i nh ib i t ion  en  fonct ion  de la concentra t ion  
des inh ib i teurs  m o n t r e n t  que  les hydro lyses  de la PrCh, 
de l 'AcThCh et  de  la B u T h C h  ne p e u v e n t  pas  ~tre attri- 
bu6es ~ un  seul enzyme.  

Les courbes  d ' i nh ib i t i on  par  le D .F .P .  (Fig. 1) sont  les 
plus d6mons t ra t ives .  
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Fig. 1. Inhibition des hydrolyses des esters de choline et de thio- 
chol ine  p a r  le D . F . P .  

En ordonn6es: Inhibition en %. 
En abscisses: Concentrations mol6eulaires de D.F.P. 

[] . . . . .  [] PrCh • - - - = AcThCh ~ .  - - - ~ .  BuThCh 
Chaque point est la moyenne d'au moins deux essais distincts r6alis6s 
chaque fois en duplicata. Les eourbes de l'AcCh et de la BuCh sont 

emprunt~es au travail ant6rieur. 

Pour la propionylcholine, la conrbe  se d6compose tr~s 
n e t t e m e n t  en deux  par t i es  s6par6es pa r  un  long palier: 
dans  la p remiere  par t ie ,  l ' inh ib i t ion  a t t e i n t  jusqu'/~ 30% 
pa r  l 'e f fe t  de concen t ra t ions  de D .F .P .  (1 • 10-8-1  • 10 -7) 
qui n ' i n f l u e n c e n t  pas l ' hydro lyse  de l 'AcCh mais  inhibent  
celles de la BuCh jn squ '~  9 5 - 1 0 0 % ;  la seconde partie, 
c o m m e n ~ a n t  pour  1 t~ 3 • 10-% es t  pa r  con t re  tr~s voisine 
de la courbe  de l 'AcCh;  le pal ier  in te rm6dia i re  correspond 
5. une  zone de concen t r a t ions  oh l ' inh ib i t ion  de la BuCh est 
ma x i ma l e  e t  off celle de l 'AcCh d6bute  ~ peine.  

On ne p e u t  donc  s ' emp~cher  de conclure  que 30% de 
l ' hydro lyse  e n z y m a t i q u e  de la PrCh  son t  ell r6alit6 
assur6s pa r  la X C h E .  

Pour l'acdtylthiocholine, la conrbe  se d6compose  de fa~on 
similaire,  i n d i q u a n t  que  la X C h E  in t e rv i en t  pour  environ 
15% de l ' hydro lyse  de cet  ester .  

Pour la bu/yryl/hiocholine, aucun  acc iden t  de la eourbe 
ne p e r m e t  de penser  que  I 'AcChE i n t e r v i e n d r a i t  - en plus 
de la X C h E  - darts son hydro lyse .  
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E n  outre ,  pou r  les deux  esters de la thiocholine, on con- 
s ta te  que les courbes  p l a f o n n e n t  pour  des inhibi t ions 
n e t t e m e n t  incompl~tes :  en d ' a u t r e s  t e rmes  les concen- 
t r a t ions  tr~s 61ev6es de D . F . P .  - qui  i nh iben t  t o t a l emen t  
les hydro lyses  des es te rs  co r r e spondan t s  de la choline - 
laissent  pers i s te r  une  act ivi t6  e n z y m a t i q u e  de 155/o 
envi ron  dans  le cas de l 'AcThCh et  de 30% environ dans  
celui de la BuThCh.  Ce ph6nom~ne  ava i t  6t6 signal6 par  
KOELLE ~ dans  le cas d ' au t r e s  ex t r a i t s  t issulaires;  il est  le 
plus s i m p l e m e n t  interpr6t6,  ~ la sui te  de cet  au teur  e t  de 
SACHS e, pa r  l ' ex is tence  de thioest6rases ,  r6sis tantes  au 
D . F . P .  

Dans  l ' ensemble  ces diverses  conclusions sont  con- 
firm6es pa r  l a  cont re -6preuve  r6alis6e avec le 3318 CT. 

Les courbes  d ' i nh ib i t ion  ob tenues  avec le 3318 CT pr6- 
s e n t e n t  c e p e n d a n t  des difficult6s d ' i n t e rp r6 t a t ion  li~es 
aux propri~t~s de cet  agent .  
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Fig. 2. Inhibition des hydrolyses des esters de choline et de thiocho- 
line par le 3318 CT. 

En ordonn6es: Inhibition en %. 
En abscisses: Concentrations mol6culaires de 3318 CT. 

D - . - . - - D  PrCh • - - - •  AcThCh ~ - - - ~  BuThCh 
Chaque point est la moyenne d'au moins deux essais distincts r~alis6s 
chaque Iois en duplicata. Les courbes de l'AcCh et de la BuCh sont 

elnprunt6es au travail ant6rieur. 

a) Le 3318 CT a u n e  s61ectivit6 a n t i A c C h E  moins  d6ve- 
lopp6e que la s61ectivit6 a n t i X C h E  du D .F .P .  ( JAcoB et 
])ECHAVASSlNEI): les por t ions  de courbes  co r respondan t  
5~ l 'un  e t  l ' au t re  e n z y me  son t  done  moins  dis t inctes ;  le 
palier qui  les s@are  fair place ~ une  zone d ' inf lexion 
encore n e t t e  darts le cas de la propionylcholine don t  on 
v6rifie qu 'e l le  est  hydro lys6e  h ra ison d ' env i ron  70% par  
I 'AcChE et  d ' e n v i r o n  30% pa r  la X C h E .  Dans  le cas de 
l 'AcThCh,  ce t t e  zone n ' a p p a r a t t  pas  c la i rement ,  probable-  
m e n t  parce  que,  c o m m e  nous  l ' avons  vu,  la pa r t i c ipa t ion  
de la X C h E  es t  ici de s eu lemen t  15%, ce qui serai t  h la 
l imite du pouvo i r  de d6tec t ion  d ' u n  tel  inhibi teur .  

b) Le 3318 CT es t  un  inh ib i t eu r  h a u t e m e n t  r6versible 
(JACOB T): les concen t r a t ions  inhibi t r ices  s61ectives sont  
done un  guide moins  fiddle que  dans  le cas du D.F .P .  car 
elles son t  suscept ib les  d '6 t re  modifi6es pa r  l 'affinit6 du 
s u b s t r a t  consid6r6 pour  l ' enzyme.  

c) Le 3318 CT n ' i nh ibe  pas  compl~ t emen t  la X C h E  pour  
des concen t r a t ions  de 0,3 ~t 1 • 10 -2 M qui sont  les concen- 
t r a t ions  m a x i m u m  solubilisables.  Pour  ces concent ra t ions ,  
il n ' e n  exis te  pas  moins  des act ivi t6s  r6siduelles beaucoup 
plus i m p o r t a n t e s  pour  les es ters  de th iochol ine  que pour  
les es ters  co r r e spondan t s  de la chol ine;  ces act ivi t6s  r6si- 

s G. B. KOELLE, J. Pharm. exp. Ther. 111, 167 (1955). 
6 H. SACHS, H. J. STRECKER et H. WAELSCII, Science 120, 791 

11954). 
7 j .  JACOB, Arch. int. Pharmacodyn. 101, 446 (1955). 

duelles sont  du m~me ordre  de g r a n d e u r  que  dans  le cas du 
D .F .P .  e t , / t  no t re  avis, elles t r adu i sen t  aussi  l ' i n t e r v e n t i o n  
d ' enzymes  r6s is tan t  au 3318 CT c o m m e  au D .F .P . ,  
enzymes  qui ne peuven t ,  d6s lors, 6tre consid~r6s c o m m e  
des cholinest6rases.  

En somme, i1 exis te  dans  le rec tus  de grenouil le,  une 
ac6tylcholinest6rase,  une Xchol ines t6rase  e t  u n e  (on des) 
thioest6rase(s) : ces enzymes  i n t e r v i e n n e n t  dans  l ' hyd ro ly se  
des esters ~tudi6s dans  des p ropor t ions  va r iab les  selon le 
cas (Tableau II).  

Tableau I I .  Interventions des diverses est~rases du rectus de gre- 
nouille dans l 'hydrolyse des esters de choline et thiocholine. 

Esters 

AcCh 
PrCh 
AcThCh* . . . 
BuCh 
BuThCh* . . . 

Concen- 
trations 

AcChE 

Hydrolyse (en % de l'hydro- 
lyse enzyrnatique totale) 

assur~e par 

atttres XChE est6raseg 

0,01 M 95-100 
0,01 M 65- 70 
0,01 M 70 
0,03 M 0 
0,01 M 0 

(5)** 
30 (5)** 
15 15 

100 
70 3O 

* Si l 'on calcule, .~ partir  de nos deux tableaux, les hydrolyses (en 
mm 3 CO2[h et pour 0,1 g de muscle) de l 'AcThCh par I'AcChE et 
de la BuThCh par la XCttE, on obtient  des ,,;aleurs qui ne diff6rent 
pas significativement de eelles observdes pour los esters correspon- 

dants de la choline. 

** Les valeurs entre parenth6ses sont dans les limites des erreurs 
expdrimentales. 

Comme pour l 'ac6tylcholine e t  la p ropionylchol ine  1, les 
r6sultats  de notre  6tude e n z y m a t i q u e  p e u v e n t  6tre mis en 
relat ions 6troites avec les carac t6r is t iques  de la sensibili-  
sat ion du rectus  d6crites an t6 r i eu remen t  s. E n  effet ,  la 
potent ia l isa t ion de la con t rac tu re  par  la PrCh  6tai t  essen-  
t ie l lement  li6e ~ une inhib i t ion  de I 'AcChE,  mais  sur  un 
muscle trait6 par  le 3318 CT, h concen t r a t ion  convenable ,  
le D.F .P .  ou la ndost igmine en t r a ina i en t  un  acc ro i s sement  
de la sensibilisation h la PrCh qui p la ida i t  pour  une  in ter -  
vent ion  secondaire de la X C h E .  Cet te  i n t e r v e n t i o n  
n 'appara i ssa i t  pas dans  les essais off le muscle  d ta i t  t ra i t6  
par  le seul D .F .P . ;  la po ten t i a l i sa t ion  de la P rCh  d ta i t  
alors superposaMe h celle de l 'AcCh c o m m e  le son t  les 
courbes d ' inh ib i t ion  de ces esters  dans  la r6gion des for tes  
concent ra t ions  en D .F .P . ;  c o m m e  pour  l 'ac6tylchol ine,  il 
faut  done qu ' env i ron  30% de l ' hydro lyse  to ta le  de la pro-  
pionylcholine soient  inhibds pour  que  ddbute  la po ten t ia l i -  
sat ion de la con t rac ture .  

D 'au t re  par t ,  les r6sul ta ts  o b t e n u s  avec les es ters  de la 
thiocholine m o n t r e n t  que  l ' i n t e rp r6 ta t ion  des images  
histologiques ob tenues  avec ces esters  ne p e n t  6tre rdalisde 
qu 'avec  le concours  d ' i nh ib i t eu r s  sp6cifiques pu i sque  les 
enzymes  (AcChE avec l 'AcThCh,  X C h E  avec la BuThCh)  
que l 'on s 'efforce de dd tec te r  ne r e n d e n t  pas  c o m p t e  de la 
total i t6  mais seu lemen t  de 70% de leur hyd ro ly se  pa r  un  
b roya t  de muscle.  Les 305/0 r e s t a n t  ne p e u v e n t  pas  6tre 
n~gligds car on ignore la concen t r a t ion  in situ des e n z y m e s  
responsables.  

J .  JACOB e t  M. PI~COT-DECHAVASSINE 

Laboratoire de Pharmacologie, Service de Chimie Thdra- 
peutique de l'Institut Pasteur, Paris, le 16 ]uin 1958. 

8 j ,  JACOB et M. DECIIAVASSINE, Expcr. 11, ~35 (1955). 
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Summary 

The enzymatic hydrolysis of propionylcholine (PrCh), 
acetylthiocholine (AcThCh), and butyrylthiocholine 
(BuThCh), by extracts of the muscle rectus abdominis, 
was determined. Inhibitio_~ of this hydrolysis by D.F.P. 
and 3318 CT [bis(pip6ridinom~thylcoumaranyl-5)c6tone 
dim6thiodide]-uti l ized over a range of concentrations 
covering both specific and non-specific concentrations-- 
showed that  PrCh is hydrolyzed by an acetylcholin- 
esterase (70%) and an Xcholinesterase (300/0), AcThCh by 
the AcChE (70%), the XChE (15%) and a thioesterase 
(15%) and BuThCh by the XChE (70%) and a thio- 
esterase (30%). 

A C o l o r i m e t r i c  D e t e r m i n a t i o n  
of  A m i n o o x y  A c i d s  

In the course of preparative work on canalinet, 
NH2OCH2CH~CH(NH~)COOH, it became desirable to 
develop a method for its quanti tat ive determination. 

KITAGAWA l observed that  canaline gives an orangered 
colour with alkaline picrate. This colour reaction (Jaffe's 
test) was at tr ibuted by him to the presence of the free 
amino-oxy group in the molecule ; it is also given by other 
free e-hydroxylamino compounds. 

This quali tat ive reaction was applied to develop a 
colorimetric method for the determination of canaline, of 
amino-oxy-acetic acid, and of hydroxylamine. 

A Fisher electrophotometer (AC model) was used at  
525 mr,, and curves showing the relation between optical 
density and concentration were constructed to serve for 
the quant i ta t ive determination of the amino-oxy acids in 
question. 

The development of the colour, after addition of satu- 
rated aqueous picric acid and 1% sodium hydroxide to the 
water solution of the amino-oxy compound, is gradual, 
reaching maximal intensity after 5-10 rain. At this point 
the determination has to be carried out immediately. The 
best proportionality obtained for canaline was in the range 
of 1 to 4 micromoles (~ll//) per ml, for amino-oxy-acetic 
acid between 1-5 and 5-5 # M  per mI, and for hydroxyl-  
amine between 0-5 and 3/zM per ml. 

Presence of sodium chloride was found to have no ap- 
preciable effect on the colorimeter readings, thus allowing 
estimation of hydrochloric acid salts of the amino-oxy 
acids. Solutions of the latter, kept for several days, gave 
very similar curves. The influence of exposure to light was 
also negligible. 

The three curves, showing the relation between optical 
density of the alkaline picrates of canaline, of amino-oxy- 
acetic acid, and of hydroxylamine concentrations respec- 
tively are given in the Figure. 

Calibration.--To 1 ml of the diluted solution containing 
canaline, amino-oxy acetic acid, or hydroxylamine respec- 
tively (final concentration 0.5 to 8 ~M per ml) was added 
1 ml of saturated aqueous picric acid and then 1 ml of 1% 
sodium hydroxide and 2 ml of water. After mixing the 
contents, the tube was allowed to stand for 5 rain. After 
that  it was introduced into the Fisher photoelectric colori- 
meter, equipped with a 525 m/~ filter, and compared with 
the solution which served as the blank control and con- 
tained 3 ml of water, 1 ml of saturated aqueous picric acid, 

1 y .  KNOBLER and  M. FRANKEL, j .  chem. Soc. 1958, 163~. 
2 M. KITAGAWA and A. TAKANI, J. agr. chem. Soc. (Japan) 11, 

1077 (1935). 

and 1 ml of 1% sodium hydroxide. Further  readings were 
taken after the seventh and ninth minute. 
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Optica l  dens i ty  readings  a t  var ious  concen t ra t ions  of the 

a m i n o o x y  compounds .  

1 : hyd roxy l amine ,  2 : eanal ine,  3 : aminooxy-ace t i c  acid. 

Series of colorimeter tubes containing tile appropriate 
amounts of the amino-oxy compound to be determined 
were set up and compared with the blank control. The 
average values of the three readings for each concentration, 
taken at  5, 7, and 9 min respectively, served as basis for 
the construction of the curves. Crystalline I)L-eanaline t 
m.p. 190 ~ C, amino-oxy acetic acid hemihydrochloride 3 
m.p. 154 ° C, and commercially available pure hydroxyl- 
amine hydrochloride (May and ]3aker, London), were used. 

Procedure.-The amino-oxy compound to be deter- 
mined, diluted to give a final concentration of seven to one 
half /,M, was transferred to the small colorimeter tube, 
reagent solutions and water were added, and the electro- 
photometer  scale reading determined after comparing 
with the blank control, all as given under Calibration. The 
content  of the compound was determined by reference to 
the respective calibration curve. 

The a t t thors  wish to express  the i r  apprec ia t ion  to Prof. M. FRANKEL 
for helpful suggestions and advice. 

r .  K N O B L E R  a n d  MARTA WEISS 

Department o/Organic Chemistry, The Hebrew University, 
Jerusalem (Israel), April 30, 1958. 

Rdsumd 
Une m6thode colorim6trique pour la d6termination 

quant i ta t ive  des acides oxyamin6s bas6e sur la r~action 
rouge-orange caract6ristique (r~action de Jaffe) a 6t6 mise 
au point. 

3 H. S. ANKER and  H.  T. CLARXE, Org. Syn th .  c o l  vol. 3, 172. 


