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Fig. 2. Samples were fixed with 4% formaline and stained according to Gram. (A) Prior to the addition of lysozyme. (B) After an in- 
cubation of 15 rain in saccharose. (C) After 60 min of incubation in phosphato. 

and  the  a m o u n t  of p ro top la s t s  a f te r  1 h did no t  exceed  
20-30% (Figure 2). Cells t r e a t e d  wi th  lysozyme,  however ,  
ve ry  soon become sensi t ive  to osmot ic  shock and  th is  
sens i t iv i ty  was increased by  freezing. In  the  course of the  
osmot ic  shock, the  c y t o p l a s m  is solubil ized in to  the  
m e d i u m  (Figure l b). The release of p ro te ins  in to  the  
f rac t ion  which  does no t  undergo  s ed imen ta t i on  a t  10 000 g 
was d e t e r m i n e d  color imetr ica l ly  e. The fragile cells f rom 
the  p h o s p h a t e  m e d i u m  re ta in  to  a l imi ted  e x t e n t  the  
capac i ty  of forming  colonies on 2% p e p t o n e  wi th  10% of 
saccharose.  The capac i ty  to  form cell walls was s tud ied  on 
fragile cells fo rmed  af te r  a 30 min  act ion of lysozyme and  
on ghosts  sepa ra ted  by  cen t r i fuga t ion  a f te r  the  b reak ing  
up of these  cells by  an osmot ic  shock. The fragile cells, 
ghos ts  der ived  f rom them,  and  pro top las t s ,  were incuba ted  
for 1 h in a C/G m e d i u m  con ta in ing  0.25 ~C x4C-DAP/ml, 
and  the  mate r ia l  insoluble in ho t  TCA was degraded  wi th  

The incorporation of x4C-DAP into the cell walls 

cpm/mg 
Protoplasts Fragile cells Ghosts 

Without chloramphenicol 51 877 1236 
+ chloramphenicol 100 ~g/ml 36 850 -- 

t rypsin~.  The r ad ioac t iv i ty  in the  t ryps in - r e s i s t an t  
f rac t ion was measured  by  means  of a m e t h a n e  2 n Frie- 
secke -Hoepfne r  counter .  According  to the  Table,  it  is 
ev iden t  t h a t  the  incorpora t ion  into the  mate r ia l  corre- 
spond ing  to the  cell wall occured only  in fragile cells and  
in ghos t s  der ived  f rom these  cells. 

Zusammen/assung. Kurzfr i s t ige  E inwi rkung  von  Lyso-  
zym in Phospha tpu f f e r l 6 sung  auf  Bazillus megatherium 
erg ib t  Zellen mi t  bis zur HAlfte r eduz ie r t e r  Zellwand. 
Solche (dragile Zellen~> sind gegen osmot i sche  Schocks 
empf ind l ich  und lassen sich in F o r m e n  fiberffihren, die 
ausser  der  c y t o p l a s m a t i s c h e n  M e m b r a n  nur  Zel lwand-  
res te  besi tzen.  ~Fragile Zellen,> (auch w m  ihnen her-  
gelei tete  sedimentXre Formen)  beha l t en  die FAhigkeit  der  
Ze l lwandsynthese .  Sie s ind fAhig, in Medien,  die 10% Sac- 
charose  en tha l t en ,  in eingeschr~tnktem Masse sich zu nor-  
ma len  Zellen zu regener ieren.  

J. CHALOUPKA and  K. VERES 

Department o/ Microbiology and Isotope Laboratory, Bio- 
logical Institute of the Czechoslovak Academy of Science, 
Prague (Czechoslovakia), June 1, 1961. 
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A p r o p o s  du m o d e  d'act ion de l ' iproniaz ide ,  
inhibi teur  de la m o n o - a m i n o - o x y d a s e  

Afin de mieux  conna i t r e  les re la t ions  ex i s t an t  en t re  
l 'adr~nal ine  e t  les inh ib i teurs  de l ' amino-oxydase ,  nous  
avons  ~tudi~ la glycog6nolyse des coupes  de foie, d o n t  
SUTHERLAND x a mont r6  qu 'el le  es t  s t imul~e quan t i t a t i ve -  
m e n t  pa r  l 'adr6nal ine .  Nous avons  ainsi observ62 une 
a u g m e n t a t i o n  de la sensibilit~ ~ l ' adr6nal ine  des coupes  
d ' a n i m a u x  trai t~s £ l ' iproniazide.  Cet effet  est  ind i rec t  e t  

ne d6pend  pas  d ' u n e  inh ib i t ion  par  ce t t e  subs t ance  de la 
d6samina t ion  o x y d a t i v e  de l 'adr6nal ine.  

Ces r6sul ta ts  nous on t  amen6  ~ 6tudier  dans  les m6mes 
condi t ions  l ' ac t ion  du fac teur  h y p e rg l y c6 mi an t  du pan-  
cr6as sur  le sys t6me des phosphory lases .  On sai t  en effet  
que  le glucagon s t imule  la glycog6nolyse au m6me t i t re  
que  l 'adr6nal ine  mais  que  son mode  d ' ac t ion  est  p robable -  
m e n t  diff6rent .  

1 E.W. SUTHERLAND, Ann. New York Acad. Sci. 54, 693 (1952). 
2 F. MEYER, C. R. Acad. Sci. 252, 2616 (1961). 
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Stimulation de la glycog6nolyse par des coupes de foie en presence de diff6reutes quantit6s d'adr6naline (Figure a) et de glucagon (Figure b). 
- -o--o--  Aniluaux normaux, -* - -o -  Animaux ayant re~u per os 80 rug/kg d'iproniazide, 90 rain awmt l'exp6rience. Ordonn6es; Lib6- 
ration de glucose en % de la stimulation maximale (obtenue par 3 [zg de glucagon en 45 rain ~ 37 ° ;elle est de 5,6 ± 1,05 mg par g de coupes 
de foie). Abscisses: Quantit6s d'hormones en [zg/ml. Incubation: Tampon phosphate 0,0~M, NaC1 90/00. Fr6quence d'agitation ll~]min 
pendant 45 rain h 37 °. La vitesse de la glycog~nolyse spontan6e des coupes 6tait, A 15% pr6s, la mSme ebez les deux sortes d'animaux. 

Les coupes d'animaux trait6s ~ l'iproniazide n'ont pas de glyeog6nolyse spontan6e sup6rieure ~ celle d'animaux normaux. 

Techniques. Le pr61~vement du foie p r o v e n a n t  de co- 
bayes  males  (500 A 600 g) a 6t6 effectu6 sous anesth~sie 
profonde (10 mg  d ' amyta l /kg) .  Les coupes on t  6t6 pr6pa-  
r6es A par t i r  d ' une  m6me  r6gion d 'un  m~me lobe de foie 
avec  un Stadie-Sl icer .  Pour  chaque  d6terminat ion,  2 
coupes de 95 A 110 mg  on t  6t6 incub6es dans un t a m p o n  
phospha te  p H  7 ou 7,2 0 ,02M et  c o n t e n a n t  NaCl 9°]o~. 

Le glucose expuls6 pa r  les coupes  a 6t6 dos6 d 'apr~s 
NELSON 3. Nons  avons  v6rifi6 au cours  de plusieurs ex-  
p6riences que  la l ib6rat ion du glucose t r adu i t  la  g lyco-  
g6nolyse, en  e f fec tuan t  des dosages parall~les de  glucose 
e t  de glycog+ne. Les solutions aqueuses d ' iproniaz ide  
(Roche), d 'adr6nal ine  (Clin-Byla) et  de G l u c a g o n  (Lilly) 
on t  6t6 pr6par~es i m m 6 d i a t e m e n t  a v a n t  l 'exp6rience.  

Rdsultats. Comme le mont re  la F igure  a, des coupes pro-  
v e n a n t  d ' a n i m a u x  trai t6s A l ' iproniazide sont  plus sen- 
sibles A l 'adr6nal ine  que  celles des a n i m a u x  non trait~s. 

P a r  con t re  (Figure b), c ' es t  l ' inverse  qui  se p rodu i t  avec  
le g lucagon:  l a  St imulat ion de la  glycog6nolyse par  ce t t e  
subs tance  est  beaucoup  plus faible chez les a n i m a u x  
t ra i t6s  que  chez les a n i m a u x  t6moins.  

Discussion. Le t r a i t e m e n t  p a r  l ' iproniazide  modi i ie  la 
r6ac t iv i t6  du syst~me glycog6nolyt ique v i s - A - v i s  de 
l 'adr6naline e t  du  glucagon d 'une  fa~on d iam6t ra lemen t  
oppos6e. 

Ces deux hormones  on t  pour  effet  d ' a u g m e n t e r  la 
quan t i t6  d ' A M P  3 ' 5 '  cycl ique n6cessaire k l ' ac t iva t ion  
de la phosphorylase  4 par  des m6canismes diff6rents. 

E n  ce qui  concerne l 'adr6naline,  le m6canisme propos6 
postule  la fo rmat ion  d ' u n  ch61a±e du t y p e  A T P - e n z y m e  
Mg++NH 2 qu i  m~ne A la fo rmat ion  d ' ad~nyla te  cyc l ique  
lorsque c ' e s t  l 'adr6nal ine qu i  fourni t  ce groupe 5. 

Dans  ce cas, on  comprendra i t  que  l ' i nh ib i t i on  de la 
d6saminat ion  o x y d a t i v e  pa r  l ' iproniazide conduise ~ l 'ac- 
cumula t ion  de groupes N H  2 favor i sant  ainsi la fo rmat ion  
du chelate.  Les condi t ions  requises pour  Fact ion  o p t i m u m  

de t 'adr6naline se t rouve ra i en t  ainsi r6alis6es, le cate-  
cholamine  p o u v a n t  d6placer  let autres  groupes amin6s. 

E n  ce qui  concerne le glucagon, on peu t  supposer  qu ' i l  
air A r~agir avec  l 'un  des 616ments du ch61ate. E n  pr6sence 
d 'un  exc6s de groupes NH~ cet  6Mment se t r o u v a n t  d6j& 
engag6 dans la fo rmat ion  du ch61ate, ne pourra i t  plus 
par t ic iper  ~t ces r6actions. Cet te  concept ion pe rme t  de 
rendre  c o m p t e  du fair  que  l ' ac t ion  du glucagon soi t  plus 
faible chez les a n i m a u x  trai t6s & l ' iproniazide que  chez 
les an imaux  non trait6s. 

D ' a u t r e  par t ,  GE¥ e t  PL!~2TSCHER 5 ont  observ6 une 
augmen ta t i on  d 'ac ide  lac t ique  et  d ' ac ide  p y r u v i q u e  chez 
des a n i m a u x  apr~s in jec t ion  de cer tains  amines.  L ' ip ro-  
niazide exal te  cet  effet, don t  on peu t  d 'a i l leurs  supposer  
qu ' i l  refl~te une s t imula t ion  de la phosphorylase ,  Les 
r6sul tats  obtenus  par  GEY et  PLETSCHER sur le plan 
physiologique v o n t  dans l e s e n s  de l 'hypoth~se  formul6e. 

Zusammen/assung. Der  Einfluss  yon Iproniaz id  auf  das 
phosphory lase-ak t iv ie rende  Sys t em kennze ichne t  sich 
durch  nine E r h 6 h u n g  tier Adrenal in-  und  nine Verminde-  
rung  der  Glucagon-\Virkung.  Es  ist  m6glich, dass die 
Ka ta lyse  der  R ingb i ldung  aus A T P  in Gegenwar t  be- 
s t i m m t e r  Aminogruppen  durch  Ip ron iaz id  begi ins t ig t  
wird.  

F. MEYER 

Labovatoire de Biochimie, Institut de Biologic Physico- 
Chimique, Paris (France), le 17 ao~t 1961. 
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