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a l k y l a t i n g  agen ts ,  a n d  free rad ica l s  *. Y e a s t  a lcohol  de-  
h y d r o g e n ~ s e  is i n h i b i t e d  c o m p e t i t i v e l y  b y  p y r i d i n e  xa, 
s u b s t i t u t e d  ' p y r i d i n i u m  r ing '  c o m p o u n d s  ~,  a n d  t h e  a lky-  
I a t i n g  agen t ,  ch lo roqu ine  ~.  P h e n o l  a n d  s u b s t i t u t e d  p h e n o l s  
m a y  a c t  n o n - c o m p e t i t i v e l y ,  b u t  also h a v e  b e e n  s h o w n  to  
compete ,  w i t h  N A D  in  c e r t a i n  d e h y d r o g e n a s e  systems~% 
Alcohol  d e h y d r o g e n a s e  is i n a c t i v a t e d  b y  X - r a d i a t i o n  x7 
p r e s u m a b l y  b y  r ad i ca l  f o rma t ion ,  a n d  cys te ine  h a s  a 
l imi t ed  p r o t e c t i v e  effect  ss. I n  mode l  e x p e r i m e n t s ,  D i x o n  
p lo t s  i n d i c a t e d  t h a t  n ico t ine ,  a n d  t o  some ex t en t ,  phenol ,  
gave  c o m p e t i t i v e  i n h i b i t i o n  in t he  a b o v e  e n z y m e  sys tem,  
w h e r e a s  p y r i d i n e  a t  t h e  usua l  s m o k e  c o n c e n t r a t i o n  h a d  a 
negl ig ible  effect. I n a c t i v a t i o n  b y  n i co t ine  (PM com-  
ponen t ) ,  p y r i d i n e  (PM a n d  V P  c o m p o n e n t ) ,  h y d r o g e n  
cyan ide  or  c a r b o n  m o n o x i d e  (VP c o m p o n e n t s )  does  no t  
seem to  a c c o u n t  for t h e  o b s e r v e d  i n h i b i t i o n  b y  t h e  smoke  
phases .  

The  occur rence  of smal l  a m o u n t s  (1-2 vg /c igare t t e )  of 
pe rox ides  in  smoke  h a s  b e e n  c l a imed  ~, b u t  t h e i r  p resence  
could  n o t  be  c o n f i r m e d  b y  e n z y m a t i c  ana lys i s  in  t h e  
p r e s e n t  work.  H y d r o g e n  pe rox ide  (30 ~zg) i n h i b i t e d  b o t h  
in i t i a l ly  a n d  s u b s e q u e n t l y ,  b u t  d id  n o t  a c c o u n t  for  t h e  
overa l l  i nh ib i t i on .  U l t r a c e n t r i f u g a l  ana lys i s  a n d  ac ry l - ,  
a m i d e  gel e lec t rophores i s  of t h e  s m o k e - r e a c t e d  e n z y m e  
revea led  no  ev idence  for t h e  p resence  of d imer s  w h i c h  a re  
k n o w n  to  fo rm b y  r eac t ions  b e t w e e n  w e a k  o x i d a n t s  a n d  
s u l f h y d r y l  g roups  of p ro t e in s  ~0. However ,  d isul f ides  m a y  
also b e  fo rmed  i n t r a m o l e c u l a r l y  r a t h e r  t h a n  b y  d imer i -  
za t ion .  S t r o n g  o x i d a n t s  m a y  also r e a c t  w i t h  su l fhydry ls ,  
y ie ld ing  sulfinic,  sulfonic  a n d  r e l a t ed  acids w h i c h  are  n o t  
r educed  b y  a d d i t i o n  of cys te ine .  T h e  p resence  in c iga re t t e  
s m o k e  of b o t h  t y p e s  of o x i d a n t s  is p r o b a b l e  f rom t he  
ana lys i s  of t h e  va r ious  effects  of cys te ine .  

Zusammen[assung. Die H e m m u n g  de r  Alkot~oldehydro-  
genase  aus  Here  d u r c h  Z i g a r e t t e n r a u c h  b e r u h t  au f  ver-  
s ch i edenen  I n a k t i v i e r u n g s m e c h a n i s m e n .  Die  G a s p h a s e  
zeigt  e ine k o m p e t i t i v e  H e m m u n g ,  d ie  P a r t i k e l p h a s e  u n d  
de r  ganze  1Rauch e ine  gemisch t e  H e m m u n g .  D a  die H e m -  
m u n g  d u r c h  d e n  g a n z e n  R a u c h  n i c h t  de r  S u m m e  de r  
H e m m u n g e n  be ide r  P h a s e n  en t sp r i ch t ,  i s t  a n z u n e h m e n ,  
dass  W e c h s e l w i r k u n g e n  zwischen  d e n  I n h i b i t o r e n  u n d  
A n t a g o n i s t e n  vor l iegen.  
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Les  s i t e s  s u b c e l l u l a i r e s  d ' i n c o r p o r a t i o n  d u  1 - 1 4 C - L - f u c o s e  d a n s  l e s  g l y c o p r o t 6 i n e s  d e s  ce l lu l e s  
n o r m a l e s  et c a n c 6 r e u s e s  e n  c u l t u r e  i n  v i t r o  

Les  cel lules en  c u l t u r e  in  v i t r o  o f f r en t  u n  ma t6 r i e l  de  
cho ix  p o u r  la  r e c h e r c h e  des  s i tes  de  la  b i o s y n t h ~ s e  des  
g lycoprot~ines .  D a n s  des  t r a v a u x  an t~ r i eu r s  1,2, nous  a v o n s  
6 tudi6  l ' i n c o r p o r a t i o n  de  la  1-14C-D-glucosamine d a n s  les 
cellules f i b rob l a s t i ques  de  l ' e m b r y o n  de p o u l e t  e t  d a n s  
les cellules n6op las iques  d ' o r i g ine  h u m a i n e ,  souche  K B.  
Le  fueose  es t  6 g a l e m e n t  u n  c o n s t i t u a n t  de  n o m b r e u s e s  
g lycopro t6 ines  an imales ,  p l a s m a t i q u e s  ou  t i s su la i res  ~,4; 
c ' e s t  p o u r q u o i  Ie 1-x4C-L-fucose a d6j~ 6t6 ut i l is6 c o m m e  
p r 6 c u r s e u r  d a n s  les 6 tudes  su r  l eu r  b i o s y n t h ~ s e  s,s. Sa  posi-  
t i o n  t e r m i n a t e  d a n s  les cha ines  po l y s accha r i d i ques  des  
g lycopro t6 ines  conf~re u n  in t6 rS t  pa r t i cu l i e r /~  I ' 6 tude  des  
s i tes  cel lulai res  de  son  i n c o r p o r a t i o n  d a n s  les m a c r o -  
mol6cules.  

Les  cellules t ( B  7 ou les cellules f i b r ob l a s t i ques  de  
l ' e m b r y o n  de pou le t  2 son t  raises en  cu l tu re  d a n s  u n  mi l ieu  

l ' h y d r o l y s a t  de l a c t a l b u m i n e  s, en  f lacons  r ec t angu l a i r e s  
de  21 × 1 2 ×  5 c m  (bol tes  de Roux) ,  k r a i son  de 2 5 m l  
p a r  f l acon  c o n t e n a n t  4 × 10 ~ cellules K B  ou 25 × 106 
cellules f ib rob las t iques .  Apr~s  24 h ~ 37 °C, le mil ieu de  
cu l t u r e  es t  61imin6 e t  9 m l  de mi l ieu  Irais,  c o n t e n a n t  
0,1 vCi de 1-14C-L-fucose e t  0,1 BCi de 6-aH-D-glucosa - 
mine,  son t  i n t r o d u i t s  d a n s  c h a q u e  f l acon ;  apr~s  1 h de  
c o n t a c t  A 37°C, on  a j o u t e  20 ml  du  mi l ieu  sans  m a r -  
queur .  L a  cu l tu re  es t  pour su iv i e  p e n d a n t  20 ou 72 h, 

37°C. 

L a  r6col te  cel lula i re  es t  effectu6e ~ 0 °C, en  r e m p l a ~ a n t  
le mi l ieu  de  cu l t u r e  p a r  20 m l  de  t a m p o n  Tris 0 ,01M,  
p H  7,3, NaC1 0 ,15M,  d i i s o p r o p y l f l u o r o p h o s p h a t e  
0,0001WI, s accha rose  0 ,885J .  Le  f r a c t i o n n e m e n t  celtu- 
la i re  es t  r6alis6 d a n s  les cond i t i ons  p r 6 c 6 d e m m e n t  d6- 
cr i tesS;  o n  isole, ~ p a r t i r  du  s u r n a g e a n t  , p o s t - m i t o c h o n -  
d r i a b ,  3 f r ac t i ons  c y t o p l a s m i q u e s :  la  p h a s e  cy top las -  
m i q u e  n o n  p a r t i c u l a i r e  (S), les m e m b r a n e s  endop las -  
m i q u e s  (M) e t  les r i bosomes  (R). D a n s  ces 3 f rac t ions ,  on  
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Tableau L Incorporation du 1-~C-L-fueose et de la 6-SH-w-glueosamine clans les macromol6cules de la phase cytoplasmique non particu- 
laire (S), des membranes endoplasmiques (M) et des ribosomes (R) des eellules KB apr~s 20 h et 72 h de culture in vitro. 

Fractions R~partition de la Radioactivit~ sp6cifique (en cpm/mg) 
cyto- radioactivit6 totale Prot~ines 
plasmiques (%) 

20 h 72 h 20 h 72 h 

~C aH ~C aH ~4C aH ~C aH 

Fucosc Osamines 

20 h 72 h 20 h 72 h 

S 50 67 53 39 168 224 210 200 
M 50 33 44 60 1400 1150 840 1470 
R 0 0 3 1 400 280 

7,7 × 10 ~ 2,5 × 10 ~ 3 X 10 ~ 3,4 x 10 l 

Tableau II. Incorporation du 1-1*C-L-fneose et de la 6-ZH-D-glucos - 
amine darts lea maeromol~eutes de la phase eytoplasmique non parti- 
eulaire (S), des membranes endoplasmiques (M) et des ribosomes (R) 
des fibroblastes d'embryon de poulet apr~s 20 h de culture in vitro. 

Fractions 
cytoplas- 
miques 

R~partition Radioactivit6 sp6cifique {ca epm]mg) 
de la radio- 
aetivit~ totale Prot6ine Fueose Osamines 
(en %) 

~C ~H ~C ~H 

S 80 67 39 90 
M 20 33 22 100 
R 0 0 

3,6 × 10 ~ 1,5 × 10 a 

d6 te rmine ,  apr~s  d ia lyse  exhaus t ive ,  le t a u x  de  p ro t6 ine  ~, 
la  r a d i o a c t i v i t 6  due  au  x4C e t  au  3H et, lo r sque  cela es t  
possible ,  Ie t a u x  de  fucose e t  d ' o s a m i n e  3. 

Le  T a b l e a u  I r e n d  c o m p t e  des  r6su l t a t s  o b t e n u s  avee  
les cellules n6op las iques  K B .  L a  di f f6rence essent ie l le  
e n t r e  la  20e h e t  la  72e h de  cu l tu re  r6side d a n s  la  r6par -  
t i t i o n  de la  r a d i o a c t i v i t 6  t o t a l e  e n t r e  Ies f r ac t i ons  sub-  
ce l lu la i res ;  quet le  que  so i t  la  dur6e  de  la  cu l tu re ,  o n  re-  
t r o u v e  la  m 6 m e  q n a n t i t 6  de  rud ioac t iv i t6  ~4C due  au  
fucose  dans  les m e m b r a n e s  e t  d a n s  la  p h a s e  cy top la s -  
m i q u e  n o n  par t i cu la i re .  Au con t ra i r e ,  p o u r  la  glucosa-  
mine ,  la q u a n t i t 6  de r a d i o a c t i v i t 6  t o t a l e  es t  n e t t e m e n t  
p lus  61ev6e d a n s  les m e m b r a n e s  g la 72e h qu 'A la  20e h :  
on  p e u t  suppose r  que  la  p r6sence  de  r a d i o a c t i v i t 6  ~ la  
20e h co r r e spond  A u n e  ac t i v i t 6  de  b iosyn th~se ,  a lors  
qu 'A la  72e h,  elle e s t  due  ~ la  p r6sence  de  g lycopro t6 ines  
de  s t r u c t u r e  p r 6 a l a b l e m e n t  marqu6es .  O n  p e u t  d ' a i l l eu r s  
e x p l i q u e r  de  la  m ~ m e  m an i ~ r e  l ' a p p a r i t i o n  de  rad io-  
ac t iv i t6  d a n a  les r i bosomes  ~ la  72e h.  L a  r a d i o a c t i v i t 6  
sp6cif ique,  e n  1'C c o m m e  en  ZH, r a p p o r t 6 e  a u x  pro t6 ines ,  
r e s t e  t o n j o u r s  b e a u c o u p  p lus  61ev6e d a n s  les m e m b r a n e s :  
on  p e u t  en  conc lu re  qu ' i l  s ' ag i t  1~ du  p r i n c i p a l  s i te  d ' i nco r -  
p o r a t i o n  d u  fucose c o m m e  de  la  g l ucos am i ne  d a n s  les 
cel lules n6oplas iques .  

Le  T a b l e a u  I I  d o n n e  les r6 su l t a t s  o b t e n u s  avec  les 
cel lules f i b rob l a s t i ques  d ' e m b r y o n  de poule t .  Apr~s 20 h 
de  cu l tu re ,  o n  o b s e r v e  u n e  r 6 p a r t i t i o n  d e  la  r a d i o a c t i v i t 6  
t o t a l e  due  ~ la  6-~H-D-glucosamine  a n a l o g u e  ~ celle 
obse rv6e  darts  le cas  des  cel lules n6op la s iques  K B.  P o u r  
le 1-1*C-L-fucose, l ' e s sen t i e l  de  la  r a d i o a c t i v i t 6  t o t a l e  
a p p a r a i t  dana  la  f r a c t i o n  n o n  p a r t i c u l a i r e ;  c ' e s t  6gale- 
mer i t  darts c e t t e  de rn i6re  f r a c t i o n  que  la  r a d i o a c t i v i t 6  
sp6ci f ique  r a p p o r t 6 e  a u x  p ro t6 ines  e s t  la  p lus  ~lev6e: 

d i e  s e ra i t  donc  le si6ge de  l ' a c t i v i t 6  m 6 t a b o l i q u e  li6e a u  
fucose la  p lus  in tense .  

Ainsi ,  c o m m e  darts  le cas  d u  s6 rum e t  de  d ive r s  t i s sus  
du  r a t  n,s, le 1-1*C-L-fucose es t  u n  exce l l en t  p r 6 c u r s e u r  
p o u r  l ' 6 t ude  de  la b io syn th~se  des  g lycopro t6 ines  d a n s  
les cellules cul t iv~es  in vi t ro .  La  r a d i o a c t i v i t ~  sp~cif ique 
r a p p o r t 6 e  au  fucose es t  du  mSme  ordre  de g r a n d e u r  que  
celle r a p p o r t 6 e  k la g lucosamine .  L ' a n a l y s e  des  r6 su l t a t s  
o b t e n u s  m e t  en  6v idence  une  di f f6rence n e t t e  e n t r e  tes 
s i tes  d ' i n c o r p o r a t i o n  du  L-fucose selon la n a t u r e  n o r m a l e  
ou  canc6reuse  des  cellules 6tudi6es.  E n  effet ,  dana  le cas  
des  cet lules  n6op las iques  KB,  le fucose  s ' i n co rpo re  pr6-  
f~ ren t i e l l emen t  a u  n i v e a u  des  m e m b r a n e s  e n d o p l a s m i q u e s .  
A l 'oppos6,  d a n s  le cas  des  f i b rob l a s t e s  de  l ' e m b r y o n  de  
poule t ,  l ' e ssen t ie l  de  l ' i n c o r p o r a t i o n  d u  fucose a l ieu d a n s  
la p h a s e  c y t o p l a s m i q u e  n o n  pa r t i cu la i r e .  

Ce r6 su l t a t  con f i rme  la  d i f f6rence d6jh  observ6e  ~,~ 
e n t r e  les 2 t y p e s  de  cellules. De plus,  il es t  en  accord  avec  
l ' h y p o t h ~ s e  de  l ' i n d 6 p e n d a n c e  des  processus  d ' i n c o r p o r a -  
t i on  darts  les cel lules normalesX,2,a°-~: s u i v a n t  leur  posi-  
t i on  p lus  ou  m o i n s  i n t e r n e  au  sein des  chMnes  po lysac-  
cha r id iques ,  les g lucides  c o n s t i t u t i f s  des  g lycopro t6 ines  
p o u r r a i e n t  6 t re  incorpor6s  au  n i v e a u  des  r ibosomes ,  des  
m e m b r a n e s  e n d o p l a s m i q u e s  ou  de  l a  p h a s e  c y t o p l a s m i q u e  
n o n  pa r t i cu la i r e .  I1 e s t  log ique  d ' e n v i s a g e r  que  le fucose, 
s i tu6  en  pos i t ion  t e r m i n a l e ,  so i t  i ncorpor6  d a n s  c e t t e  
dern i~re  f r ac t i on  subcel lu la i re .  

Summary. P r o t e i n  mac romolecu l e s  in  w h i c h  t h e  1-14C- 
L-fucose is i n c o r p o r a t e d  ex i s t  in  non-spec ia l i zed  can -  
cerous  ( K B  s t ra in)  or  n o r m a l  (chick e m b r y o  f ib rob las t s )  
cells c u l t i v a t e d  in v i t ro .  T h e  p r e f e r e n t i a l  s i t e  of incor-  
p o r a t i o n  of t h i s  p r ecu r so r  is l oca t ed  a t  t h e  e n d o p l a s m i c  
m e m b r a n e s  for  c a n c e r o u s  cells a n d  in  t h e  cell s ap  for  
n o r m a l  cells. 
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