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DEPAuw a n d  PARMENTIER of t h e  Rega  I n s t i t u t e ,  
Louva in ,  Be lg ium (personal  com m un i ca t i on ) .  These  
au tho r s  found  t h a t  lac tose  i n h i b i t s  t h e  f o r m a t i o n  of 
copros t ano l  b y  Eubacterium ATCC-21408 (a n o v a  species 
i so la ted  f rom r a t  fecal con ten t s ,  w h i c h  has  A~-steroid 
r educ ing  capac i t y  x3) w h e n  i t  is p r e s en t  in  mixed  cu l tu res  
w i t h  Clostridium (C1-8), Escherichia coli or Streptococcus 
/aecalis. 

The  exac t  m e c h a n i s m  of sugar  i n h i b i t i o n  of 5/%re- 
duc t i on  is no t  known.  I t  could  be  a n  effect  on  t h e  specific 
bac t e r i a l  f lora because  of a decrease  in t he  p H  of t h e  incu-  
b a t i o n  m e d i u m  due  to  t h e  f e r m e n t a t i o n  of t h e  sugar  b y  
ti le bac te r ia .  I t  also could be  a ' c a t abo l i t e  repress ion  effect '  
of sugars  long k n o w n  in t h e  mic rob ia l  g r o w t h  a n d  m e t a b -  
ol ism 1~. S tudies  are in  progress  to  e luc ida te  t he  n a t u r e  
of i nh ib i t i on  b y  sugars  of copros tano l  fo rmat ion .  Th i s  
i n h i b i t i o n  could h a v e  phys io logic  s ignif icance since 
5$-s tanol  is a m a j o r  n o n a b s o r b a b M  p r o d u c t  of choles tero l  
exc re t ed  in  t h e  feces ~s. 

Zusammen/assung. Nachweis ,  dass  die 5/~-Reduktion 
yon  [l~C]Cholesterol homogen i s i e r t e r  FXces d u r c h  Milch, 
Lak to se  u n d  Ga lak tose  g e h e m m t  wurde,  wobe i  die H e m -  
m u n g  unspez i f i sch  wa r  u n d  a u c h  m i t  a n d e r e n  Zucke rn  er- 
zielt  werden  konn te .  
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Biosynth~se des glycoprot6ines dans les cellules infect6es par un Arbovirus III. 
Influence des conditions de la multipl ication virale et de la concanavaline A 

Des travaux ant6rieursX, 2,3 ont montr6 qu'au cours 
de la multiplication d'un Arbovirus (virus Sindbis) dans 
les f ib rob las t e s  d ' e m b r y o n  de poulet ,  les ac t iv i t6s  de  
b io syn th6se  g lycopro t6 in ique  6 t a i en t  c o n s i d 6 r a b l e m e n t  
augment4es .  Le p h 6 n o m 6 n e  se man i f e s t e  e s sen t i e l l emen t  
au  n i v e a u  des s t r u c t u r e s  microsomiques .  I1 est  sp6ciale- 
m e n t  ne t  dans  le cas des g lucosaminy l - t r ans f6 rases  x e t  des 
m a n n o s y l . t r a n s f 6 r a s e s  ~, 3. P o u r  ce de rn ie r  sys t~me enzy-  
ma t ique ,  on  a mont r6 ,  en  mi l ieu  acel lulai re  de bio-  
syn thgse  in  v i t ro ,  les diff6rences s ign i f ica t ives  en t r e  la 
m a n n o s y l - t r a n s f 6 r a s e  des  cellules sa ines  et  son homologue  
des cellules infect6es,  p o u r  ce qui  concerne  la c in4t ique,  
l ' in f luence  du  p H  e t  de la t e m p 6 r a t u r e ,  les c o n s t a n t e s  de 
Michael is  ( subs t r a t  G D P - m a n n o s e ) ,  les effets  des ca t ions  
d iva len t s ,  des nuc l6ot ides  e t  nucl~osides-di-  e t  t r i phos -  
pha t e s ,  des a n t i b i o t i q u e s  e t  des  d6 te rgen t s  m o d i f i a n t  les 
s t r u c t u r e s  m e m b r a n a i r e s  (Tr i ton  X-100).  

I1 a p a r u  i n t6 re s san t  de pr~ciser  l ' i n f luence  de p lus ieurs  
p a r a m ~ t r e s  de cu l tu re  cel lulaire  ou de f o n e t i o n n e m e n t  
e n z y m a t i q u e  sur  ce t t e  h y p e r a c t i v i t 6  de g lycosy la t ion  
a p p a r a i s s a n t  dans  les cellules infect6es  p a r  l 'Arbov i rus .  

Les cellules I i b rob la s t i ques  d ' e m b r y o n s  de pou le t  
s de 10 jours  son t  cul t iv6es  en  couche  monoce l lu la i re  
en  pr6sence d ' u n  mil ieu k l ' h y d r o l y s a t  de l a c t a l b u m i n e  
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Fig. 1. Activit6 mannosyl-transf4rase microsomique en relation avec 
la durde de l'infection virale. 

darts des cond i t ions  p r 6 c 6 d e m m e n t  d6crites4, s. L ' A r b o -  
v i rus  du  g roupe  A uti l is6 (virus  Sindbis ,  souche  AtZ 339), 
e n t r e t e n u  sur  c e r v e a u x  de souris,  es t  i n t r o d u i t  darts les 
cu l tu res  cel lulaires 5~ la  36e h, sous la  fo rme  de 3 m l  d ' u n e  
suspens ion  c o n t e n a n t  5 x 10 s P .F .U . /ml ,  p o u r  u n  t a p i s  
cel lulaire  de 15 X 10 e cellules env i ron .  Apr6s  4 h de mul t i -  
p l i ca t ion  virale,  les cellules son t  r6coit6es p a r  proc6d6 
m6canique ,  puis  mises el1 suspens ion  en  t a m p o n  Tris-HC1 
0,05 M,  p H  7, saccharose  0,25 M,  MgC12 0,001 M.  Les 
cellules son t  ensu i te  broy6es  en  mil ieu r6frig6r6 5  ̀ l ' a ide  
d ' u n  homog6n6 i seur  ( U l t r a - T u r r a x  T P  18/2), f o n c t i o n n a n t  
sous 220 V, p e n d a n t  40 sec en  6 tapes  f rac t ionn6es .  Les 
noyaux ,  les m i t o c h o n d r i e s  e t  les cellules n o n  broy6es  sont  
s6d iment4s  en  15 m i n  5  ̀ 10000 g. Les mic rosomes  son t  
o b t e n u s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  de 60 ra in  ~ 198500 g e t  
conserv6s  p a r  cong~la t ion  5  ̀ - -193  ~ 

Les sys t~mes  mic rosomiques  de  biosynth&ses des 
g lycopro t4 ines  c o m p r e n n e n t :  200 ~xl de la  suspens ion  de  
mic rosomes  en  t a m p o n  Tris-maldate 0,05 M,  p H  6, 
c o n t e n a n t  2 5  ̀3 m g  de p ro t4 ines  p a r  mil l i l i t re ,  dos6es p a r  
la  m 6 t h o d e  de LOWRY et  coll. 6 ; 10 ~1 de MnC12 (concent ra -  
t i o n  f ina le  5 • 10 -3 M ) ;  10 txl d ' u n e  so lu t ion  c o n t e n a n t  
1 , 3 •  -4 t~mole de G D P - m a n n o s e  14C ( u n i f o r m 6 m e n t  
marqu6 ,  ac t iv i t6  sp6cif ique 154 v.Ci/~M, N E N  Corpora-  
t ion ,  USA).  Les i n c u b a t i o n s  son t  r4alis6es ~ 30~ Au 
t e r m e  du t e m p s  de b iosynth6se ,  les macromol6cu les  
g lycopro t6 in iques  son t  pr6cipi t6es  p a r  a d d i t i o n  d ' ac ide  
t r i ch lo rac6 t ique  ( concen t r a t i on  f ina le  p / v  10%) sur  f i l t re  
en  f ibre  de ver re  ( W h a t m a n  Glass  Paper ,  GF /B) .  Les  
pr6cipi t6s  son t  lav4s p a r  u n  m61ange m 6 t h y l a l / m 6 t h a n o l  
(4/1), puis  s6ch6s p e n d a n t  1 h 5. 100~ L a  r a d i o a c t i v i t 6  
es t  4valu6e en f lacons  normal i s6s  de c o m p t a g e  en  pr6sence 
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Fig. 2. Aetivit6 mallnosyl-transf6rase en 
relation avee le taux d'infectiosit6 virale. 
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Fig. 3. Comparaison des activit6s de biosynth6se protdinique par les 
systbmes mierosomiques de cellules sallies et infeet6es. 

de 5 ml  de l iquide  sc in t i l l a t eu r  ( P P O  5 g, din~6thyl-  
P O P O P  0,3 g, to lu6ne  1 l i tre)  d a n s  u n  c o m p t e u r  & scin- 
t i l l a t i on  l iqu ide  (Tr i -Carb Packa rd ) .  

Les t a u x  de g lycosy la t ion  des accep teurs  p ro t6 in iques  
endog6nes  on t  6t6 d6 te rmin6s  ell f onc t ion  du  t e m p s  
s u i v a n t  l ' i n o c u l a t i o n  du  v i rus  darts les cellules, I1 a p p a r a l t  
sur  la f igure  1, une  616vation progress ive  de l ' a c t iv i t6  
m a n n o s y l - t r a n s f 6 r a s e  mic rosomique ,  a t t e i g n a n t  u n  m a x i -  
m u m  & la 4e h apr6s  l ' in fec t ion ,  e t  r e t r o u v a n t  & p a r t i r  de 
la 6e h, u n  t a u x  vo is in  de celui  observ6  avec  les enzymes  
ex t r a i t s  des cellules t6moins .  

E n  f a i s an t  v a r l e t  la dose de v i rus  inocul6 dans  les cellules, 
on  obse rve  que  l ' h y p e r a c t i v i t 6  m a n n o s y l - t r a n s f 6 r a s e  est  
en  b o n n e  corr61ation avec  le p o u v o i r  in fec t i eux  du  v i rus  
(figure 2). 

La  f igure  3 m o n t r e  que  l ' h y p e r a c t i v i t 6  de b io syn th6se  
g lycopro t6 in ique  (mannosy l - t r ans f4 rase )  n ' e s t  pas  due  

un  exc6s de b io syn th6se  de l ' a c c e p t e u r  p ro t6 in ique  
endoggne,  c o m m e  l ' o b j e c t i v e n t  les c in6t iques  d ' i nco rpo ra -  
t i on  d ' amino -ac ide s  laC p a r f a i t e m e n t  i den t iques  p o u r  les 
mic rosomes  des cellules saines et  ceux des cellules infect6es.  

L ' 6 t u d e  p a r  61ectrophor6se en gel de po lyac ry l amide -  
dod6cylsu l fa te  de sod ium selon la t e c h n i q u e  de WEBER et  
OSBOI~NL apr6s  co lo ra t ion  des g lycopro t6 ines  selon 
GLOSSMANN et  coll. 8, condu i t  aux  r6su l t a t s  schdmat i s6s  
sur  la f igure  4 qui  m e t t e n t  en  6vidence une  diff4rence des 
v i tesses  de m i g r a t i o n  des classes g lycopro t6 in iques  
syn th6 t i s6es  p a r  les mic rosomes  des cellules saines  et  
infect6es.  

L ' i n t r o d u e t i o n  de c o n c a n a v a l i n e  A, ~t la dose de 
50 a g / m l  de mil ieu de cu l tu re  cellulaire,  en re&me t e m p s  
que le v i rus  (ou 1 h apr6s),  suivie  d ' u n e  mesure  de 
l ' a c t iv i t6  m a n n o s y l - t r a n s f 6 r a s e  mic ro somique  aprgs  4 h 
de m u l t i p l i c a t i o n  v i ra le  en phase  exponent ie l le ,  condu i t  
a u x  r4su l t a t s  r appo r t6 s  dans  le t ab l eau .  

I1 appa ra i t ,  & la  sui te  de ces d i f f6rentes  o b s e r v a t i o n s :  
1. Que l ' h y p e r a c t i v i t 6  de g lycosy la t ion  (mannosy l -  

t ransf6rase)  est  en  corr61ation avec  la  c in6 t ique  de 
m u l t i p l i c a t i o n  virale.  

2. Que ce m~me p h 6 n o m 6 n e  es t  6ga lemen t  en corr61ation 
avec  le coeff ic ient  d ' infec t ios i t6 .  

3. Qu ' i l  s ' ag i t  d ' u n e  ac t iv i t6  t o u c h a n t  sp6c ia lement  les 
t r a n s f e r t s  glucidiques,  sans  r e l a t i on  avec  une  mod i f i ca t ion  
du  t a u x  de l ' a c c e p t e u r  p ro t6 in ique ,  ce qu i  conf i rme  nos  
p r6c6den tes  o b s e r v a t i o n s  sur  l ' absence  d 'e f fe t  de la 
p u r o m y c i n e  et  du cyc lohex imide  2, ~. 

4. Que l ' h y p e r g l y c o s y l a t i o n  e n t r a i n e  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  
classe de g lycopro t6 ines  a b s e n t e  des cellules saines.  

7 K. WEBER et IV[. 0SBORN, J. biol. Chem. 244, 4406 (1969). 
8 H .  GLOSSMANN, D.  M. NEVILLE, JUN.,  J .  biol. Chem. 246, 6339 

(1971). 
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Fig. 4. S6paration par 61ectrophor6se ell gel de polyacrylamide 
(avee sodium-dod6eyl-sulfate) des glyeoprot6illes synth6tis6es 
ill vitro par les syst6mes mierosomiques des cellules saines et 
illfeet6es. 
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5. Que Fact ion de la concanaval ine  A se t r adu i t  pa r  une 
hyperac t iv i t6  mannosyl - t rans f6rase  ne t t e  chez les cellules 
t6moins  et  encore plus mani fes te  chez les cellules infect6es, 

Influence de la concanavaline A (50 ~xg/ml) en culture cellulaire 
normale et infect6e, sur l'activit6 mannosyl-transf6rase microso- 
mique, mesur4e 4 h apr6s l'inoculation virale. Les r6sultats sont ex- 
prim6s ell poureentage d'augmentation d'activit4 enzymatique par 
rapport aux t4moins 

Eehantillon % d'augmentation 
d'aetivit6 mannosyl-transf6rase 
microsomique 

su r tou t  si la mul t ip l ica t ion  virale d6bute  a v a n t  l ' in t roduc-  
t ion  du p rodu i t  darts le milieu de cul ture cellulaire. Ce 
r6sul ta t  est  en tr6s bonne  corr61ation avec les observa t ions  
de AIJBERu et  coll. 9 sur la s t imula t ion  des b iosynth6ses  
dans  les l ymphocy te s  humains ,  les h f p a t o c y t e s  et  les 
f ibroblas tes  d ' e m b r y o n s  de poulet .  

Summary. Glycoprote in  b iosynthes i s  in Arbovi rus  in- 
fected cells, dur ing  virus mul t ip l ica t ion,  mannosy l -  t rans -  
ferase ac t iv i ty ,  on endogenous  acceptor ,  is enhanced.  A 
new glycoproteic  class appears .  Concanaval in  A increases 
th is  mannosy l - t r ans fe rase  s t imulat ion.  

CHRISTINE FROGER e t  PIERRE LOUISOT 

Cellules saines 
+ concanavaline A + 25% 

Cellules infect6es + 30% 

Cellules infect6es 
+ concanavaline A + 28% 

Cellules infect6es 
+ concanavaline A + 50% 
1 h apr6s le  virus 
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Formation of Polycrystalline Aggregates in Mineral and Biological Systems 

Polycrys ta l l ine  aggregates  w i th  vary ing  degrees of 
prefer red  or ien ta t ion  are found b o t h  in minera l  and  
biological sys tems,  e.g. sa t in  spar  and  bone. Prefer red  
or ien ta t ion  in minera l  aggregates  is general ly associa ted 
wi th  s t ra tas  t h a t  have  undergone  flow in the  past .  The 
prefer red  or ien ta t ion  of apa t i t e  in bone is general ly  
assumed to result  f rom or iented crys ta l l iza t ion on collagen 
fibres. To explain  the  observed age- re la ted  changes  in the  
prefer red  or ien ta t ion  of apa t i t e  in bone, it  has  recent ly  
been suggested t h a t  it  is due to  a l t e rna te  s t ressing and 
re laxa t ion  of the  bone dur ing  usage1. I t  seems possible 
t h a t  a s imilar  mechan i sm m a y  also be opera t ive  in the  
case of some minera l  sys tems,  e.g. evapor i te  and  a 
mode ra t e  overall  s tress level will be sufficient.  

To t e s t  the  above  suggestions,  t he  react ion of poly-  
crysta l l ine  gypsum  aggregates  to cyclic compress ion has 
been s tudied.  Test  pieces of polycrys ta l l ine  gypsum were 
made  f rom plas te r  of Par is  and  water .  The t es t  pieces 
were 6 cm long and  3 cm d iamete r  cylinders,  e i ther  solid 
or hollow. The wall th ickness  of the  hollow cyl inders  was 

5 mm.  On the  upper  end of each t es t  piece was placed a 
meta l  disc w i th  a 2 m m  r im to  keep it in place. To 
p ro t ec t  the  cyl inder  f rom being worn  away  by  the  rim, 
a piece of adhesive  t ape  was wound  round  its upper  end, 
The cyl inder  was t h e n  placed on a pe r spex  p la te  and  
mois t  co t ton  wool was packed  round  i t  to p r ev en t  d ry ing  
out  dur ing  the  exper iment .  In  some exper iments ,  a 
f ixed load was placed on the  me ta l  disc for the  ent i re  
period. In  o ther  exper iments ,  a 200 g cyl indr ical  load 
(diameter  15 mm) was mechanica l ly  d ropped  on to  t he  
me ta l  disc, f rom a he igh t  of 2 ram, 15 t imes  a minute .  
The load could be d ropped  e i ther  axially or off-axial ly on 
to  t he  meta l  disc. W h e n  an expe r imen t  was finished, the  
gypsum cyl inder  was dr ied and a t h in  wedge-shaped  
piece was cleaved out  a t  abou t  half  he igh t  of the  cylinder.  
Tile ' cu t t ing  edge '  of the  wedge was a lways normal  to the  

1 S. CHATTERJI, J. C. WALL and J. W. JEFFERY, Experientia 28, 
156 1972). 

Type of cylinder Load Period of stressing Type of stress Position of the wedge I max ~ Remarks 
(g/era ~) (days) 

I mill 

Solid 28 28 Static Middle 1 Random 
Solid 28 14 Axial Middle 1 . 5 Small degree of orientation. 
Hollow 50 14 Axial Middle of the wall 2 Small degree of orientation. 

The degree is uniformed round the 
circumference 

Hollow 50 14 Eccentric 3 cms vertically below 3 Fairly high degree of orientation. 
the point of impact 

Hollow 50 14 Eccentric Diametrically opposite 1 Random. Same cylinder as the 
position to the above above sample. 
sample 

1 max denotes the intensity maximum in the 020 reflection of gypsum; 1 miu denotes the intensity minimmn in the 020 reflection of gypsum 


