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[~D + 1 5 5  ~ 0.2% in CHCla) which  was ident ica l  w i t h  
( - - ) -~ -gu r junene  ([e]D --227 o) excep t  t h a t  the  sign of t he  
opt ica l  r o t a t i o n  was opps i te  1~, Thus ,  th i s  t r icycl ic  
a, f l -unsa tu ra ted  ke tone  was e s t i m a t e d  as e n a n t i o m e r i c  
( q-)-cyclocolorenone (II). 

Zusammenfassung. Aus den  H e x a n e x t r a k t e n  yon Pla- 
giochila acanthophylla subsp.  /aponica w u r d e n  ( - - ) -Ma-  
a l ioxid  und  ( + ) -Cyc loco lo renon  isoliert .  Diese Verb in -  
d u n g e n  s ind e n a n t r o m e r  zu den jen igen ,  die aus  h 6 h e r e n  
P f l anzen  e r h a l t e n  worden  sind.  

13 M. PALMADE, P. PESNELLE, J. STREITH and G. OURISSON, Bull. 
Soc. Chim. fr. f963, 1950. 
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Activit6 phosphatasique acide chez Saprolegnia 

La  r6gu la t ion  de l ' ac t iv i t6  p h o s p h a t a s i q u e  p a r  la 
c o n c e n t r a t i o n  d ' o r t h o p h o s p h a t e  darts le mi l ieu  de cu l tu re  
a 6t6 d6cr i te  chez de n o m b r e u x  organismes .  La  pr6sence 
de g rande  q u a n t i t 6  de p h o s p h a t e  r6du i t  l ' a c t iv i t6  
e n z y m a t i q u e  des levures  (WEINBERG et  ORTON 1; SCHIJRR 
e t  YAGIL e ; TOUI~aI, ]3ENJI~LLOUN et  BONALY 3) e t  p r o v o q u e  
auss i  la d i spa r i t i on  de ce r t a ines  i soenzymes  chez Asper- 
gillu s nidulans (DoI~N et  RIVERA 4) et  Neurospora crassa 
(HOCHBERO et SARGENTS). 

Le f luorure  de sod ium est  u n  inh ib i t eu r ,  in  vi t ro ,  des 
ac t iv i t6s  p h o s p h a t a s i q u e s  acides. Ainsi  chez  Dictyostelium 
discoideum g la c o n c e n t r a t i o n  de 0,03 M, il i n h i b e  92 
95% de l ' ac t iv i t6  e n z y m a t i q u e  (GEzELIUSS). Mais Fac t i on  
de cet  i n h i b i t e u r  va r i e  selon I 'or igine des enzymes :  53% 
d ' i n h i b i t i o n  pou r  celles du  foie, 96% pour  celles de la 
p r o s t a t e  et  8% pou r  celles des 6 ry throcy tes ,  mais  auss i  
selon les pH,  r6v61ant a ins i  l ' ex i s t ence  d ' i soenzymes  plus  
ou raDius sensibles  (PEARSEV). 

A la c o n c e n t r a t i o n  de 2 g/l, cet  i n h i b i t e n r  p rovoque  une  
for te  d i m i n u t i o n  de la v i tesse  de  croissance des h y p h e s  de 
Saprolegnia mono~ca sans  tou te fo i s  af fecter  le p h 6 n o m 6 n e  
de r a m i f i c a t i o n  (FEvRES). 

NOUS avons  vou lu  voi r  si le f luorure  de sod ium (NaF) 
p e r t u r b e  l ' ae t iv i t6  p h o s p h a t a s i q u e  acide q u a n d  il est  
add i t i onn6  au mil ieu de cul ture ,  e t a v o n s  compar6  son 
effet  X celui d ' u n  i n h i b i t e u r  connu  de la syn th6se  des 
pro t6 ines  s, la DL-para f luoroph6nyla lan ine  (DLpFPA). 

Maldriel et mdthodes. La  souche de Saprolegnia mono~ca 
P r i n g s h e i m  N ~ 53967 Dick  a 6t6 o b t e n u e  au Cen t raa l  
B u r e a u  voor  Sch immelcu l tu re s  de B a a r n .  L a  cu l tu re  en 
mil ieu l iqn ide  est  fa i te  sur  mil ieu s y n t h 6 t i q u e  de MACHLIS ~. 
Apr6s croissance ~ 25 ~ p e n d a n t  4 jours,  les myc61iums 
son t  r6cnp6r6s p a r  f i l t ra t ion ,  lav4s ~ l ' eau  disti l l6e 
st6ri le puis  lyophilis6s.  Les p ro t6 ines  son t  ex t r a i t e s  darts 
du  t a m p o n  Tris p H  7,4, en  pr6sence de sable  de q u a r t z  et  

mono~ca Pringsheim 

les analyses sont faites avec les surnageants issus des 
centrifugations X 25000 g. L'activit6 enzymatique est 
d6termin6e par la mesure k 420 nm du paranitroph6nol 
lib6r6 (m6thode de SCHURR et YAGIL ~) g partir du substrat 
paranitroph6nyl phosphate (i mg/ml) dissout dans du 
tampon ac6tate pH 4. A i ml de la solution de substrat est 
additionn6 0,5 ml d'extrait prot6ique. Apr6s incubation 
de 30 ~ 60 rain k 30 ~ la r6action est stopp6e et la colora- 
tion r6v616e par addition de 2 ml de soude normale. 

Les 61ectrophor6ses en gel de polyacrylamide ont 4t6 
men6es selon la technique de DAvIs10. La r6v61ation des 
b a n d e s  s ae t iv i t6  p h o s p h a t a s i q u e  est  fa i te  selon la 
m 6 t h o d e  de BR~WBAK~R n.  Les gels son t  mis  /~ i ncube r  
darts la so lu t ion  s u i v a n t e  : 100 ml  de t a m p o n  ac6 ta te  p H  5, 
1 g de NaC1, 0,250 g p o l y v i n y l  pyr ro l idone ,  0,100 g de 
6 b e n z o y l - 2 - n a p h t y l p h o s p h a t e ,  0,1 g fas t  b lue  Base  sa l t  
e t  10 gou t t e s  KC1 10 %. Les e n r e g i s t r e m e n t s  p h o t o d e n s i t o -  
m6 t r iques  son t  fairs  ~ l ' a ide  d ' u n  appare i l  V i t a t r o n .  

Rdsultats. Les cu l tu res  r6alis6es en pr6sence  de f lnorure  
de sod ium poss6den t  une  "ac t iv i t6  p h o s p h a t a s i q u e  t r6s  
faible, 8 ~ 13% des t6moins ,  compar4s  au  t a u x  de prot6-  
ines globales  pr6sen tes  dans  le myc61inm (64, 2 des t6moins) .  
I1 semble  y avo i r  une  i n h i b i t i o n  s61ective de ces enzymes  
(ou de leur  act iv i t6)  i n d 6 p e n d a n t e  de l ' a c t i on  du N a F  
c o m m e  i n h i b i t e u r  des syn th6ses  p ro t4 iques  (SAM~SHIMA ~a) 
(Tableau  I). Au con t r a i r e  la DLpFPA inh ibe  d ' u n e  man i6 re  
c o m p a r a b l e  l ' a c t iv i t6  e n z y m a t i q u e  e t  Ia syn th6se  des 
pro t6 ines  (Tableau  I). 

Conna i s san t  l ' a c t i on  in v i t ro  du  NaF ,  il est  possible  
d ' env i s age r  que l ' i n h i b i t e u r  r6duise s e u l e m e n t  l ' ac t iv i t6  
des enzymes  t o u t  en  6 p a r g n a n t  leur  syn th6se .  L a  mise  
en  pr6sence du N a F  et  des p h o s p h a t a s e s  aeides  se ra i t  
p a r t i c u l i 6 r e m e n t  efficace au  cours  des processus  d ' e x t r a c -  
t i on  m a s q u a n t  a ins i  au  cours  des t e s t s  la v6 r i t ab l e  ac t iv i t6  
e n z y m a t i q u e .  

Tableau I. Saprolegnia monoica Pringsheim. Activit6 phosphatasique 
suivant les conditions de culture 

Milieu de culture Activit6 Prot4ines/mg 
phosphatasique myc61ium (%) 
acide (%) 

T6moin 100 100 
+ NaF(2 g/l) / 8,4 64,2 

13,6 
+ DL para fluoro ph6nylalanine 51,3 48 
(0,1 g/l) 
Phosphates (0,2 g/l) 239 40 
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Tableau II. Saprolegnia mono{ca Pringsheim. Action du fluorure de sodium sur l'activit6 phosphatasique acide 
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Milieu de culture Activit~ phosphatasique aeide (%) 

Apr~s extraction Apr~s stockage Apr~s dialyse contre Rapport B/A 
(A) (40 h ~ --20 ~ H~O (40 h 5 4 ~ (B)) 

T6moin ~100 91,7 92,9 0,91 
[100 92,8 93,9 0,92 

+ NaF (2 g/l) / 8,4 8,3 216 25,7 
/ 13,6 15 277,5 20,4 

Activitds enzymatiques et quantitg de prot~ines des t6moins sont ramen6es t~ 100% et servent de r6f6rence pour la eomparaison avec les 
autres cas. 

Pour  rgpondre ~ ces questions,  nous avons  dialys6 les 
ex t ra i t s  prot6iques contre  l 'eau distill6e pendan t  40 h 
4~ afin d'61iminer le N a F  pr6sent. Chez les t6moins,  le 
s tockage des ex t ra i t s  au froid ou la dialyse p rovoque  
aprSs ce t te  p6riode une per te  d ' ac t iv i t6  assez faible 
(moins de 10~o). Par  contre,  pour  les cultures obtenues en 
pr6sence NaF,  l ' ac t iv i t6  d6cel6e apr~s dialyse est de 20 t~ 
25 lois sup6rieure ~ celle des ex t ra i t s  stock6s au froid et 
ceux utilis6s aussi t6t  apr~s extract ion.  Dans chaque cas 
cet te  act ivi t6  est sup6rieure tt celle t rouv6e chez les t6moins 
(Tableau II) .  Ainsi  le f luorure de sodium bloque l ' ac t iv i t6  
des phosphatases  acides qui" sont  pr6sentes en plus grande 
quant i t6  que chez les t6moins.  

Pour  savoir  si la plus grande act ivi t6  enzymat ique  
d6cel6e apr~s dialyse correspond 5, une s t imula t ion  de 
synthgses d ' i soenzymes  d6jS. pr6sents ou ~ 1 'appari t ion de 
nouvelles mol6cules enzymat iques ,  nous avons  r6v616 les 
act ivi t6s  phosphatas iques  apr~s 61ectrophor~se sur gel de 
po lyacry lamide  des ex t ra i t s  prot6iques (Figures I e t  2). 

Chez les t6moins,  il est possible de d6celer deux bandes 
a) et b) d 'ac t iv i t6  enzymat ique .  Chez les cultures r6alis6es 
en pr6sence de NaF,  le profi l  enzymat ique  est diff6rent 
avec la per te  de la bande a), le renforcement  d ' ac t iv i t6  
de la zone b) et  1 'appari t ion d 'une  nouvel le  zone c). Par  
contre  la DLpFPA ne modif ie  pas la composi t ion enzyma-  
t ique  et  l 'on  re t rouve  les bandes a) et  b) pr6sentes chez les 
t6moins.  

Apr~s 61ectrophor~se des ex t ra i t s  prot6iques des cultures 
t6moins et  des cul tures  faites en pr6sence de NaF ,  
l ' addi t ion  de f luorure de sodium (2 mg/ml)  au mil ieu 
d ' incuba t ion  des gels, p rovoque  la presque to ta le  dispa- 
r i t ion de l ' ac t iv i t6  enzyma t ique  et  seule la bande  b) est 
encore d6celable (Figures 1 et  2). Ceci t endra i t  ~ p rouver  
que seule l ' ac t iv i t6  de l ' i soenzyme b) est dos6e dans les 
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Fig. 1. Saprolegnia mono~c~ Pringsheim. Phosphatases acides r6vdl~es 
apr~s 61ectrophor~se en gel de polyacryiamide, l. Milieu d'in<ubation 
normal. 2. Milieu d'incubation plus NaF (2 mg/ml). 

ex t ra i t s  non dialys6s des cultures r6alis6es en pr6sence de 
NaF.  

Ainsi  le f luorure de sodium inhibe l ' ac t iv i t6  phospha-  
tas ique  acide mais p rovoque  l ' appar i t ion  d 'une  isoenzyme 
et  la d ispar i t ion d 'une  autre.  

De~ cultures r6alis6es sur mil ieu con tenan t  peu de 
phospha te  (0,2 g/l  de KH~PO 4 contre  1,36 pour  les t~- 
moins) possSdent une ac t iv i t6  phospha tas ique  plus de 
deux fois sup6rieure ~ celle des t~moins (Tableau I). 
Apr~s 61ectrophorSse, on peu t  d6celer les 3 isoenzymes 
a), b), c), et  un renforcement  g6n6ral de leur ac t iv i t6  
(Figures 1 et 2). La  carence en phospha te  ou la pr6sence 
de N a F  dans le mil ieu de cul ture  p rovoque  l ' appar i t ion  
de l ' i soenzyme c) absente  dans le cas des cultures t6moins.  

Discussion. La pr6sence de Iluorure de sodium dans le 
mil ieu de cul ture  p rovoque  une forte inhibi t ion de l ' ac t iv i t6  
phosphatas ique  acide des ex t ra i t s  prot6iques de Sapro- 
legnia mono~ca Pringsheim. Cependant  Fact ion de cet  
inh ib i teur  est plus marqu6e sur le fonc t ionnement  que 
sur la synth~se des enzymes  car apr~s dialyse les act ivi t6s  
enzymat iques  dos6es sont  plus fortes que chez les t6moins.  

@ b @ 
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- Phosphates (1) 
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Fig. 2. Sc@roZegnia mono~ca Pringsbeim. Enregistrements photodensi- 
tom6triques des activit6s phosphatasiques acides. 1. Apr&s incubation 
dans un milieu normal. 2. Apr~s incubation en pr6sence de NaF 
(2 mg/ml). 
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Le N a F  modif ie  aussi le profil  enzyma t ique  par  
l ' appar i t ion  de l ' i soenzyme c) don t  la synth~se est  
fonct ion de la quant i t6  de phospha te s  du milieu de culture.  
E n  pr6sence d ' une  grande  quant i t6  de phospha te s  cet te  
isoenzy, m e e s t  absen te  mats  appara i t  darts le cas d 'une  
carence.  I1 est  possible que Ie N a F  en inh iban t  les act ivi t6s  
phospha tas iques  place le myc61ium dans  des condi t ions  
de carence en phospha te s  et  en t ra ine  la d6rfpress ion de 
l ' i soenzyme c). La NaF,  en emp6chan t  les r6act ions 
enzymat iques  pour ra i t  laisser in t ac t  dans  le myc6Iium un 
subs t r a t  non m6tabolis6 capable  alors de r6pr imer  
l ' enzyme  a). 

Nous n ' avons  pas d6termin6 ni pr6cis6 le t ype  de 
phospha ta se  acide qui serai t  soumis ~ une telle r6gula- 
t ion.  Mats ttEREDIA ~ dis t ingue chez les levures deux types  
de phosphomono6s t6rases  X r61e physiologique diff6rent,  
l 'une  6taut  r@ress ib le  e t  d @ e n d a n t e  du p h o s p h a t e  
externe,  l ' au t re  cons t i tu t ive  in t e rv iendra i t  dans  le 
mgtabol i sme interm6diaire .  

Summary. Nab" inhib i t s  t he  phospha ta s i c  act ivi t ies  of 
myce l ium Saprolegnia monogca b u t  br ings  abou t  the  
repress ion of isozyme c, as does a p h o s p h a t e  deficiency. 
DLpFPA inhib i t s  in a same m a n n e r  the  enzymat i c  
phospha ta s i c  ac t iv i ty  and  the  pro te in  s y n t h e s i s  
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Effect of Low Prote in  Diet and H y p e r a m m o n e m i a  on Liver Glutaminase  Act iv i ty  in the Rat t 

Liver  g lu taminase  effects release of a m m o n i a  f rom the  
amide  group of g lu tamine  Ior ca rbamyl  p h o s p h a t e  ac t ion  
in  t he  p roduc t ion  of urea. As has been es tab l i shed  for 
m a n y  o the r  enzymes  involved in amino  acid catabol ism,  
the  ac t iv i ty  of g ln taminase  decreases marked ly  dur ing  
low pro te in  in take 2 

Lack  of g lu taminase  was once suggested to be the  basic 
defect  in lysinuric  p ro te in  in to lerance  (LPI) a-s. This is an 
au tosomal  recessive disease 9 character ized  by  h e a v y  
lysinuria  and amino n i t rogen induced  h y p e r a m m o n e m i a .  
The pa t i en t s  have  min imal  p ro te in  in take  because a 
s t rong avers ion to  p ro te in  is associated wi th  t he  periodic 
h y p e r a m m o n e m i a .  Decreased l iver g lu taminase  ac t iv i ty  
would be expec ted  in L P I  secondary  to tile res t r ic ted  
ingest ion of protein ,  even if it  was no t  the  p r ima ry  defect.  
In  a previous  work, the  ac t iv i ty  of g lu taminase  I, the  
ma jo r  hepa t ic  g lutaminase ,  was de t e rmined  in the  l iver 
of 2 L P I  pa t i en t s  ~0. Surprisingly,  an increased ac t iv i ty  
was found.  E v i d e n t l y  some factor  is involved,  which 
t ends  to  increase the  g lu taminase  ac t iv i ty  and  exceeds 
the  opposi te  effect  of low pro te in  intake.  To assess the  role 
of the  periodic h y p e r a m m o n e m i a ,  ra ts  were kep t  on low 
pro te in  die t  and  exposed i n t e r m i t t e n t i y  to  h y p e r a m m o n -  
emia, and  the  effect  on l iver g lu taminase  I ac t iv i ty  was 
de termined.  

45 male Spraque-Dawley  ra ts  were d iv ided  into 4 
expe r imen ta l  groups as shown in Table I. 2 of the  groups 
received s t anda rd  l abora to ry  ra t  chow, wi th  high qua l i ty  
p ro te in  24.6% of t he  wet  weight .  The o ther  2 groups were 
placed on a low pro te in  die t  (Table II),  conta in ing  6% 
pro te in  of the  wet  weight .  Cont inuous  free access to the  

diet  and wa te r  was provided.  The expe r imen t  las ted 14 or 
21 days  (Table I), One of the  groups  on each d ie t  received 
i.p. in ject ions  of a m m o n i u m  ace ta te  2 to  3 t imes  dai ly for 
the  7 last  days  of the  exper iment .  The  single doses of 
a m m o n i u m  ace ta te  were 0.6 mmoles  per  kg in 0.1 M 
solution, which  is 56% of the  ra t  LD09.9 . and  73% of the  
LDh0 ~t. The blood a m m o n i a  concent ra t ion ,  measured  in 
5 animals  i h af ter  the  dose, ranged f rom 186 to  1090 a M  
(mean 427 aM), which  is clearly above the  upper  l imi t  of 
normal~2. The animals  were t hen  decap i ta ted ,  a segment  
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Table I. Effect of low protein diet a and ammonium acetate treatment b on the growth of rats 

Treatment Number of animals -Weight at the beginning 
of the experiment 
mean • SD (g) 

Change in weight per day 
during experiment 
mean :~ SD (g) 

I Normal diet 11 (3) 154.7 4- 10.8 3.39 4- 0.49 
II Normal diet and ammonium acetate 15 (8) 162.1 • 14.8 1.48 :~ 0.82 
1II Lowprotein diet 7 (3) 156.7 ~ 3.1 --0.08 • 0.17 
1V Lowprotein diet and ammonium acetate 12 (8) 157.2 ~ 10.0 --0.45 + 0.31 

The experiment lasted 21 days, but some animals (numbers given in parentheses) received the diet for only 14 days. b Ammonium acetate 
was given i.p. for 7 days before the end of the experiment 2 to 3 times daffy, a single dose being 0.6 mmoles per kg of ammonium acetate in 
1.0 M solution. 


