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3. The comparison of cysteamine with the structure 
analogues 2-aminoethanol and mercaptoethanol showed 
that the inhibiting effect was lost when either the sulf- 
hydryl (SH) group or the amino (NH,) group was re- 
placed by a hydroxyl (OH) group (Table II, No. 1, 2 and 
3). From these results one must conclude that the inhibi- 
tion by cysteamine requires the common presence of the 
SH and NH, group. This interpretation is also supported 
by the strong inhibiting effect of cystamine (No. 4) though 
this substance has no free SH group. However, the 
disulfide group of cystamine becomes rapidly reduced in 
vivoi2$is and, in the presence of living tissue and cells, 
also in vitro 14. 

These findings areincorrespondencewiththeconjecture2 
that the inhibition by cysteamine of the 11 @-hydroxylase 
is caused by the formation of mixed disulfides. According 
to ELDJARN and PIHL~~, only the radioprotective thiols 
and disulfides are able to form mixed disulfides. From 
this point of view, the corresponding behaviour of cyste- 
amine and cystamine in radioprotection (for ref. see 
BACQ~~) and 11 /3-hydroxylase inhibition is remarkable. 
The suggested role of mixed disulfide formation for the 
inhibition of the 11 ,&hydroxylase is supported by the 
inactivity of cysteine (Table II, No. 5) that is unable to 
form mixed disulfides and to exert substantial radio- 
protection in vivo. 

Unlike substances with one SH group, substances 
carrying two SH groups showed a significant 11 p- 
hydroxylase inhibition (Table II, No. 6 and 7). However, 
the effect of these substances was much weaker than that 
of cysteamine and cystamine. This weakness in hydroxyl- 
ase inhibition is paralleled by an inability to form mixed 
disulfides and to exert radioprotection in animalsi6. 

From these results it is concluded that. the mechanisms 
of the 11 B-hydroxylase inhibition exerted by metyrapone, 

and by mixed disulfide-forming thiols and by di-thiols, 
differ from each other in various ways. 

Zusammenfassung. Cysteamine hemmt die Steroid 11,8- 
Hydroxylase schwacher als Metyrapon, jedoch starker als 
Dithiole. Der Cysteamineffekt ist an die Konfiguration 
-SH-NH- gebunden, welche die Bildung gemischter 
Disulfide ermiiglicht. Es werden Unterschiede im mole- 
kularen Mechanismus der Hemmwirkung zwischen den 
drei Stoffgruppen angenommen. 
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Effet cumulatif de plusieurs anions sur une acthit ATPasique Mg2+-dkpendante, de la 
fraction microsomale des pl6opodes de Sphaeroma serratum (Fabricius) 

Le systeme d’osmoregulation de Sphaevoma sevratum 
permet a ce crustaci! isopode de maintenir sensiblement 
constante la composition ionique de son hemolymphe 
malgri: les variations importantes de la salinite du milieu 
environnant 

Des etudes anterieuresl ont montri: que les membranes 
plasmiques des cellules constitutives du tissu Cpithelial 
des pleopodes separant le milieu interieur du milieu am- 
biant contenaient une forte activite ATPasique Na+ - K+ 
dependante, avec deux affinites distinctes pour chacun de 
ces ions. Un modble de regulation des ions Na+ et K+ 
a &C ainsi propose faisant intervenir 2 pompes a sodium 
chacune sous la dependance d’une ATPase-(Na+ - Kf). 

Le fait qu’il existe un transport actif d’anions dans des 
tissus epitheliaux comparables & celni des endopodites 
comme les branchies de Poisson euryhalin2 et une ATPase 
stimulee par les anions dans d’autres tissus epitheliaux 
Cgalement impliques dans des processus de secretion 
ionique comme la muqueuse gastrique3 ou pancreatique4, 
nous a incite a chercher si la regulation du contenu ioni- 
que de l’hemolymphe n’etait pas Cgalement sous le con- 
trole d’une pompe 8. anion elle-mbme dependante d’une 
ATPase specifique. Les caracteristiques d’une telle en- 
zyme sont present&es ici. 

Techniques. Les pleopodes sont preleves et homoge- 
n&&s dans un tampon histidine-imidazole 5 x 10-4M & 
pH 7,4. Lorsque cela est necessaire, l’homogenat est divise 

en ses differentes fractions subcellulaires par centrifuga- 
tion differentielle qui sont caracterisees ultitrieurement 
par le dosage d’enzymes specifiques de ces fractions: 
ATPase (Na+ - K+) pour les membranes plasmiques, 
cytochrome c oxydase pour les mitochondries (technique 
de LEIGHTON et al. “). 

L’activite de I’ATPase - Mg2+ et de 1’ATPase stimulee 
par les anions sont mesurees simultanement dans un mi- 
lieu contenant 20 8. 40 kg proteine/ml, 2 mM Mg (CH, 
COO,), 2 mM ATP, 60 mM de tampon tvis glycyl-glycine 
& pH 8,0, 1O-4 g ouabaine/ml 0.5 mM EDTA en presence 
ou non de 20 mM de l’anion consider& Apres 30 min a 
35°C la reaction est stoppee par addition d’acide trichlor- 
acitique glaci: 8, 10%. et le phosphate inorganique lib&C 
est dose par une technique voisine de celle de FISKE et 
SUBBAROW~. L’activitC de 1’ATPase sensible aux anions 
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Stimulation par diff6rents anions de l'aetivit6 ATPasique, ?r z+ d6pendante, de la fraction microsomale des endopodites 4 et 5 de Sphaerolna 

Anion ajout6 Activit6 maximum de l'ATPase stimul6e par les anions 

Activit6 due & l'addition Aetivit4 due 5 l'addition Aetivit6 due 5 Fad- 
d'un anion d'anion en pr6senee de dition d'anion en pr6- 

20 mM de HCO~- (4) b senee de 20 mM de 
C1- (4) b 

Bicarbonate 100 (8) b 100 130 
Mal6ate 89 (5) 172 90 
Oxalate 83 (5) 124 79 
Chlorure 31 (7) 130 31 
Ac6tate 27 (5) 102 28 
Arsenate 15 (2) -- -- 

Tous les rdsultats sont exprim6s en poureentage de la stimulation provoqu6e par le bicarbonate, u Les chiffres entre parenth@ses indiquent 
le nombre d'exp6rienees effeetu6es. 

est  ob tenue  en Ia isant  la diff4rence des activi t6s mesur6es 
en pr6sence ou non de 20 m M  d 'anion.  

Rdsultats. Le f r ac t ionnemen t  de l ' homog6na t  de pl6opo- 
des e t  l 'u t f l i sa t ion d ' enzymes  marqueurs  m o n t r e n t  que la 
f rac t ion microsomale  renferme 60% de l ' ac t iv i t6  de 
l 'ATPase-anion ,  mesur6e apr6s f rac t ionnement ,  63% de 
l 'ATPase  (Na + --  K+) et  10% de la ey tochrome  c oxydase  
contre  r e spec t ivemen t  30, 29 et  70% ~ la f rac t ion mi to-  
chondriale.  Ce qui indique,  qu 'une  ATPase  sensible aux 
anions est  ce r t a inemen t  localis6e dans  les seules membra -  
nes plasmiques.  

L 'ac t iv i t6  de l 'ATPase-Mg 2+ et celle due ~ l ' add i t ion  
d ' an ion  (ou ATPase-anion)  p r6sen ten t  les propri6t6s sui- 
van tes  lo rsqu 'on  fair var ier  la concen t ra t ion  d 'AT P ,  de 
Mg ~+ ou de prot6ine  membrana i re .  Quelle que soit la con- 
cen t ra t ion  de prot6ine,  cons tan te  toutefois  au cours de 
l 'exp6rience,  l ' ac t iv i t6  des 2 enzymes  est  m a x i m u m  lors- 
que la concent ra t ion  d ' A T P  et  de Mg 2+ sont  6gales. La sti- 
mula t ion  est  op t imale  lorsqu 'on  me t  en pr6sence 2 m M  
A T P  et  2 m M  Mg 2+. E n  valeur  sp6cifique ces deux acti- 
t6s on t  une  6gale impor tance  au m a x i m u m  de s t imulat ion,  
soit en m oyenne  10 ~mole P i /h /mg  prot6ine.  I1 fau t  ce- 
p e n d a n t  signaler que ces activi t6s maximales  sont  ob- 
tenues  pour  des p i t  16g6rement diff6rents (P  < 0.001) 
p H  8,0 pour  l 'ATPase-Mg ~+ et  p H  7,6 pour  l 'ATPase  sti- 
mul6e par  les anions pr6sents  ~ la concen t ra t ion  de 20 m 3 I  
(b icarbonate  ou mal4ate).  

L 'ac t iv i t6  de l ' enzyme 6tudi6e en fonct ion de la concen- 
t r a t ion  de l ' an ion passe par  un m a x i m u m  souven t  tr6s 
aigu pour  20 5~ 25 m M  quelque soit l ' an ion consid6r6, bi- 
carbonate ,  mal4ate,  oxalate,  chlorure,  a rsenate  et  ac6tate.  
Tous ces anions ne s t imulen t  c ependan t  pas  pare i l lement  
l ' enzyme comme le mon t r e  la 26me colonne du Tableau 
off la s t imula t ion  m a x i m u m  par  les anions est  exprim6e 
en pour  cent  de l ' ac t iva t ion  par  le b icarbonate .  Le mal6ate  
et  l 'oxa la te  out  un effet  tr@s proche de celui du bicarbo-  
na te  alors que le chlorure,  l ' ac6ta te  et  l ' a r sena te  on t  peu 
d 'e f fe t  sur l 'ac t iv i t6  de l ' enzyme.  

L ' ion  t h ioeyana t e  p rovoque  une  inhib i t ion  ~ 90% de 
l 'ATPase  st imul6e par  les anions et  seu lement  ~ 45% de 
l 'ATPase-Mg ~+. Dans  les deux cas l ' inhib i t ion  m a x i m u m  
est  ob tenue  pour  une concen t ra t ion  de 10 -8 M de thio-  
cyana te  et  le demi  m a x i m u m  d ' inh ib i t ion  pour  7,5 • 10 -* 
M qui est  une cons tan te  se r a p p r o c h a n t  de celle cor- 
r e spondan t  5~ l ' inh ib i t ion  de l ' inf lux actif des ions chloru- 
res an t ravers  des branchies  de poisson t6166st4ens 7 
(1,5 • 10 -a M) et  ~ 1 ' inhibit ion des ATPases  (Na+-K +) de 
Sphaeroma par  l 'ouabaine  (10 -~ M) i. 

Une  propri6t6 r emarquab le  enfin de ce t te  act ivi t6 
enzyma t ique  est  de pr6senter  un ph6nom6ne d ' add i t iv i t6  
des diff6rentes s t imula t ions  provoqu6es  par  les anions  
condi t ion  que l ' an ion b ica rbona te  soit  un des ions 
s t imula teurs .  Les 36rue et  46me colonnes du Tableau 
m o n t r e n t  l ' ac t iv i t6  m a x i m u m  obtenue  avec chaeun  des 
anions en pr6sence de 20 m M  de HCO~ (36me colonne) 
et  de 20 m M  de C1- (46me colonne). Pa r  compara i son  
avec la 26me colonne, on cons ta te  que l 'effet  cumula t i f  
n ' a p p a r a i t  qu ' en  pr6sence de HCO~. Ces r6sul tats  soulig- 
n e n t  done le r61e v r a i m e n t  X pa r t  du b icarbonate ,  anion 
d ' i m p o r t a n c e  biologique, dans  le processus de s t imula t ion  
de l ' enzyme  et  renforcen t  les t e rmes  de l ' hypoth6se  de 
BLUM et al. s sur le m6canisme de ce t te  s t imulat ion.  Pour  
ces au teurs  en effet  seule l ' ac t iva t ion  par  le bocarb ina te  
avai t  une s ignif icat ion biologique alors que les autres  
anions n ' i n t e rvena i en t  qu ' en  fone t ion  de leur p K  pour  
modif ier  le site actif  de l ' enzyme et  le rendre  plus r6aetif  

l ' ac t ion  du subs t ra t ,  (catalyse nucl6ophile), comme le 
fair d 'ai l leurs le b ica rbona te  dans  une 6tape pr41iminaire 
de l ' ac t iva t ion  de l ' enzyme.  Aussi  peu t  on comprendre  
que le mal6ate  act ive l ' enzyme au mhme t i t re  que le 
b ica rbona te  puisque  leur p K  sont  voisins,  respect ive-  
n lent  6.23 et  6.20 mais  n ' a  pas  son impor tance  biologique 
puisqu ' i l  ne peu t  pr6senter  d 'e f fe t  cumulat i f .  

Cet effet  cumula t i f  semblera i t  done mo n t r e r  qu ' au  
moins  deux sites sont  impliqu6s dans  le processus d 'ac t i -  
r a t i o n  de l ' enzyme,  ce qui serai t  en accord avec l ' ex is tence  
d ' une  ATPase  d6pendan t  de deux  anions don t  l ' ion 
b icarbonate .  L ' ex i s t ence  d ' une  telle enzyme a 6t6 ima- 
gin6e pour  rendre  compte  de la secr6tion gas t r ique  de 
HC1 ~ de celle de HCO~ par  le pancr6as  0 ou des r6gulat ions 
anioniques  chez les poissons euryhal ins  2 qui tous  sup- 
posen t  un 6change actif  ent re  HCO~ et  C1- a l iment6 en 
6nergie par  une ATPase  sp6cifique, mais  aucune acti-  
va t ion  par  deux anions n ' a v a i t  pu ~tre raise en 6vidence 
jusqu '~  ee jour. I1 n ' en  demeure  pas  moins  vrai  que dans  
l '6 ta t  actuel  de nos r6sul ta ts  il est  impossible  d ' exp l iquer  
pourquoi  l 'effet  cumulat i f  oberv6 en pr6sence de HCO~ 
varie d ' un  anion k l ' au t re  et  done de coupler  au bi- 
ca rbona te  un anion p lu t6 t  q u ' u n  autre.  L 'e f fe t  du 
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c h l o r u r e  e s t  a p p a r e m m e n t  la  s o m m e  de  l ' e f f e t  p r o d u i t  
p a r  les a n i o n s  H C O ~  e t  C1 p r i s  s 6 p a r 6 m e n t  (130) m a i s  
c ' e s t  u n  e f f e t  f a ib l e  c o m p a r 6  50 ce lu i  d u  m a l 6 a t e  (172) 
p o u r t a n t  n o n  t o t a l e m e n t  c u m u l a t i f .  Ces  r 6 s u l t a t s  m o n -  
t r e n t  d o n c  q u e  le p r o c e s s u s  d ' a c t i v a t i o n  p a r  d e u x  a n i o n s  
e s t  p l u s  c o m p l e x e  q u ' i l  n ' a p p a r a t t  e t  q u ' i l  n e  s a u r a i t  
@tre e x p l i q u 6  p a r  u n  s i m p l e  p h 6 n o m 6 n e  d ' a d d i t i v i t 6  de s  
a c t i v a t i o n s  d u e s  50 c h a q u e  a n i o n .  

U n e  6 t a p e  d a n s  la  c o m p r 6 h e n s i o n  de  c e t t e  d o u b l e  
a c t i v a t i o n  s e r a  de  d 6 t e r m i n e r  les co r r61a t ions  e x i s t a n t  
e n t r e  les a c t i v i t 6 s  e n z y m a t i q u e s  e t l e s  a n i o n s  e f f e c t i v e -  
m e n t  t r a n s p o r t 6 s .  A c e  jou r ,  o n  a d6 j~  m o n t r 6  u n  t r a n s f e r t  
n e t  de  C I -  c o n t r e  u n  g r a d i e n t  de  c o n c e n t r a t i o n  ~~ c h e z  
Sphaeromc~ c o m m e  ce la  a 6t6  f a i t  p o u r  les b r a n c h i e s  de  
p o i s s o n s  % 

Conclusion. L a  p r 6 s e n c e  d a n s  la  f r a c t i o n  m i c r o s o m a l e  
d e s  e n d o p o d i t e s  4 e t  5 de  Sphaeroma serratum d ' u n e  
a c t i v i t 6  A T P a s i q u e  s e n s i b l e  a u  b i c a r b o n a t e  e t  s t i m u l 6 e  
p a r  l ' a d d i t i o n  d ' u n  a u t r e  a n i o n  p e r m e t  de  s u p p o s e r  q u e  
c e t t e  e n z y m e  p o u r r a i t  6 t r e  u n e  A T P a s e  s t i m u l 6 e  p a r  
d e u x  a n i o n s .  L ' e x i s t e n c e  d ' u n e  A T P a s e  ( H C O ~ C I - )  n e  
p e u t  6 t re  e n c o r e  d 6 d u i t e  de  ces  r 6 s u l t a t s  m a i s  c e u x - c i  
c o n s t i t u e n t  n 6 a n m o i n s  u n  d 6 b u t  de  v 6 r i f i c a t i o n  de  
l ' h y p o t h g s e  6 m i s e  p o u r  r e n d r e  c o m p t e  de  la s 6 c r 6 t i o n  
c h l o r h y d r i q u e  de  l ' e s t o m a c  a, de  la  s e c r 6 t i o n  p a n c r 6 a t i q u e  a 
ou  de  la  r 6 g u l a t i o n  i o n i q u e  ehez  les p o i s s o n s  e u r y h a l i n s 2 .  
E n  e f fe t ,  p u i s q u e  ces  d i f f 6 r e n t s  p h 6 n o m 6 n e s  de  t r a n s f e r t s  

p o s t u l e n t  u n  6 c h a n g e  ac t i I  H C O (  :C1- p a r  u n  m 6 c a n i s m e  
s i m i l a i r e  50 ce lu i  d u  t r a n s p o r t  coup l6  de  N a +  :K+,  il e s t  
n o r m a l  de  p e n s e r  q u e  la  co r r61a t ion  m i s e  en  6 v i d e n c e  
c i - d e s s u s  e n t r e  u n e  a c t i v i t 6  A T P a s i q u e  e t  2 a n i o n s  d o n t  
u n  s e r a i t  le b i c a r b o n a t e  c 0 n s t i t u e  u n e  6 t a p e  n o n  n6g l i -  
g e a b l e  dar t s  la  c o m p r 6 h e n s i o n  de  ces  m 6 c a n i s m e s  d e  
t r a n s f e r t .  

Summary. A n  M g 2 + - d e p e n d e n t  A T P a s e  a c t i v i t y  s t i -  
m u l a t e d  b y  t h e  a n i o n s  is f o u n d  in  t h e  m i c r o s o m a l  
f r a c t i o n  p r e p a r e d  f r o m  a h o m o g e n a t e  of  t h e  e n d o p o d i t s  
of  p l e o p o d s  4 a n d  5 of  Sphaeroma serralum. T h i s  e n z y m e  
h a s ,  a n  o p t i m a l  a c t i v i t y  fo r  25 m M  w h a t e v e r  t h e  anion 
a n d  for  p i t  7.6. I t s  i n h i b i t i o n  is a l m o s t  c o m p l e t e  fo r  
10 -a M of  t h i o c y a m a t e .  T h e  s t i m u l a t i o n  of  t h e  e n z y m e  
b y  2 a n i o n s  is c u m u l a t i v e  if H C O -  3 is o n e  of t h e s e  a n i o n s .  
T h i s  a n i o n - s t i m u l a t e d  A T P a s e  c o u l d  be  i n v o l v e d  w i t h  
t h e  ( N a + - K + )  A T P a s e s  in  t h e  o s m o r e g n l a t i o n  m e c h a n i s m  
of  t h i s  i s o p o d .  

M. THUET e t  J .  PHILIPPOT 

Laboratoire de Physico-chimie biologique, Institut de 
Biologie, Boulevard Henri IV ,  F-34000 Montpellier 
(France), 9 Avri l  7974. 

lo G. CHARMANTIER et P. THUET, C.r. Acad. Sci., Paris 269, 2405 
(1969). 

F a t t y  L i v e r s  I n d u c t i o n  b y  O r o t i c  A c i d  C o n t a i n e d  

O r o t i c  ac id ,  a n o r m a l  i n t e r m e d i a t e  of  p y r i m i d i n e  b io-  
s y n t h e s i s ,  w a s  d e m o n s t r a t e d  t o  p r o d u c e  f a t t y  l i ve r s  a n d  
h e p a t i c  ] e s ions  in  m a n y  a n i m a l s  1. L i p i d  a c c u m u l a t i o n  in  
r a t s  is p e r i p o r t a l ,  m o r e  s e v e r e  in  f e m a l e s  t h a n  in  m a l e s  
a n d  d e p e n d e n t  on  t h e  d i e t <  10 m g  of  o ro t i c  a c i d  a d d e d  to  
100 g of  f eed  a l t e r e d  l i ve r  m e t a b o ] i s m  in  c h i c k e n  a, a n d  

i n  S k i m  M i l k  P o w d e r  

oro t i c  a c i d  f ed  to  l a c t a t i n g  g o a t s  m a r k e d l y  d e c r e a s e d  m i l k  
s e c r e t i o n  4. O r o t i c  a c i d  is, h o w e v e r ,  a n o r m a l  c o n s t i t u e n t  
of  r u m i n a n t  m i l k  a n d  f o u n d  o n l y  in  n e g l i g i b l e  a m o u n t s  in  
h u m a n  m i l k <  W e  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  d r i e d  m i l k  p o w d e r s  
c o n t a i n e d  r e l a t i v e l y  h i g h  a m o u n t s  ( 1 0 0 - 1 8 0  mg)  of  o ro t i c  
a c i d  p e r  100 g6. W e  d e c i d e d  t o  i n v e s t i g a t e  t o  w h a t  e x t e n t  

Table I. The effect of experimental diets on food intake, rat  weight and liver weight of rats on diets 

Diet Duration of feeding No. of rats Food intake~ per day Rat weight~ Liver wt./100 g rat wt.~ 
(days) (g) (g) (g) 

Control 3 5 12.82 :~ 1.1 176.56 4- 7.2 3.34 ~= 0.17 
Control 8 5 11.68 :J= 2.3 182.60 :t: 8.3 3.38 ~ 0.31 
Group A b 3 5 11.20 -4- 2.9 171.20 :~ 4.5 3.45 :t: 0.24 
Group A b 8 5 9.94 q- 2.1 186.00 -4- 12.8 3.53 4- 0.13 
Group 13o 3 5 9.33 4- 1.7 168.70 4- 4.2 3.72 4- 0.16 
Group B ~ 8 5 8.75 4- 2.0 173.50 • 5.1 3.89 ~: 0.21 

Figures represent mean 4- standard deviation, b Group A diet contained 0.15 % orotic acid added to the balanced diet. o Group ]3 diet consisted 
of an adequately supplemented powdered skim milk diet which was assayed to contain 0.15% orotic acid. 

Table II. The total lipids and fat/protein ratio in livers from rats on 
experimental diets 

3 days feeding 8 days feeding 
(g/100 g liverwt.b Fat/protein ratio 

Control 3.49 • 0.30 3.19 4- 0.24 0.16 
Group A b 5.49 • 1.0 7.10 ~: 0.7 0.35 
Group B * 6.55 -4- 1.0 7.24 -4- 2.2 0.36 

i Standard Deviation. b Rats received control diet +0.15% 
orotic acid. ~ Rats  received skim mill< powder diet. 
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