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homogenizing medium may be expected to inhibit the
metal mediated enzymic or non-enzymic oxidation of
phenols??. The cysteine tends to keep phenols in reduced
condition®. The enhancement of enzyme activities by
incorporating cysteine and sodium metabisulphite in the
isolation medium was likely to be due to the fact that
these reagents keep the phenols in their unoxidized non-
inhibitory state.

The present communication reveals that enzyme isola-
tion from immature stages of insects requires protection
from phenols 4.

Zusammenfassung. Die Aktivitdten von Cytochrom-c-
Oxydase und Succinat-Dehydrogenase sowie die oxy-
dative Phosphorylation wurden in isolierten Mitochon-
drien von S. ruficornis-Larven durch Zusatz von BSA,
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EDTA und Cystein zu den Homogenaten vor Schidigung
durch phenolische Substanzen geschiitzt.
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Action de leucine aminopeptidase I et II extracellulaires d’Aspergillus oryzae (1.P.410)

sur des peptides synthétiques

Action of Leucine Aminopeptidase 1 and 2 (Aspergillus oryzae 410) on Various Synthetic

Peptides

Au cours de travaux antérieurs, nous avons pu isoler et
étudier dans un milieu de culture d’Aspergilius oryzae
(I.P.410) 2 fractions extracellulaires a activité leucine
aminopeptidasique (LAP) -4 Comme une fraction extraite
de Servatiaindica®, elles ne possédent pas d’activité envers
la leucine-amide mais possédent une activité arylamidase
envers la L-leucyl-4-nitroanilide (LpNa).

Nous avons pu observer que ces fractions étaient
activables par la température et que la présence d’ions
Mg++ augmentait Pactivité de la fraction LAP 1 (509%,).
L’activité.de LAP 2 par contre, ne subit aucune modifica-
tion. L’oxydation du tryptophane de ces glycoprotéines
par le N-bromosuccinimide améne une perte totale d’acti-
vité. La mise en évidence de liaisons O-glycosidiques par
la méthode de «8 élimination»® s’accompagne d’une perte
totale de l'activité enzymatique et antigénique. Nous
avons voulu ici comparer les activités de ces fractions
vis & vis de peptides synthétiques”.

Matéviel et méthodes. La coupure de la liaison leucyl a
été mise en évidence aprés incubation (24 h & 30°C), en

Action de LAP 1 et LAP 2 sur les différents peptides

A4 D.O. 2 570 nm

LAP1 LAP2
LEU-GLY-GLY 0,900 * 0,900
GLY-PRO-ALA 0 0
GLY-LEU-TYR 0,600 0,100
GLY-CYS-TYR (Glutathion) 0 0
TRY-TYR 0,250 0,300
TRY-ALA 0,150 0
TYR-GLY 0,300 0
LEU-GLY 0,900 0,600
HIS-LEU 0,600 0,250
TYR-PHE 0,100 0,230
GLY-GLY 0 0
CBZ-ALA-LEU 0 0

* L’activité maximale étant déja atteinte apreés 4 h d’incubation.
Les résultats sont donnés en différence de densité optique & 570 nm
(dosage 2 la ninhydrine) des milieux réactionnels avant et aprés
incubation.

tampon phosphate de sodium (3 ml) 0,05 M pH 8, de
2,5 mg de dipeptide ou de 3,5 mg de tripeptide et de
500 g de fraction enzymatique.

L’acide amine terminal libéré est identifié aprés chro-
matographie sur plaque de gel de silice dans un systeme
n-butanol-acide acétique-eau (4.1.1) de 10 pl de milieu
réactionnel. Il a été également dosé a partir de 10 pl de
milieu d’incubation par le réactif ninhydrine-KCN a
570 nm.

Résultats et discussion. L’examen du Tableau nous
permet de définir les différentes liaisons coupées par les
fractions fongiques. Il apparait que la liaison 1eucyi est
coupée de préférence par les 2 fractions, alors que ces
derniéres ne possédent pas d’activité carboxypeptidase
envers CBZ-alanine-leucine, ce qui justifie leur caragtére
leucine aminopeptidasique (LAP). :

De manitre identique a la fraction LAP 1 extraite
également d’Aspergillis oryzae (460) par Naxapar et al.®
ces fractions n’ont aucune action sur les liaisons glycyl-
glycine, gly-pro-ala ainsi que les liaisons gly-cyst-gly
(glutathion). Une activité envers les liaisons glycyl,
quand elle est associée a la leucine dans gly-leu-tyr semble
exister dans le cas de LAP 1. On peut également noter une
légére activité non spécifique envers des liaisons telles que
tryptophanyl et tyrosyl et une activité, assez importante
de LAP 1 sur les liaisons du type histidyl dans his-leu. Ces
résultats sont confirmés par V'étude cinétique de la réac-
tion en chromatographie sur plague de gel de silice.

En outre, nous avons étudié I'activité de ces fractions
sur le LpNa en présence d’alcools linéaires, & des concen-
trations croissantes compatibles avec leur miscibilité.
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Comme les fractions tissulaires® les fractions LAP 1 et
LAP 2 sont inhibées par les alcools en fonction du nombre
de carbone de la chaine linéaire?, alors que les alcools a
chaines ramifiées n’ont aucune action inhibitrice.

Les fractions LAP fongiques ne sont pas inhibées par
certains peptides tels que: But H-Thr-Phe-OH a l'inverse
des fractions tissulaires10. Ce phénoméne avait déja été
mentionné par RONCARI et ZUBER!! dans le cas de LAP
isolée de Bacillus steavothermophilus. Certains caractéres
d’activité -3¢ permettent de rapprocher les fractions
fongiques que nous avons isolées, de certaines fractions
tissulaires. D’autres propriétés: non activité envers la
leucine - amide, non inhibition par certains peptides??,
activité moins spécifique envers des peptides synthétiques,
activation par la température, sont caractéristiques des
LAP extraites de micro-organismes.

Nos résultats concernant I'action de LAP 1 vis a vis de
peptides synthétiques sont analogues a ceux obtenus par
Naxkapar et al. ? 4 partir de la fraction 1 (souche 460) dont
la taille moléculaire est trés différente de LAP 1. La frac-
tion LAP 2, quoique moins active, est plus spécifique de
la liaison leucyl que la fraction 1.
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Summary. By use of di- or tripeptides as substrates,
LAP 1 and LAP 2, 2 fractions from Aspergillus oryzae
hydrolyze oligopeptides that possess leucine as N-terminal
amino acid. LAP 1 fraction also hydrolyzes the histidyl
bond. Both fractions have no activity towards peptides
as glutathion, gly-pro-ala; they have low or no activity
towards tyrosyl and tryptophanyl bond.
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Efflux of Cyclic AMP from Resealed Erythrocyte Ghosts is not Enhanced by Hepes

It is generally accepted that intracellular levels of
cyclic AMP are controlled by the relative activities of the
enzymes responsible for its synthesis and degradation:
adenylate cyclase and phosphodiesterase respectively.
The possibility exists however, that efflux and influx of
the cyclic nucleotide may be additional factors affecting
its concentration within the cell. The findings of cyclic
nucleotides in several body fluids!:? and the hormone-
stimulated release of cyclic AMP from the liver® and
kidney? suggest that efflux at least may be of biological
importance.

Working with WI-38 human embryonic fibroblasts,
d’ARMIENTO et al.® observed a significant efflux of intra-
cellular cyclic AMP when the culture medium contained
organic zwitterionic buffers such as Hepes®. (N-2-hydroxy-
ethylpiperazine-N’-2-ethanesulphonic acid). Bicarbonate-
buffered media did not produce this response; hence it
was postulated that cell membranes might become perme-
able to cyclic AMP in the presence of organic buffers.

. We have tested this hypothesis directly by incorporating
[®H]}-cyclic AMP into resealed human erythrocyte ghosts
and following the efflux of the tritiated nucleotide into
unbuffered, bicarbonate-buffered and Hepes-buffered
isotonic choline chloride. There are many advantages in
using erythrocytes for this type of study: they constitute
a convenient system for incorporating exogenous com-
pounds and following their subsequent efflux?; they
contain only low levels of adenylate cyclase and phospho-
diesterase activities, and so the transport of incorporated
cyclic AMP can be unambiguously observed; and in
general, erythrocyte membrane transport is similar to
that of other mammalian cells.

Matevials and methods. Tritiated cyclic AMP was in-
corporated into re-sealed ghosts by a modification of the
method of Waittam?. The cells were collected and washed
as described by DurrFy and ScawaRrz?®, and squirted into
7 volumes of double distilled water containing 0.625 uM
cyclic AMP (sodium salt; Sigma) and [8-*HJadenosine
3’,5’-cyclic phosphate (Ammonium salt; The Radio-
chemical Centre, Amersham) at a final specific activity
of 250 pCifumole. After 15 min at room temperature
sufficient 3 M KCIl was added to restore physiological

tonicity. After being washed 6 times with 0.15 M choline
chloride, replicate 0.2 ml aliquots of packed ghosts were
suspended in 1.8 ml each of the following 3 media: un-
buffered choline chloride (0.15 M), and choline chloride
(0.15 M) buffered at pH 7.40 with 20 mM Hepes or with
20 mM NaHCO,. The efflux of cyclic AMP (measured as
dpm of the radioactive nucleotide and converted into
pmoles) and protein leakage into the various media
(determined by optical density measurements at 280 nm)
were monitored during a 4 h incubation at 37°C with
gentle agitation. Analysis of the efflux media by paper
chromatography according to SHEPPARD and BURGHARDT?
established that 979, of the tritium label had an Rf value
identical to that of authentic cyclic AMP (sodium salt;
Sigma).

Results and discussion. There was an efflux of cyclic
AMP from the resealed erythrocyte ghosts into each of
the 3 media studied, and in each case the efflux followed
a similar pattern and was of a similar magnitude. The
Figure illustrates the results from a typical experiment in
which each 0.2 ml aliquot of resealed ghosts contained
83 pmoles of cyclic AMP before the incubation period.
After 4 h incubation 359, of the cyclic nucleotide (i.e.
29 pmoles) had been released into the medium.
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