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Incorporation d’acides aminés radioactifs dans les membranes des globules lipidiques du lait humain

Amino Acid Incorporation by Human Milk Fat Globules Membranes

M. B. MarTEL et R. Gor

Labovatoive de Biochimie des Mewmbranes, Université Claude-Bernard, 43, Boulevayd du 11 Novembre 71918, F-69621

Villewvbane (France), 3 octobre 1975.

Summary. Human milk fat globule membranes (MFGM) can incorporate radioactive #C amino acids in a hot trichlor-
acetic acid-insoluble material. Aspecific adsorption and bacterial contamination are unlikely. The products of protein
synthesis were analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis in sodium dodecyl sulfate or by action of proteolytic
enzymes. Various inhibitors of protein synthesis were assayed. Fragments of rough endoplasmic reticulum or mito-

chondria could be involved in this incorporation.

Les membranes des globules lipidiques (MGL) du lait
humain sont le siége de nombreuses activités enzymati-
ques catactéristiques des membranes plasmiques, de
Tappareil de Golgi et du réticulum endoplasmique?, aussi
avonsnous été amené a y rechercher la présence éventuelle
d’une activité d’incorporation d’acides aminés marqués.

Matériel et méthodes. Les membranes des globules
lipidiques, obtenues selon une méthode déja décrite?,
sont incubées a 37 °C, en tampon T#¢s-HC1 0,05 M pH 7,8,
contenant du KCl (25 mM) et du Mg SO, (5 mM), en
présence d’une solution d’acides aminés radioactifs (0,2
wCi d’un mélange d’acides aminés 14C provenant du C.E.A.
par mg de protéine). Les incorporations sont arrétées par
addition d’acide trichloracétique & 109,. Aprés une hydro-
lyse de 15 min & 90°C, le milieu est filtré sur filtre What-
man GF/B. La radioactivité restant sur les filtres apres
un lavage par un mélange méthanol/chloroforme/éther
(2/1/1) est déterminée par scintillation liquide.

Résultats et discussion. La cinétique d’incorporation
(Figure) montre qu’'un plateau est atteint au bout de 2 h.
Une dilution isotopique par un facteur 100, réalisée apres
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Cinétique d’incorporation d’acides aminés marqués au 4C dans les
membranes des globules lipidiques du lait humain (s ----¢). L
fléche correspond i lintroduction dans le milieu d’incubation de
100 fois plus d’acides aminés non marqués et la courbe (O—0O) a
’évolution de la radioactivité dans ces conditions.

Action de diverses substances sur 'incorporation d’acides aminés
1C dans les membranes des globules lipidiques

Addition Inhibition (%)
Ribonucléase (200 p.g/ml) 62
EDTA (5mM) 71
Puromycine (400 g/ml) 28
Cycloheximide (200 pg/ml) 30
Chloramphenicol (50 pg/ml) 40
2,4-dinitrophénol (20 rg/ml) 20

1 h d’incubation, maintient constant le taux de radio-
activité incorporée; aucun échange ne se produit avec les
acides aminés marqués.

Les membranes ayant subi préalablement un traite-
ment dénaturant, ébullition, précipitation par l'acide
trichloracétique & 109, ou lavage par NaCl M, ne pré-
sentent plus d’activité d’incorporation, ce qui exclut
I’éventualité d’'une adsorption aspécifique.

Par ailleurs, ’'addition d’un systéme donneur d’énergie?
est sans action sur l'incorporation, qui n’est donc pas
due & des polysomes bactériens. D’ailleurs, la non-nécessité
de source d’énergie exogéne est fréquente dans les frac-
tions membranaires fraichement préparées, hétérogénes,
qui contiennent encore certaines potentialités.

La possibilité d’une contamination bactérienne est
également en désaccord avec le fait que sur les nombreux
essais effectués, une préparation membranaire sur deux
environ était inactive; compte-tenu de la standardisation
de la méthode de préparation, une contamination bac-
térienne, si elle existait, devrait étre systématique.

On peut également éliminer l'incorporation dans un
matériel lipoidal, déja décrite4, puisque les filtres sont
lavés par un solvant des lipides.

Une hydrolyse par un enzyme protéolytique, la pronase,
rend l'essentiel de la radioactivité, non précipitable par
l'acide trichloracétique en moins de 10 min. La radio-
activité est bien de nature protéique. Toutefois, le fait
que la leucine-aminopeptidase n’en libére que 209, en
15 h d’incubation permet d’exclure le simple transfert
d’acide aminé radioactif & 'extrémité N-terminale d'une
chaine peptidique prééxistante, comme cela a été observé
dans les membranes synaptosomales du cerveau de rat5 et
dans le tissu parathyroides®.

L’analyse électrophorétique en gel d’acrylamide des
protéines solubilisées par le dodécylsulfate de sodium fait
apparaitre 3 pics de radioactivité correspondant & des
poids moléculaires voisins de 100000 et ne concordant pas
avec les bandes protéiques révélées par le bleu de Coo-
massie.

L’effet de diverses substances sur I'incorporation d’acides
aminés C est résumé dans le Tableau. Il en ressort que
le phénoméne est sous la dépendance d’acides ribonu-
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cléiques et nécessite du magnésium. Les inhibiteurs clas-
siques de la synthese protéique ont également un action.

Nos résultats présentent une grande analogie avec ceux
obtenus par RAMIREZ et al.” sur les membranes synaptoso-
males du cerveau de rat. Ces auteurs concluent a la pré-
sence de deux systémes de biosynthése protéique, I'un
ergastoplasmique, l'autre mitochondrial. Dans les MGL,
on observe un effet des inhibiteurs spécifiques des 2
systémes, respectivement le cycloheximide et le chloram-
phénicol, auquel il faut joindre l'inhibition obtenue avec
le 2,4-dinitrophénol. L’inhibition obtenue avec cet agent
découplant montre qu’une source d’énergie mitochondriale
est impliquée, 'au moins partiellement, dans I'incorpora-
tion. Il est intéressant de signaler que les MGL possédent
fréquemment une activité cytochrome oxydase$, carac-
téristique de la membrane interne des mitochondries.

La présence, dans les MGL, d’éléments ergastoplasmi-
ques et mitochondriaux est corroborée par des travaux
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de microscopie électronique? 1. Certains globules lipidi-
ques présentent une excroissance contenant des éléments
cytoplasmiques qui seraient entrainés par le globule au
moment de sa formation et de son expulsion de la cellule
épithéliale. Ces membranes granulaires ou mitochondriales
ne se trouveraient, suivant les animaux, que dans 1 a
59, des globules, ce qui est en accord avec les variations
individuelles que nous avons observées.

L’hétérogénéité des membranes des globules lipidigues
du lait humain, déja constatée par I'analyse des enzymes
marqueurs?l, se trouve ainsi confirmée.
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Isolation of (-)-Cryptosporiopsin, a Chlorinated Cyclopentenone Fungitoxic Metabolite from

Phialophora asteris f. sp. helianthi
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Summary. The ( —)-enantiomer of cryptosporiopsin, a chlorinated cyclopentenone fungitoxic metabolite, was isolated
from Phialophora asteris f. sp. helianthi. Next to a comparable fungitoxic activity as shown by crypstosporiopsin,
the product particularly inhibits growth of Sclevotinia sclevotiorum, an important pathogen on sunflower. Two further
metabolites were tentatively identified as a stereoisomer of cryptosporiopsin and its dehydrated derivative.

The vascular pathogen causing sunflower yellows was
first isolated by Hors3. Further studies resulted in its
determination as Phialophora asteris f. sp. helianthit. We
observed that in vitro cultures of the fungus possessed a
fungitoxic activity and the present paper describes the
isolation and identification of this antifungal metabolite.

Liquid stationary cultures (100 ml of 2%, malt extract
each) of P. asteris . sp. helianthi produced the active
substance in varying amounts. Addition of tryptone
stimulated the growth, but at the same time strongly
inhibited the formation of the toxic metabolite. The biolog-
ical assay was carried out by measuring the development
of Pythium splendens in liquid medium (5 ml) containing
1 ul of the test-solution (acetone). Sterilization of the
medium was carried out before addition of the test-
solution, because of the observed drastic 30-fold de-
crease of fungitoxic activity of preparations after being
kept for 10 min at 120°C.

Optimal toxin production by P. asteris f. sp. helianthi
was observed after 12-15 days of incubation at 22°C. The
medium was filtered and the filtrate reduced to 20%, of
its original volume. The residue was acidified (in HCI) to
pH 3, extracted with an equal volume of CHCl; and, after
centrifugation, the organic layer was collected and rota-
vaporated. The acetone-soluble part of the viscuous
residue was chromatographed twice (5iO,, Merck pre-
coated plates 20 x20 cm; CHCl-MeOH 95:5). Variable
amounts of the active compound were isolated with a
maximal yield of 6-8 mg/l culture medinm. The purified
product was active towards Pythium splendens at a
concentration of 5 ug/ml

The colourless crystalline material (from ether m.p.
135-136°C) thus isolated was pure by thin-layer (Merck
Fertigplatten SiO,; chloroform-methanol 5%, and chloro-
form) and gas chromatography (3% OV-17 on Chromo-
sorb G AW-DMCS, 80-100 mesh; 170° isothermally).
GCMS measurements gave identical mass spectra at all
positions of the gas chromatographically eluted peak, thus
confirming its homogeneity. The most remarkable feature
of the mass spectrum was the occurrence of isotope peaks
of the molecular ion of m/e 264 at m/fe (M <+ 2)* and
(M 4- 4)+in the ratio of 9:6:1. Loss of water resulted in a
strong fragment ion at m/e 246 still possessing the typical
isotope peaks in a similar ratio as the molecular ion. Loss
of 35 mass units gives a strong fragment ion at m/e 229
with an isotope peak at m/e 231 in the ratio 9:3. The base
peak at mje (M-59)+ can be visualized by a-cleavage of a
methyl ester group from the molecular ion. The observed
isotope peaks and the fragmentation provide substantial
evidence for the presence of 2 chloro atoms, a hydroxyl
group and possibly a methyl ester group.
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