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Incorporation d'acides amin6s radioactifs dans les membranes des globules lipidiques du lait humain 

Amino Acid Incorporation by Human Milk Fat Globules Membranes 

M. 13. MARTEL e t  R. Go~ 

Laboratoire de Biochimie  des Membranes ,  UniversiH Claude-Bernard,  d3, Boulevard du  11 Novembre 7918, F-69621 
Villeurbane (France), 3 octobre 1975. 

Summary .  H u m a n  mi lk  fa t  g lobule  m e m b r a n e s  (MFGM) can  inco rpo ra t e  r ad ioac t ive  ~C a m i n o  acids in  a h o t  t r i ch lor -  
acet ic  ac id- insoluble  ma te r i a l .  Aspecific a d s o r p t i o n  a n d  bac te r i a l  c o n t a m i n a t i o n  are unl ikely .  The  p r o d u c t s  of p ro t e in  
syn thes i s  were ana lyzed  b y  p o l y a c r y l a m i d e  gel e lec t rophores i s  in sod ium dodecy l  su l fa te  or b y  ac t ion  of p ro t eo ly t i c  
enzymes .  Var ious  i nh ib i t o r s  of p r o t e i n  syn thes i s  were assayed.  F r a g m e n t s  of r o u g h  endop la smic  r e t i c u l u m  or mi to-  
c h o n d r i a  could be  i nvo lved  in t h i s  incorpora t ion .  

Les  m e m b r a n e s  des globules  l ip id iques  (MGL) du  la i t  
h u m a i n  son t  le si~ge de n o m b r e u s e s  ac t iv i t6s  e n z y m a t i -  
ques  ca t ac t6 r i s t iques  des m e m b r a n e s  p lasmiques ,  de 
l ' appa re i l  de Golgi  e t  du  r 6 t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  ~, anss i  
avons  nous  6t6 amen6  5. y r eche rche r  la p resence  6ventue l le  
d ' u n e  ac t iv i t6  d ' i n c o r p o r a t i o n  d 'ac ides  amin6s  marqu6s .  

Ma~driel el mdthodes. Les m e m b r a n e s  des globules  
l ipidiques,  o b t e n u e s  selon une  m 6 t h o d e  d6js` d6cr i te  ~, 
son t  incub~es  5  ̀37 ~ en  t a m p o n  Tris-HC1 0,05 M p H  7,8, 
c o n t e n a n t  du  tCC1 (25 raM) e t  du  Mg SOa (5 raM),  en  
pr6sence  d ' u n e  so lu t ion  d ' ac ides  amin6s  rad ioac t i f s  (0,2 
tzCi d ' u n  m61ange d 'ac ides  amin6s  ~*C p r o v e n a n t  du  C.E.A. 
p a r  m g  de prot6ine) .  Les i nco rpo ra t i ons  son t  arrgt6es  p a r  
a d d i t i o n  d ' ac ide  t r i ch lo rac6 t ique  & 10%. Aprbs  une  h y d r o -  
lyse de 15 ra in  5  ̀90~ le mil ieu est  f i l tr6 sur  f i l t re  W h a t -  
ma l l  G F / B .  L a  r ad ioac t i v i t 6  r e s t a n t  sur  les f i l t res  apr~s 
u n  l avage  p a r  u n  m61ange m 6 t h a n o l / c h l o r o f o r m e / 6 t h e r  
(2/1/1) es t  d6 te rmin6e  p a r  sc in t i l l a t ion  l iquide.  

Rdsultats et discussion. L a  c in6 t ique  d ' i n c o r p o r a t i o n  
(Figure) m o n t r e  q u ' u n  p l a t e a u  es t  a t t e i n t  au  b o u t  de 2 h. 
Une  d i lu t ion  i so top ique  p a r  u n  f ac t eu r  100, r6alis6e apr~s 
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I n c u b a t i o n  

Cindtique d'incorporation d'acides amin6s marqu6s au 14C dans les 
membranes des globules lipidiques du Iait humain ( . . . . . .  ). L 
flgehe correspond ~ l'introduetion dans le milieu d'ineubation de 
100 fois plus d'acides amines non marquis et la courbe (�9169 
l%volution de la radioactivit~ dans ces conditions. 

Action de diverses substances sur l'incorporation d'aeides amines 
14C dans les membranes des globules lipidiques 

1 h d ' i n c u b a t i o n ,  m a i n t i e n t  c o n s t a n t  le t a u x  de rad io-  
ac t iv i t6  incorporde;  a u c u n  6change  ne  se p r o d u i t  avec  les 
acides amin6s  marqu6s .  

Les m e m b r a n e s  a y a n t  sub i  p r 6 a l a b l e m e n t  u n  t r a i t e -  
m e n t  d 6 n a t u r a n t ,  6bul l i t ion,  p r6c ip i t a t ion  p a r  l ' ac ide  
t r i ch lo rac6 t ique  5  ̀ 10% ou l avage  p a r  NaC1 M,  ne  pr6- 
s e n t e n t  p lus  d ' a c t i v i t 6  d ' i nco rpo ra t i on ,  ce qu i  exc lu t  
l ' 6ven tua l i t 6  d ' u n e  a d s o r p t i o n  asp6cifique.  

P a r  ail leurs,  l ' a d d i t i o n  d ' u n  sys t~me d o n n e u r  d 'gnerg ie  3 
es t  sans  ac t ion  sur  l ' i nco rpora t ion ,  qu i  n ' e s t  donc  pas  
due  5  ̀des po lysomes  bac t6r iens .  D 'a i l leurs ,  la non-n6cess i t6  
de source d '6nerg ie  exoggne es t  f r6quen te  dans  les frac-  
t ions  m e m b r a n a i r e s  f r a i c h e m e n t  pr@ar~es ,  h6t6rog~nes,  
qui  c o n t i e n n e n t  encore  ce r t a ines  po ten t i a l i t6s .  

La  possibi l i t6  d ' u n e  c o n t a m i n a t i o n  bac t6 r i enne  es t  
6ga lemen t  en  d6saccord avec  le fa i r  que  sur  les n o m b r e u x  
essais effectu6s,  une  p r 6 p a r a t i o n  m e m b r a n a i r e  sur  d e u x  
env i ron  ~ ta i t  i nac t ive ;  c o m p t e - t e n u  de la s t a n d a r d i s a t i o n  
de la m 6 t h o d e  de p r e p a r a t i o n ,  une  c o n t a m i n a t i o n  bac-  
t6r ienne,  si elle exis ta i t ,  d e v r a i t  6tre sys t6ma t ique .  

On p e u t  6ga lemen t  61iminer l ' i n c o r p o r a t i o n  dans  u n  
ma te r i e l  l ipoidal,  d6js` d6cr i te  4, pu i sque  les f i l t res  son t  
lav6s p a r  u n  s o l v a n t  des l ipides.  

Une  hyd ro ly se  p a r  u n  e n z y m e  p ro t6o ly t ique ,  la  pronase ,  
r end  l ' essent ie l  de la  r ad ioac t iv i t6 ,  n o n  p r6c ip i t ab le  p a r  
l ' ac ide  t r i ch lo rac6 t ique  en  moins  de 10 rain.  L a  rad io-  
ac t iv i t6  es t  b i en  de n a t u r e  prot6 ique .  Toutefois ,  le fa i t  
que  la l euc ine -aminopep t ida se  n ' e n  lib~re que  20% en 
15 h d ' i n c u b a t i o n  p e r m e t  d ' exc lu re  le s imple  t r a n s f e r t  
d ' ac ide  amin6  rad ioac t i f  5  ̀l ' ex t r6mi t6  N - t e r m i n a l e  d ' u n e  
cha ine  p e p t i d i q u e  p r66x is tan te ,  c o m m e  cela a 6t6 observ6  
d a n s  les m e m b r a n e s  s y n a p t o s o m a l e s  du  ce rveau  de r a t  5 e t  
darts le t i ssu  p a r a t h y r o i d e  ~. 

L ' a n a l y s e  61ect rophor6t ique  en  gel d ' a c r y t a m i d e  des 
pro t6 ines  solubilis6es p a r  le dod6cylsu l fa te  de sod ium ~ait 
a p p a r M t r e  3 pics de r ad ioac t iv i t6  c o r r e s p o n d a n t  5  ̀ des 
poids  mol6cula i res  vois ins  de 100 000 e t  ne  c o n c o r d a n t  pas  
avec  les b a n d e s  p ro t6 iques  r6v616es p a r  le b leu  de Coo- 
massie.  

L ' e f f e t  de diverses  subs t ances  sur  l ' i n c o r p o r a t i o n  d ' ac ides  
amin6s  14C es t  r6sum5 d a n s  le Tab leau .  I1 en  r e s so r t  que  
le p h 6 n o m ~ n e  es t  sous la d @ e n d a n c e  d ' ac ides  r i bonu-  

Addition Inhibition (%) 

Ribonucl6ase (200 F~g/ml) 62 
]EDTA (5 raM) 71 
Puromyeine (400 [xg/ml) 28 
Cyeloheximide (200 vtg/ml) 30 
Chloramphenicol (50 txg/ml) 40 
2, 4-dinitroph~noI (20 (zg/ml) 20 
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cl6iques et n6cessite du magn6sium. Les inhibi teurs  clas- 
siqnes de la synth6se prot6ique on t  6galement  un action. 

Nos r6sultats  pr6sentent  une grande analogie avec ceux 
obtenus par  RAMIREZ et  al. 7 sur les membranes  synaptoso-  
males du cerveau de rat .  Ces auteurs  concluent  ~ la pr6- 
sence de deux syst~mes de biosynth6se prot6ique,  l 'un  
ergastoplasmique,  l ' au t re  mi tochondr ia l .  Darts les MGL, 
on observe un effet  des inhibi teurs  sp6cifiques des 2 
syst~mes, r espec t ivement  le cycloheximide  et  le chloram- 
ph6nicol, auquel  il Iaut  joindre l ' inhibi t ion  obtenue avec 
le 2, 4-dinitroph6nol.  L ' inh ib i t ion  obtenue  avec cet  agent  
d6couplant  mont re  qu 'une  source d '6nergie mi tochondr ia le  
est impliqu6e, a u  moins par t ie l lement ,  dans l ' incorpora-  
tion. I1 est int6ressant  de signaler que les MGL p o s s ~ d e n t  
f r6quemment  une act ivi t6  cy tochrome oxydase s, carac- 
t6ris t ique de la membrane  interne des mitochondries .  

La  pr6sence; darts les MGL, d'616ments ergastoplasmi-  
ques et mi tochondr iaux  est corrobor6e par  des t r a v a u x  

de microscopie 61ectronique 9,10. Certains globules lipidi- 
ques pr6sentent  une excroissance con tenan t  des 616ments 
cy toplasmiques  qui  seraient  entrain6s par  le globule au 
m o m e n t  de sa format ion  et de son expulsion de la cellule 
@ith61iale. Ces membranes  granulaires ou mitochondria les  
ne se t rouvera ient ,  su ivan t  les an imaux,  que dans 1 
5% des globules, ce qui  est en accord avec les var ia t ions  
individuel les  que nous avons observ6es. 

L'h6t6rog6n6it6 des membranes  des globules l ipidiques 
du lair hnmain ,  d6j~ constat6e par  l ' analyse  des enzymes  
marqueurs  1, se t rouve  ainsi confirm6e. 

7 G. RAMIREZ, I. B. LEVlTA~ et W. E. MUSHYNSKI, J. biol. Chem. 
2.$7, 5382 (1972). 

s M. B. ]~ARTEL, r6sultats non publi6s. 
9 F. B. P. WOODING, J. Cell Sei. 9, 805 (1971). 

lO J. L. LINZELL et M. PEAKER, Physiol. Rev. 51, 564 (1971). 

I so la t ion  of ( - ) - C r y p t o s p o r i o p s i n ,  a Chlor inated  C y c l o p e n t e n o n e  F u n g i t o x i c  Metabo l i t e  f r o m  
Phialophora asteris f. sp.  helianthi 

R. J.  J. CH. LOUSBERG 1, Y. TIRILLY 2 and M. MOREAU 2 

Organisch Chemisch Laboratorium der Ri]ksuniversiteit te Utrecht, Croesestraat 79, NL-65985 Utrecht (The Netherlands); 
and Laboratoire de Biologie Vdgdtale, Facultd des Sciences, Avenue Victor le Gorgeu, F-29283 Brest Cedex (France), 
2 October 7975. 

Summary. The ( - - ) -enant iomer  of cryptosporiopsin,  a chlor inated cyclopentenone fungi toxic  metabol i te ,  was isolated 
f rom Phialophora asteris f. sp. helianthi. N e x t  to a comparable  fungi toxic  ac t iv i ty  as shown by  crypstosporiopsin,  
the  product  par t icular ly  inhibi ts  g rowth  of Sclerotinia sclerotiorum, an impor t an t  pa thogen  on sunflower. Two fur ther  
metabol i tes  were t en t a t i ve ly  identif ied as a s tereoisomer of cryptosporiopsin  and its dehydra ted  der iva t ive .  

The  vascular  pa thogen  causing sunflower yellows was 
first isolated by  HoEsK Fu r the r  studies resulted in its 
de te rmina t ion  as Phialophora asteris f. sp. helianthi ~. We 
observed t h a t  in v i t ro  cultures of the  fungus possessed a 
fungi toxic  ac t iv i ty  and the  present  paper  describes the  
isolation and ident i f icat ion of this ant i fungal  metabol i te .  

Liquid  s ta t ionary  cultures (100 ml  of 2% mal t  ex t rac t  
each) of P. asteris f. sp. helianthi produced the  act ive  
substance in vary ing  amounts .  Addi t ion  of t ryp tone  
s t imula ted  the  growth,  bu t  a t  the  same t ime  s t rongly  
inhibi ted the  format ion  of the  toxic  metabol i te .  The  biolog- 
ical assay was carried out  by  measur ing the  deve lopment  
of Pythium splendens in l iquid med ium (5 ml) conta ining 
1 ~1 of the  tes t -solut ion (acetone). Ster i l izat ion of the  
med ium was carried out  before addi t ion  of the  tes t -  
solution, because of the  observed drast ic  30-fold de- 
crease of fungi toxic  ac t iv i ty  of prepara t ions  af ter  being 
kep t  for 10 rain a t  120~ 

Opt imal  tox in  product ion  by  P. asteris f. sp. helianthi 
was observed after  12-15 days of incubat ion  a t  22 ~ The 
med ium was fi l tered and the  f i l t ra te  reduced to 20~ of 
its original volume.  The  residue was acidified (in HC1) to 
p H  3, ex t rac ted  wi th  an equal  v o l u m e  of CHC1, and,  af ter  
centr i fugat ion,  the  organic layer  was collected and rota-  
vapora ted .  The  acetone-soluble par t  of the  viscuous 
residue was chromatographed  twice (SiO 2, Merck pre- 
coated plates 20 x 20 cm; CHC13-MeOH 95: 5). Variable  
amounts  of the  ac t ive  compound  were isolated wi th  a 
max ima l  yield of 6-8 rag/1 cul ture medium.  The purif ied 
p roduc t  was ac t ive  towards  Pythium splendens at  a 
concent ra t ion  of 5 tzg/ml. 

The colourless crystal l ine mater ia l  (from ether  m.p, 
135-136~ thus  isolated was pure by  th in- layer  (Merck 
Fer t igp la t t en  SiO2; ch loroform-methanol  5% and chloro- 
form) and gas ch roma tog raphy  (3% OV-17 on Chromo- 
sorb G AW-DMCS,  80-100 mesh;  170 ~ isothermally) .  
GCMS measurements  gave ident ical  mass spectra  a t  all 
posit ions of the  gas chromatographica l ly  Muted peak, thus  
confi rming its homogenei ty .  The  mos t  remarkable  feature  
of the  mass spec t rum was the  occurrence of isotope peaks 
of the  molecular  ion of m/e 264 at  m/e (M + 2)+ and 
(M + 4) + in the  rat io of 9 : 6 : 1. Loss of wa te r  resulted in a 
s t rong f ragment  ion at  m/e 246 still  possessing the  typ ica l  
isotope peaks in a similar  ra t io  as the  molecular  ion. Loss 
of 35 mass units gives a s t rong f r agment  ion a t  role 229 
wi th  an isotope peak  a t  m/e 231 in the  rat io  9: 3. The  base 
peak  at  role (M-59)+ can be visual ized by  s-cleavage of a 
me thy l  ester group from the  molecular  ion. The  observed 
isotope peaks and the  f ragmenta t ion  provide  subs tant ia l  
evidence for the  presence of 2 chloro atoms,  a hydroxy l  
group and possibly a me thy l  ester group. 

i The authors are much indebted to Dr. G. IV[. STRU~CZ (Canadian 
Foresty Service) for valuable suggestions and the generous gift of 
cryptosporiopsin and to the University of Utrecht for the part- 
time fellowship to one of us (Y.T.) given. 
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