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c h r o m o p r o t e i n  is m a i n l y  f l -carotene a n d  ech inenone ,  
whi le  t h a t  of t he  v io le t  c h r o m o p r o t e i n  is chief ly  echine-  
none  and  a n o t h e r  ke toca ro teno id ,  sugges t  a scheme of t he  
m e t a b o l i s m  of t he  ca ro teno ids  in  R. americana as re- 
p re sen ted  in F igure  4. 

Bas ing  on  F igure  4, i t  is possible  to  propose  a molecula r  
i n t e r p r e t a t i o n  of t he  m e t a b o l i c  disorders  found  in R. 
americana. The  L I - m u t a n t  m u s t  be  a consequence  of 
fai lure  in  s tep  I, wh ich  obv ious ly  resu l t s  in a comple t e  
absence  of f i -carotene and  i ts  de r iva t i ve s  in  t he  la rvae .  
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Fig. 4. Possible pathways in the metabolism of earotenoids in R. 

The  absence  of t h e  v io le t  p i g m e n t  in  t h e  L I I - m u t a n t  
shou ld  be  a consequence  of fa i lure  in t he  s tep  2 or in  t h e  
s tep  3. The  fac t  t h a t  t he  yel low c h r o m o p r o t e i n  seems to  
be  n o r m a l  in t he  L I I - m u t a n t  does n o t  d i scoun t  t he  pos-  
s ib i l i ty  of the  b lock  be ing  in s tep  2. I t  is possible  t h a t  t he  
yel low c h r o m o p r o t e i n  carr ies  on ly  f l -carotene in t h e  L I I -  
m u t a n t ,  s ince t h a t  p ro t e in  is a l i popro te in  ~4 a n d  t he  
specif ic i ty  of b i n d i n g  of ca ro teno ids  to  l ipopro te ins  is n o t  
abso lu t e  in  some k n o w n  cases ~5. 

The  O - m u t a n t  is h a r d l y  a consequence  of a d i sorder  in 
t h e  m e t a b o l i s m  of ca ro teno ids  s ince t h e  v io le t  ch romo-  
p ro t e in  is p r e sen t  in t he  h a e m o l y m p h  fo those  an imals .  
The  d isorder  m u s t  be  due  to some fa i lure  in  t he  syn thes i s  
of t h e  apopro te in .  The  absence  of the  yel low ch romo-  
pro te in ,  wh ich  is t h e  m o s t  i m p o r t a n t  l i popro te in  in 
R. americana h a e m o l y m p h  1~, m u s t  a f fec t  t he  l ipid 
m e t a b o l i s m  of t he  l a rvae  in w h i c h  i t  is lacking.  The  
i n v o l v e m e n t  of h a e m o l y m p h  yel low l i pop ro t e in  in t he  
l ipid t r a n s p o r t  has  been  d e m o n s t r a t e d  in some insects  16, ~. 
A serious i m p a i r m e n t  in  t he  m e t a b o l i s m  of l ip ids  could 
cause  t h e  O - m u t a n t  l a rvae  to be  n a r r o w e r  a n d  t h e  O- 
m u t a n t  imagoes  to  be  smal l e r  t h a n  t he  wild t y p e  ones. 
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Caract~res diff6rentiels de la 4-aminobutyrate-2-c6toglutarate transaminase (GABAT)intra-  et 
extra-synaptosomale de cerveau de porc 

Differential Properties of Two Molecular Forms of 4-Aminobutyrate-2-Ketoglutarate Transaminase 
(GABAT) from Pig Brain 
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Summary. The  two forms  isola ted e x h i b i t  some differences conce rn ing  t h e i r  p h y s i c o c h e m i c a l  and  func t iona l  proper t ies .  
T h e y  are iden t ica l  w i t h  t he  p rev ious ly  pur i f ied  molecu la r  forms,  G A B A T  I a n d  G A B A T  II ,  s epa ra t ed  b y  D E A E  cel- 
lulose c h r o m a t o g r a p h y .  

L a  dest in6e de l 'ac ide  7 - a m i n o b u t y r i q u e  (GABA) dans  
le sys t~me n e r v e u x  centra l ,  apr~s sa l ib4ra t ion  dans  le 
c o m p a r t i m e n t  i n t e r s y n a p t i q u e  es t  encore  real  connue .  
Sa d4g rada t i on  p a r  t r a n s a m i n a t i o n  avec  l ' ac ide  ~ c4to- 
g lu t a r ique  sous l ' in f luence  de la  G A B A  t r a n s a m i n a s e  
(E:C. 2.6.1.19) ou GABAT condu i t  ~ la f o r m a t i o n  de 
semia ld4hyde  succ in ique  u l t 4 r i e u r e m e n t  oxyd6 en  acide 
succinique,  c o n s t i t u a n t  du  cycle de Krebs .  

Nous  avons  purif i~ la GABAT ~ p a r t i r  de ce rveau  de 
porc  e t  mis  en  6vidence l ' ex is tence  de deux  formes  
mol6culai res  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  sur  D E A E  cellulose 
e t  4tudi6 les caract~res  diff4rent ie ls  de ces deux  formes  1, 
(GABAT I e t  I1). La  deuxi~me forme:  GABAT I I  est  
6 t r o i t e m e n t  associ6e ~ une  ac t iv i t4  a s p a r t a t e  a m i n o t r a n s -  
f4rasique soluble.  

Des 4 tudes  r4centes  on  consid4r4 ce r t a ins  aspec ts  du  
r61e de la GABAT 2, 8-~, mats  l ' i m p o r t a n c e  de son r61e dans  
le m4can i sme  d ' i n a c t i v a t i o n  du  GABA,  in vivo,  n ' e s t  pas  
e x a c t e m e n t  pr4cis4. L ' ex i s t ence  d ' u n e  forme i n t r a s y n a p -  
t o soma le  e t  e x t r a s y n a p t o s o m a l e  de l ' e n z y m e  nous  a 

amen6  5~ env i sager  une  r e l a t i on  en t re  ces deux  formes  e t  
celles que nous  avons  isol4es au  cours  de no t r e  pur i f ica-  
t ion.  

Matdriel et mdthodes, a) P r 4 p a r a t i o n  des s y n a p t o s o m e s  
e t  des mi tochondr ies .  Les c e r v e a u x  de porc  son t  pr61ev4s 
a u x  a b a t t o i r s  i m m 4 d i a t e m e n t  apr~s la d4cap i t a t i on  de 
l ' an imal ,  d4bar rass4s  des m4ninges  e t  de la m a j e u r e  
pa r t i e  de la ma t i~ re  b lanche ,  homog4n4is4s  en  so lu t ion  
saecharose  0,35 M 5~ l ' a ide  d ' u n  appare i l  de P o t t e r  e t  
E l v e j h e m  ver re - te f lon  (clearance 0,25 ram).  
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Propri6t6s comparatives des Iormes intra (S) et extra (M) synaptosomales de la GABAr et des formes mol4cuiaires de la GABA~ purifi6e 
(GABA~ I e t  GABA~ If) 

Fraction (M) GABAz I Fraction (S) GABAz II 

Migration 61ectrophor4tique Cationique Cationique Anionique Anionique 
K~/o:-KG (mM) 1,2 1,3 0,4 0,4 
KM/GABA (mM) 2,6 2,4 2 2,3 
pH o 8,5 5. 8,7 8,6 5. 8,7 8,6 5. 8,8 8,7 5. 8,8 
Activit6 sp6cifique 2,6 500 1 100 
Coefficient de s6dimentation 5,7 5,5 5,5 6,5 

Apr6s  f i l t r a t ion  sur  gaze, l ' h o m o g 6 n a t  es t  t r a i t 6  selon 
la t e c h n i q u e  de GRAY et  WHITTAKXR v. Apr6s cen t r i fuga-  
t i on  en g r a d i e n t  de saccharose,  la f r ac t ion  m 6d i ane  synap-  
t o soma le  es t  pr4lev6e e t  la f r ac t ion  inf6r ieure  es t  repr ise  
dans  une  so lu t ion  de saccharose  0, 32 M.  Les deux  f rac t ions  
s o n t  dialys6es 14 h con t re  u n  g r a n d  v o l u m e  de so lu t ion  
t a m p o n  de p h o s p h a t e s  0,01 M p H  6,8 c o n t e n a n t  des 
p ro t ec t eu r s  de l ' e n z y m e :  p h o s p h o p y r i d o x a l ,  d i th io t re i to l ,  
E D T A :  10 -a M.  Darts ces condi t ions ,  l ' e n z y m e  es t  l ib4r6e 
du  c o m p a r t i m e n t  i n t r a m i t o c h o n d r i a l .  

b) Mesure  de l ' a c t iv i t6  GABAT. L a  m 6 t h o d e  radioiso-  
t o p i q u e  p r 6 c 6 d e m m e n t  d6cri te  8 es t  utilis6e. L ' ac ide  
g l u t a m i q u e  form4 p a r  t r a n s a m i n a t i o n  & p a r t i r  des sub-  
s t r a t s  : G A B A  et  act ivi t6 ,  e -c6 tog lu ta r ique  es t  d6carboxyl6  
p a r  la g l u t a m a t e  d6ca rboxy lase  commerc ia le  d'E. coli 
( F L U K A ) ,  le ~4CO~ d6gag6 s t o e c h i o m 4 t r i q u e m e n t  es t  me-  
sur6 ( sc in t i l l a teur  l iquide  N U C L E A R ) .  
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Fig. 1. Migration en gel de polyaerylamide des fractions ~I ( ) et 
S ( . . . .  ) en tampon Tris-glycine 5. pH 8,3, 2 h, 10 mA par colonne. 
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Fig. 2. D6termination de la constante de s6dimentation des fractions 
M( ) et S ( . . . .  ) en gradient continu de saeeharose de 75. 15% 
en pr6sence de t6moins. A) cytochrome c; B) aspartate aminotrans- 
I4rase soluble; C) aIeool-d6hydrog6nase. 

c) E lec t rophor~se  en gel de po lyac ry lamide .  Les migra -  
t ions  son t  effectu6es selon la  t e c h n i q u e  de DAvis  et  al. 9. 
200 & 300 F1 de so lu t ion  c o n t e n a n t  l ' e n z y m e  son t  d6pos6s 
sur  u n  gel & 7% p H  8,9 s u r m o n t 6  d ' u n  gel c o n c e n t r a n t  & 
p H  6,7, dans  u n  mil ieu tris-glycine & p H  8,3. La  m i g r a t i o n  
dure  2 h & 4~ sous in tens i t6  de 10 mA/co lonne .  La  r6v6- 
I a d o n  des b a n d e s  de pro t6 ines  es t  r6alis6e p a r  Ie b leu  de 
Coomassie  R-250, 2 h, t ra i t6es  ensu i te  pa r  l ' ac ide  ac6t ique  
& 10~ . P o u r  la mesure  de l ' ac t iv i t6  enzyma t ique ,  les gels 
son t  d6coup6s h o r i z o n t a l e m e n t  en  f rac t ions  de 5 m m ,  
incub6s  s 6 p a r 6 m e n t  darts 1 ml  du  mil ieu r6ac t ionnel ,  sou- 
mis  & une  ag i t a t i on  m6can ique  2 h & 4 ~ puis  congel6s 2 h 

- -20~ e t  d6congel6s. La  mesure  de l ' ac t iv i t6  e n z y m a -  
t ique  est  effectu6e apr6s une  i n c u b a t i o n  de 1 h & 37~ en  
pr4sence du  mil ieu r6act ionnel .  

d) D 6 t e r m i n a t i o n  de la c o n s t a n t e  de s6d imen ta t ion .  U n  
g r a d i e n t  de c o n c e n t r a t i o n  l in6aire  de  7,5 & 15% en sac- 
charose  dans  u n  t a m p o n  p h o s p h a t e - a c 6 t a t e  de sod ium 
0,01 M p H  6, 8 es t  p r6par6  dans  des t ubes  de ro to r  S W  
Sol Sp inco -Beckman .  0,2 m l  de so lu t ion  c o n t e n a n t  l ' en-  
zyme  y son t  d6pos6s. L a  cen t r i f uga t i on  est  effectu4e 
45000 r p m  p e n d a n t  8 h & 4~ 

Rdsultats. Les r6su l t a t s  son t  r6unis  dans  le Tab leau .  
Discussion. U n e  ac t iv i t4  GABAT a b ien  6t6 mise en 

6vidence  dans  les f rac t ions  s 6 d i m e n t a n t  en  saccharose  
0,8 M (S) et  dans  la f r ac t ion  s 6 d i m e n t a n t  en saccharose  
1,2 M (M). L ' a c t i v i t 6  sp6cif ique de la f r ac t ion  S, corres-  
p o n d a n t  & la GABAT i n t r a s y n a p t o s o m a l e ,  est  n e t t e m e n t  
inf6r ieure & celle de la f r ac t ion  M e x t r a s y n a p t o s o m a l e .  

7 E. G. GRAY and V. P. W H I T T A K E R ,  J .  Anat. 96, 79 (1962). 
s p. GONNAR% A. WICKER, J. C. KOUYOUS~DJIAN and M. BLOCH- 

TARDY, Biochimie 55, 509 (1973). 
9 B. J. DAvIEs, Ann. N.Y. Acad. Sci. 121, 404 (1964). 
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Fig. 3. Repr6sentation de Lineweaver et Burk de l'affinit6 des frac- 
tions M ( ) et S ( . . . .  ) pour 1'~ c6toglutarate. 
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Ces r6sultats  correspondent  & ceux obtenus par  VAN 
GELDER et al. ~~ sur le cerveau de souris. Nous avons &gale- 
ment  mis en 6vidence une charge n e t t e m e n t  plus anio- 
nique pour  la fract ion S e n  migra t ion  sur gel de poly-  
acrylamide  (Figure 1) par  rappor t  & la fract ion M. Les 
constantes  de s6dimentat ions  6valu&es par  r appor t  aux  
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Fig. 4. Repr6sentatioli de Lineweaver et Burk de l'affinit6 des frac- 
tions M ( ) et S ( . . . .  ) pour l'acide y-aminobutyrique. 
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Fig. 5. Variation de l'activit6 enzymatique eli fonction du pH du 
milieu r6actionnel. M, ; S, . . . .  . 

3 marqueurs  suivants :  l 'alcool-d6shydrog&nase ($20 = 
7,4), l ' a spar ta te  aminotransf6rase  ($20 = 5,5) et  le 
cy tochrome c ($20 = 1,9) on t  leur va leur  comprise entre  
5,5 et 5,7 pour  les 2 enzymes (Figure 2). 

Cont ra i rement  aux deux formes identifi&es chez la 
souris 10, les p H  0 d 'ac t iv i t6  sont  6galement  tr~s voisins 
(Figure 5). L'affinit& par  r appor t  au GABA est la m6me 
alors qu 'e l le  &tait n e t t e m e n t  dis t incte  chez la souris 
(Figure 4). 

En  ce qui  concerne le deuxigme subst ra t  impliqu& dans 
la t ransaminat ion ,  c 'est-~-dire l 'acide e-c6toglutar ique,  
les affinit6s des deux formes (S) et  (M) pour  ce subst ra t  
sont  n e t t e m e n t  diff6rentes. Cet te  propri6t6 pour ra i t  
avoir  une implicat ion impor tan te  in v ivo  car  la concentra-  
t ion en acide e-c&toglutarique est basse dans le compar t i -  
men t  synapt ique,  inf&rieure & la Km (Figure 3). Les deux 
formes de la GABAT que nous avons s6par6es & par t i r  de 
l ' enzyme purifi61 et  qui  pourra ien t  correspondre l 'une  
& l ' enzyme mi tochondr ia le  (GABA~ I), l ' au t re  & l ' enzyme 
cy top lasmique  (GABAT II) se diff&rencient elles aussi 
essent iel lement  par  leur affinit6 pour  l 'activit& ~-c&toglu- 
tar ique,  m&tabolite essentiel puisqu ' i l  est au centre  de 
t ous l e s  processus de t ransaminat ion .  

L'affinit& de la GABAT I I  pour  ee subs t ra t  est ident ique  
celle de l ' enzyme synaptosomale  et pour ra i t  repr6senter  

une forme cy top lasmique  de GABA~. Cette enzyme pour-  
ra i t  occuper un site sur la membrane  pr6 ou pos t  synap-  
t ique. Elle in te rv iendra i t  ainsi d i rec tement  dans les 
phenom6nes de r6gulat ion synap t ique  des pools du G A B A  
alors que l ' enzyme mitochondria le ,  ex t r a synap t ique  
(GABAT I) ne para i t  pas impliqu6e d i rec tement  dans ce 
m6canisme. 

Io T. Buu NGUYEN and N. l~f. V*N GELDER, Can. J. Physiol. Pharmac. 
52, 674 (1973). 

A c r o s o m a l  Hydro lases  in Buffalo S p e r m a t o z o a  1 
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Summary. Buffalo sperm acrosome resembles its counte rpar t  in o ther  species, being rich in hydroly t ic  enzymes.  Of 
the  enzyme act ivi t ies  es t imated,  acid phosphatase,  ~-N-acetylglucosaminidase and hyaluronidase  were low compared  
to those of ram semen. However ,  the  aryl  sulphatase ac t iv i ty  was high. GOT ac t iv i ty  es t imated  in sperm prepara t ion  
m a y  no t  be of acrosomal  origin. 

Acrosome, a membraneous  cap-like s t ructure  cover ing 
the  nucleus of the  spermatozoa,  is considered to be a 
modif ied lysosome. I t  is a reposi tory  of a n u m b e r  of 
hydrolases and has been shown to p lay  a v i ta l  role in the  
process of fer t i l izat ion ~. Tile levels of 6 hydrolases were 
es t imated  in buffalo sperm acrosome, which forms the  
subject  m a t t e r  of the  present  communica t ion .  

Materials and methods. Semen was collected f rom Mur- 
rah  buffalo bulls wi th  an art if icial  vagina.  Samples  
showing high init ial  mo t i l i t y  wi th  a score of 3.5 to 4.5 
(0, no mot i l i ty ;  5, the  best  moti l i ty)  were used and sperm 
counts were made wi th  haemocytomete r .  Semen was 
di luted wi th  3 vol. of 50 m M  tris-HCl buffer, pH,  7.4 

and centr i fuged at  1100 g for 10 min. The  sperm pellet  
was washed 3 t imes  more wi th  the  same buffer. The  
acrosomal  prepara t ions  (H I and I-Is) were prepared by  
t rea t ing  a saline suspension of washed sperm wittl  an 
equal  vo lume  of 0.05% hyamine  2389 and 0.05% t r i ton  
X-100 ill 0.067 M tris-maleate buffer  s , p H  6.1. The  
seminal  p lasma free of spermatozoa  was prepared  by  
centr i fuging fresh semen at  12,000 g for 30 rain a t  4~ 
For  to ta l  sperm enzyme activit ies,  washed sperm sus- 
pension was sonicated for 3 min in the  cold wi th  13ranson 
Sonifier Model B-12. The  sonicate was centr i fuged a t  
25,000 g for 50 min  and the  enzyme act ivi t ies  were esti- 
ma ted  in the  supernatant .  


