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273. ActivitC comparCe de la transaminase alanine-glyoxylate 
de Neurospora cultivC en prCsence de saccharose ou d’acbtate 

par G. Turian e t  G. Cornbepine 

En hommage au Profcsseur TH. POSTERNAK L l’occasion dc son 60‘ anniversairc 

(29 VIII 63) 

La transamination enzymatique entre acides aminks naturels et glyoxylate est 
encore peu connuel). Une transaminase glutamate-glyoxylate a C t C  dCcrite dans les 
tissus animaux2) et vCgktaux3). 

La transaminase alanine-glyoxylate n’a, par contre, 6tC mise en Cvidence que chez 
des microorganismes, une bactkrie du genre Pseudomonas 4, et les champignons 
Aspergillus niger 5), Blastocladiella emersonii6),  Allomyces (souches hybrides) et Neuro- 
spora crassa 7 .  Cette transaminase est gCnkratrice de glycine par Cquilibre favorable 
de la rCaction rCversible6) : 

L-alanine + glyoxylate pyruvate +- glycine 

Lors de notre premiere Ctude de l’activitk de la transaminase alanine-glyoxylate 
de Neurospora7),  nous n’avions pu obtenir une production de glycine B partir d’ex- 
traits non dialysCs de cultures sur acktate, contrairement aux constatations faites 
avec des cultures sur meme milieu mais avec le saccharose comme source de carbone. 
Cela nous avait conduit B envisager la possibilitk d’une rCpression de 1’activitC de 
l’enzyme par un excks de substances endogknes dans les extraits de cultures sur 
acCtate7). 

Pour essayer de prkciser ce point, nous avons repris ces expkriences en soumettant 
les extraits de Neurospora B une dialyse prkalable, de manikre A pouvoir comparer 
l’activitk transaminasique des cultures sur saccharose, un rkpresseur de l’isocitra- 
tase*), celle des cultures sur acCtate, caractCrisCe par une forte induction isocitra- 
tasique productrice du substrat glyoxylique’). 

Neurosfiora wassa (souche sauvage de signe de compatibilitd +, collection de Baarn, Hollande) 
a 6t6 cultiv6 sur le milieu P de WESTERGAARD & MITCHELLQ) avec trois sources de c, soit: sac- 
charosc 2:/, ; saccharose 1 yo + acdtate 1 % : acetate 2%. 

1) A. MEISTER, Adv. in Enzymol. 76, 185 (1955); J. S. FRUTON & S. SIMMONDS, General Bio- 
chemistry, Wiley, New-York 1958. 

WEINHOUSE, ibid. 204, 831 (1953). 
2, P.  s. CAMMAR.4TA & P. P. COHEN, J .  biol. Chemistry 787, 439 (1950); H. I. NAKADA & s. 
3) D. G. WILSON, K. W. KING & R. H. BURRIS, J .  biol. Chemistry 208, 863 (1954). 
4) L. L. CAMPBELL, J. Bactcriol. 77, 81 (1956). 
6) A. DILLMANN, Dissertation, TJniversitat Miinchen (1957) ; W. FRANKE, G. JILGE & G. EICH- 

6) H. DMCCURDY & E. C. CANTINO, Plant Physiol. 35, 463 (1960). 
7) G. TURIAN, Path. Microbiol. 24, 819 (1961). 
s, G. TURIAN, J.  SEYDOUX & D. VOLKMANN, Path. Microbiol. 25, 737 (1962). 
Q) M. WESTERGAARD & H. K. MITCHELL, Amer. J .  Bot. 34, 573 (1947). 

HORN, Arch. Mikrobiol. 39, 58 (1961). 
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Xprks 3 ,  9 ou 12 jours de culture stationnairc, i 25” i~ I’obscuritC, les mycdlia ont Cte recoltes 
(mise en pelotc pour enrober les conidies), rincCs B. l’eau distillee, presses entre papiers buvards 
jusqu’i elimination de leur eau de retention et  pest% (poids frais). 11s ont CtC conserves 2L - 16 ’ 
( 3  jours au maximum) avant leur utilisation. 

Pour la preparation dcs honiog6nats, les mycelia geles ont 6tB broyCs dans des mortiers re- 
froidis par si jour an congClateur, en presence de sable de quartz lave (acitone, HCl 13 puis eau 
tlistil1C.e r6pCtCc) ct cl’une solution tampon phosphates 0,1)5M+NaCl O,SS.,b de pH 7,4. La quan- 
tit6 totalc de cette solution a dtd de 9 volumes gCnCralement ( 3  in1 au minimum). Ces homoghats 
ont C t C  centrifugsk i froid pendant 5 niin i 1600 g; le culot a @ t C  repris pour un nouveau broyagr 
suivi d’une seconde centrifugation. Des surnageants rdunis, unc moiti6 a dte conservke telle quclle 
a - 16” (extrait non dialysd) et  l’autre, dialysie dam dcs tubes de cellulose (Visking seamlcss 
cellulose tubing) de 18/32 inches clurant 1s h 4”, sous agitation constante, contre une solution 
tampon phosphates 0,2 M de p H  7,2. Lorsque I’extrait dialysC n’Ctait pas utilisC immkdiatement, 
il a 6tC conservd june nnit au plus) i - 16”. 

Mesure de I’actiuite’ enzymatiyue: U.5 nil tl’cxtrait (dialyse et non dialyse respectivement) est 
pipet6 dam u n  petit tube i centrifugation place sur un agitateur m6tabolique (Gallenkamp) rCgl6 
2L 37”. Les tubes on1 6tB incuh6s 20 min avec 0,5 ml d’eau bidistill& contenant: 

Sa,HPO, 36 p moles 
liH,PO, 4 pmoles 
MgCl,. 6 H,() 5 pmoles 
L-( + )-alanine ( k 1 o ~ i ; ~ a i l x - l ~  ROCHE) 10 pmoles 
glyoxylate de Na (FLUKA) 10 pmoles 
pyridoxal-j-phosphate ( H O F F B I A N N - L A  I<oCHE) 20 p g 

Le pH final du melange d’incubation (1 ml) se situe entre 7,4-7,5 (suboptimal pour la rCaction 
cnzymatique niais difavorablc i la rdaction non enzymatique6). 

Taa reaction enzymatique a Bt6 arr&tCe par chauffage d e  5 min 8. loo”, et  le melange centrifuge 
pour 6liminer les proteines prdcipitCcs. Le surnageant a servi au dosage des glycine et  pyruvate 
form&, critkres de l’activitd transaminasique. La glycine et  Ic pyruvate endogknes ont Cte doses 
sur des extraits non dialysCs inactives immCdiatement i la chaleur (5 min & 100” au temps 0). 
@ant aux extraits dialyses traitis cle la m&me manigre, ils ont permis de contr6ler l’absence de 
ces mktabolites, temoignant ainsi de I’efficacitC de l’opiration tie dialyse. 

Enfin, chaque expCrience a comport6 un t h o i n  non enzymatique (hoinogCnat remplact: par 
0,5 ml H,O 1)idistillCe) soumis aux m&mes operations. 

Dosage de la glycine: par chromatographie uIiidiinensioiiilelle descendante sur papier SCHLEI- 
C H E R  & SCIIIJELL No 2043h glacd portant des taches de 0,05 ml d’extraits dkprotiinisCs, avec l e  
mClange hutanol-II,O-acidc acetique (4-5-1). Le dkveloppement des chromatographies, prolong6 
72 h dans une grande cuve, a permis une excellente separation des taches de glycine et  d’alanine. 
La r6vClation s’est faite it la ninhydrine (0,2% dans wbutanol), avec sCchage de 10 min a 80”suivi 
tl’une breve exposition i la lumikre du ]our (20 min) pour ddveloppement complet de la coloration. 
.\pr&s une nuit it l’obscuriti, les taclics ont B t C  fixies avec lc r8actif cuprique de W’IELAND k 
I < A W E R A W ~ ~ ’ ) ,  puis sechCes, d6coupdes et  Bludes au mCthanol (5 ml). Les mesures spectrophoto- 
metriques, B 504 mp, ont BtB faites contre un blanc d6coup6 dam la m&me feuille de papier. Pour 
lc dosage, des tdmoins de 2 , 5 4 5  y g  de glycine (HOFFMANX-LA ROCHE) ont B t 6  trait& dans les 
m&mes conditions. 

Ilosage du p3wrvate : nous avons applique la mithode cle preparation-separation des dinitro- 
ph6nylhydrazones selon CAVALLINI 11) (pour lcs details, voir 7 ) .  Aprks dvaporation B. sec du  solvant 
(l’extraction (ac6tate cl’ithyle), lcs tlinitrophCnylhydrazoncs ont C t d  reprises clans 0,2 ml dc t a n -  

lo) ’ r H ,  n‘1ELAK-D & E. KAWERAU, h ’ a t U r C  168, 77 ( l y j l ) .  
1’) 1). CAVALLINI M N. FRONTALI ,  Riochim. Biophys. Acta 73, 439 (1954); S. L. RANSON,  in 

Motferne Mcthoden cler Fflanzcnanalyse (I<. PAECH i% M. V TRACEY), Bd. 2, 538 (1955). 
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pon phosphates ( 0 , 0 2 ~ ,  pH 7,4) pour Stre dCposCes (2 raison de 0.05 ml) sur papier SCHLEICHER & 
SCHUELL No 2043 b glacC et skparkes par chromatographie descendante dans le solvant butanol- 
<thanol-NH,OH 0 , 5 ~  (7-1-2) durant 20-25 h. 

AprBs ddcoupage, les taches ont Btd Blukes dans 5 ml de NaHCO, 0,2 M, et l'extinction, mesurCe 
?i 365 mp au spectrophotom&tre BECKMAN D U .  I,e dosage de ttmoins de ppruvate (HOFFMANN- 
IA ROCHE), dans les m&mes conditions, a perniis de constater que la mCthode Ctait satisfaisantc. 

Dosage des protdiizes: rdalisd sur une aliquote des extraits non dialysBs, par la mdthode du  
biuret 12) impliquant une prCcipitation trichloracktique initialc ct une mesure finale ?L 530 mp. 
ProtCine de rCfCrence : castine dCgraissde de la maison HOFFMANN-LA ROC HE^). 

Les rbultats de nos mesures d'activitC de la transaminase alanine-glyoxylate sont 
group& dans les tableaux ci-dessous. 11s reprksentent la valeur movenne de trois 
expkriences successives. 

Tableau I .  Extrazts dialysds de Neurospora crassa c d t i v b  Y jours ,  Ci 25". s141 milieu P 
Activitd transaminasique: ,u mole glycine/mg prot./ZO min .  

Source de C Saccharose 276 Saccharose 1"/6 CH,COONa 2% 
c'H,COONa 1% 

ktivit6 transaminasique glycine 2,1 ( 0 3 )  1 8 3  (< 0)  0,5 (< 0)  
(,umole/mg prot./20 min)a) pyruvate 3,2 (1 ,O)  pas mesurt 1,4 (0,9) 

") Entre parenthkses, valeurs correspondantes des extraits non dialyses. 

En fonction de l'2ge des cultures, les analyses ont donnC les valeurs comparatives 
figurant dans le Tableau 11. 

Tableau 11. Extvazts dzalysbs de Xeurospora crassa culti t ' i  & 25" SUY nzilzeu P 
ActivitB transaminasique: pmole glycine/mg prot./20 min. 

Source de C Age des culturcs 
3 jours,) 9 jours 12 jours 

Saccharose 2q/;, 0,25 
Acetate dc Na 2"/, 1.20 

1 3  
pas mesurC 

") Croissance active mais encore ponddralement trbs faible sur acCtate (mycklium conidiogbne), 
requCrant de grandes surfaces de milieu (flacons de FERNBACH). 

On constate que, contrairement aux extraits de cultures sur saccharose'), les 
extraits de cultures sur acCtate requih-ent une dialyse prbalable, pour la mise en 
Cvidence de leur transaminase par le dosage de la glycine formke (tableau I). 

Pour expliquer cette diffbrence de comportement, nous avions pen&') que la 
glycine produite Ctait trop rapidement oxydCe dans les extraits acCtate non dialysCs 
(co-facteur glycine-oxydasique ?)  . Cette interprktation semble cependant devoir &tre 
CcartCe sur la base d'expkriences prkliminaires dCmontrant la Constance du taux 

9 A .  G, GORN.%LL, c'. J .  BARDAWLIL & NI. M. I ~ V I D ,  J .  bid. Chemistry 177, 751 (1949) 
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connu de glycine exoghe aprks 20 min d’incubation avec des extraits de cultures sur 
acCtate non dialys6s. L’hypothkse d’une rkpression de la transaminase par un Cven- 
tuel excits de glycine endoghe - excks prkvisible dans les cultures acktate B forte pro- 
duction glyoxylique par activitk isocitratasique’) - ne semble pas non plus rendre 
compte de l’absence d’activitk observke. En effet, des dosages de la glycine endog&ne 
n’ont pas rkvklC un taux supkrieur de cet amino-acide dans les extraits de cultures 
sur acCtate, comparC B celui des extraits sur saccharose (tableau 111) : 

Tableau 11 I.  Glyctvze erzdogine (pmok/mg prothzne) de myce‘lza de hTeurospora crassa 

Source dc C Age des cultures sur milieu P 
3 jours 9 jours 12 jours 

Saccharosc Zu/, 0,6 
Ac6tate cle Na 20/, 0,9 

1.5 
12 

1,7 
1.5 

Restent deux hypothkses que nous n’avons pas encore pu vCrifier: (1) celle d’une 
incorporation anabolique (dans les bases nuclkiques, etc.) si rapide de la glycine, 
qu’elle compense et au delB (voir cas de diminution du taux de la glycine, tableau I 
et 7)) la production de glycine par transamination; la dialyse Climinerait les facteurs 
d’incorporation de cette rkaction concurrente ; (2) celle d’une transamination secon- 
daire de la glycine avec I’acide or-cetoglutarique produit en ex& dans les cultures sur 
acCtatel3) (l’acide glutamique rCsultant ne pouvait &re d6celC dans nos conditions 
chromatographiques oh sa tache Ctait masquCe par celle de l’alanine) ; l i  aussi, cette 
rCaction concurrente serait supprimCe par la dialyse Climinant le partenaire cCto- 
glutarique. 

Quant B l’exc&s de pyruvate produit par rapport B la glycine, rCvC16 par le bilan 
d’activitk transaminasique, plus particuliitrement celui concernant les extraits ac6tate 
(tableau I), il pourrait 6tre attribuk B 1’activitC parall&, dans nos extraits bruts ou 
dialyds, d’une alanine-dkshydrogknase. Une exp6rience dans laquelle l’alanine a C t C  
offerte comme seule partenaire de la rCaction transaminasique (absence de glyoxylate 
exoghne) n’a cependant pas permis de mesurer une production significative de pyru- 
vate. Cette expkrience semble aussi permettre d’kcarter l’hypothkse d’une interven- 
tion de la transminase glutamique-pyruvique de Neurospora 14) dans la production 
exckdentaire de pyruvate, par transamination entre alanine et traces d’acide or-cCto- 
glutarique endoghe ayant pu Cchapper B la dialyse. En dCfinitive, il se pourrait bien 
que le d6sCquilibre du bilan transaminasique relevgt des causes discutCes plus haut, 
suggCrant la possibilitk d’un ((turn-over)) de la glycine, plus rapide que celui du 
pyruvate. 

Une signification physiologique peut etre accordke aux donn6es du tableau I1 
montrant que 1’activitC de la transaminase apparait au maximum dkjB le 3“ jour 
dans les trits jeunes cultures sur acCtate, dont la croissance active est immhdiatement 
suivie de diffkrenciation conidienne, alors que dans les cultures sur saccharose, l’acti- 

13) G. TURIAN, Path .  Microbiol. 26, sous prcsse (1963). 
14) J. R. S. I’INCHAM, Xature 168, 957 (1951). 
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vit6 enzymatique n’atteint son maximum qu’aprks 9 jours, c’est-8-dire au moment 
de la maturit6 sexuelle (diffkrenciation protopkrith6ciale) des mycklia. 

Relevons enfin que, contrairement ii l’isocitratase, un enzyme de type adaptatif, 
inductible par l’acktate15) mais rCprim6 en pr6sence de saccharose8), la transaminase 
alanine-glyoxylate de Neurospora se comporte en enzyme de type constitutif, form6 
et actif en prCsence du saccharose comme de l’acktate (tableau I). On peut cependant 
penser que son degr6 d’activitk in vivo dCpend, pour une part tout au moins, de celui 
de l’isocitratase pour ce qui concerne la disponibilitk en partenaire glyoxylique. 

Nous remercions le FONDS NATIONAL SUISSE DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE et  le FONDS 
MARC BIRKIGT de leur pr6cieux appui. 

SUMMARY 

Extracts from acetate-grown Neurospora crassa showed alanine-glyoxylate activ- 
ity only after dialysis. 

The activity of these extracts has been compared to that of similar, dialyzed 
extracts from sucrose cultures which were already active, though less without dialysis. 

Endogenous levels of glycine in acetate cultures were not higher than in sucrose 
cultures. There are reasons to  suspect a quicker turn-over of glycine in the conidiogen- 
ous cultures on acetate. 

Institut de Botanique gknkrale, Universitk de Genkve 

15) H. L. KORNBERG, Ann. Rev. Microbiol. 13, 49 (1959). 

274. Verteilung der Radioaktivitat in der Ratte nach Verabreichung von 
[14C]-d, I-a-Tocopheryl-acetat 

von U. Gloor, F. Weber, J. Wursch und 0. Wiss 

(21. IX. 63) 

Fur die Beurteilung des Wirkungsmechanismus des Vitamins E im tierischen Or- 
ganismus sind sichere Kenntnisse iiber den Gehalt von a-Tocopherol in den Geweben 
wichtig. Im Zusammenhang mit der partiellen Ersetzbarkeit des Vitamins E durch 
unnatiirliche Antioxydantien, wie z. B. Diphenylparaphenylendiamin und Ethoxy- 
quinl) stellt sich die Frage, ob fur deren Wirksamkeit geringere Mengen von a-Toco- 
pherol in den Geweben vorhanden sein miissen, d. h., ob sie nur als Synergisten wirk- 
sam sind oder das Vitamin E ersetzen konnen. Publizierte ErgebnisseZ-‘j) uber den 

1) = 2,2,4-Trimethyl-l, 2-dihydrochinolin. 
%) E. E. EDWIN, A. T. DIPLOCK, J. BUNYAN & J. GREEN, Biochcm. J. 79, 91 (1961). 
3, J. GREEN, A. T. DIPLOCK, J. BUNYAN & E. E. EDWIN,  Biochem. J. 79, 108 (1961). 
4) Q. CRIDER, P.  ALAUPOVIC & B. C .  JOHNSON, J. Nutrition 73, 64 (1961); Biochem. biophysic. 

Research Communs. 2, 293 (1960); P. ALAIJPOVI?, B. C. JOHNSON, 9. CRIDER, H. N. BHAGA- 
VAN & B. C. JOHNSON, Amer. J. Clin. Nutrition 9, No. 4, Pt. 11, 76 (1961). 

5 ,  A. S. CSALLANY & H. H. DRAPER, Arch. Biochemistry Biophysics 92, 462 (1961). 
6, J. G. BIERI, C. J. POLLARD, I. PRANGE & H. DAM, Acta chem. scand. 75, 783 (1961). 




