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ear ly  i n d e x  of anox ic  m y o c a r d i a l  d a m a g e ;  a n d  (c) a com- 
p a r a t i v e  e v a l u a t i o n  of t he  changes  in  t h e  r eac t i on  for  
p h o s p h o r y l a s e  a n d  in v a r i a t i o n s  in  t h e  a m o u n t  of t h e  
s t a inab le ,  labi le  f r ac t ion  of g lycogen is of v a l u e  c o n c e r n i n g  
pa tho log i c  d i f fe ren t ia l  diagnosis ,  s ince i t  p rov ides  a bas is  
for etiologic cons idera t ions .  

Rdsumd. I1 f u t  d 6 m o n t r 6  que  les c h a n g e m e n t s  pr~coces 
d ' a c t i v i t 6  de  la  p h o s p h o r y l a s e  au  n i v e a u  du  m y o c a r d e  

s o n t  e s s en t i e l l emen t  d i f f6 ren ts  selon qu ' i l  s ' ag i t  d ' u n e  
c a r d i o m y o p a t h i e  p r i m a i r e  (non-occlusive)  ou seconda i re  
(occlusive).  

E .  BAJUSZ a n d  O. JASMIN 

Laboratory o/ Experimental Pathology, Department o/ 
Pathology, University o/Montreal (Canada), 
March 26, 1964. 

S o l u b i l i s a t i o n  de la  m o n o a m i n e o x y d a s e  d e s  
m i t o c h o n d r i e s  de fo ie  de rat  

Depu i s  la  d~couve r t e  p a r  HARE 1 e n  1928 de l ' e n z y m e  
c a p a b l e  de  c a t a l y s e r  l ' o x y d a t i o n  de  la  t y r a m i n e ,  e n z y m e  
c o n n u  depuis ,  sous  le n o m  d ' a m i n e o x y d a s e ,  les 6 tudes  
c o n c e r n a n t  sa  s t r u c t u r e  e t  s on  m o d e  & a c t i o n  o n t  r e la t ive -  
m e n t  peu  progress& Cela es t  dfi e n  pa r t i cu t i e r  au  fa i r  que  
ce t  e n z y m e  qu i  es t  e s sen t i e l l emen t  localis* su r  les m i t o -  
chondr i e s  ~ es t  t r~s difficile ~. e x t r a i r e  e t  /~ solubi l iser .  
D ive r s  a u t e u r s  o n t  essay6 l ' a c t i o n  d ' a g e n t s  so lub i l i s an t s  
tels  que  le d6soxycho la t e  de  s o d i u m  associ$ ~. l ' a c t i on  des  
u l t r a sons  3, l ' i s o o c t y l p h 6 n o x y p o l y p h 6 n o x y 6 t h a n o l  4. P o u r  
o b t e n i r  une  so lub i l i sa t ion  avec  u n  mei l leur  r e n d e m e n t ,  
nous  a v o n s  ~tudi~ l ' a c t i on  de q u a t r e  p r o d u i t s  r6pu t6s  
t ens ioac t i f s :  la  d ig i ton ine ,  une  sapon ine ,  le t w e e n  20 e t  le 
l au ry l su l f a t e  de sod ium.  

Matdriel et mdthodes. Nous  a v o n s  choisi  c o m m e  source  
e n z y m a t i q u e  1~ s u s p e n s i o n  de m i t o c h o n d r i e s  de foie de  
ra t ,  prSpar6es  selon WEINBACH $. Ces s u s pens i ons  o n t  u n  
degr6 de pu re t~  de  95%.  

Les  p ro t$ ines  son t  dosSes p a r  la m $ t h o d e  du  b i u r e t  a. 
L ' a c t i v i t 6  m o n o a m i n e o x y d a s i q u e  es t  ~valuSe:  
Soi t  m a n o m ~ t r i q u e m e n t ,  p a r  la c o n s o m m a t i o n  d ' o x y -  

g~ne mesur~e  au  r e sp i rom~t re  de W a r b u r g ,  en  prSsence de  
t a m p o n  p h o s p h a t e  (pH 7; 0 , 0 8 M )  c t  g 38°C, selon 
CREASY ?. Le  s u b s t r a t  es t  la  s6ro tonine ,  sous fo rme  de 
su l fa te  doub le  de sSro tonine  e t  de c r6a t in ine  ~t la concen-  
t r a t i o n  de 3 , 2 8 . 1 0 - a M .  

Soi t  en  d o s a n t  l ' a m m o n i a c  d~gag6 s u i v a n t  la m 6 t h o d e  
de Conway.  

Action de la digitonine. Nous  a v o n s  ut i l is6 la d ig i ton ine  
en  nous  i n s p i r a n t  de la  t e c h n i q u e  de LEHNINGER s, p o u r  
l ' o b t e n t i o n  de f r a g m e n t s  m i t o c h o n d r i a u x .  Les mi to -  
chondr i e s  f r a f c h e m e n t  pr6par~es,  s o n t  t ra i t~es  p a r  la d ig i t s -  
n ine  A 0 ,8%,  ~. p H  7 p e n d a n t  30 rain  ~ + 1 ° C ,  puis  
cent r i fugSes  30 min  ~t 50000 g. Le s u r n a g e a n t  es t  s lo t s  
cen t r i fug6 /~  n o u v e a u  30 ra in  ~. 100000 g. 

Le  s u r n a g e a n t  f ina l  poss~de une  ac t iv i t6  sp~cif ique 
s e n s i b l e m e n t  6gale ~ celle de la  suspens ion  ini t ia le ,  ma i s  
son  ac t iv i t6  t o t a l e  ne  r ep r6sen te  que  20% au m a x i m u m  
de l ' a c t iv i t6  ini t ia le .  

Le  p r e m i e r  cu lo t  de  c e n t r i f u g a t i o n  a une  ac t iv i t~  sp6- 
c i f ique  16g~rement sup~r ieure  e t  te deux i~me  u n e  ac t iv i t6  
sp~cif ique 4 ~ 5 lois sup6r ieure  ~t celle des  m i t o c h o n d r i e s  
de  d6par t .  

O b s e r v a n t  done  que  l ' a c t iv i t~  m o n o a m i n e o x y d a s i q u e  
sp$cif ique a u g m e n t e  au  fu r  e t  ~ m e s u r e  de  la  r u p t u r e  des  
m i t o c h o n d r i e s  n o u s  a v o n s  v~rifi6 ce p h 6 n o m ~ n e  e n  sou-  
m e t t a n t  une  suspens ion  de  m i t o c h o n d r i e s  ~t Fac t i on  d ' u n  
b r o y e u r  U l t r a t u r a x  e t  e n  la  c e n t r i f u g e a n t  s u c c e s s i v e m e n t  
~t 20000,  40000, 80000  g: on  o b t i e n t  u n  a c c r o i s s e m e n t  de  

l ' a c t iv i t6  paral l~le  A la  d i m i n u t i o n  de  ta i l le  des  pa r t i cu le s :  
a v a n t  t o u t  t r a i t e m e n t  nous  m e s u r o n s  u n e  c o n s o m m a t i o n  
d ' oxyg~ne  de  6,9 m l  de  CO 2 p a r  m g  de p ro t$ ine  p e n d a n t  
40 m i n ;  apr~s  b r o y a g e  a u  t u r a x ,  c e t t e  c o n s o m m a t i o n  
passe  g 7,8 p o u r  une  acc616rat ion cen t r i fuge  de  20000 g 

15 p o u r  40000  g, ~ 28 p o u r  80000 g. 

Activit5 a Activit5 
globale spdcifique 

Suspension de 
mitochondries 
de dSpart 6900 6,7 
C1 b 3900 11 
S l 2000 2,6 
C~ 2100 15,7 
S 2 1000 3,6 
C 3 900 16,2 
S~ 0 0 

a Activit6 globale: [zl0 s consommde/40 mn[1 ml; spdcifique: [zl0~ 
consommde[40 ran/rag protdine. 

b Centrifugation de la suspension de mitochondries de ddpart, traitde 
par le laurylsulfate de Nah  0,2%. 

F ~  Surnageant S 1 

Culot C l (remis en suspension dans du saccharose 0,25M) m~me 
traitement que la suspension de d5part 

C~ (traitement identique 5. eelui de Cl) 

C~ 
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Action de la saponine. Les r6sul tats  sont  semblables  ~. 
ceux ob tenus  avec  la d ig i tonine :  il ne nous a pas 6t6 
possible de solubiliser plus de 209' o de l ' ac t iv i t6  initiale.  

Nous avons  fair  var ie r  la concen t ra t ion  en saponine de 
0,5% ~ 5% et  le p H  de 7 A 8,5. La  concen t ra t ion  o p t i m u m  
nous para~t ~tre 2% et  le p H  7. 

Action du tween 20 (d6riv~ po lyoxya lky l~n ique  du mono-  
laurate  de sorbi tol) :  Les surnageants  ob tenus  se son t  
r6v~16s inact i fs  b i e n  que  par t icu l i~rement  riches en pro-  
t~ines; les culots  sont  ~galement  inactifs,  et  ceci semble 
dfl ~ une ac t ion  d~na turan te  importaaate du Tween  20. 

Action du laurylsul]ate de sodium. Nous  avons  essays le 
laurylsul fa te  de sod ium h diverses concen t ra t ions  (0,05 
0,5%), en t re  p H  7 e t  8,5 e t  p e n d a n t  des t emps  variables .  
Les condi t ions  su ivan tes  nous on t  donn~ la mei l leure  
solubi l isat ion:  concent ra t ion ,  0,2% pendan t  1 h;  p H  7, 
t emp6ra tu re  + 2 ° C ;  cent r i fugat ion ,  135000 g/1 h. Le 
surnagean t  con t ien t  alors 30% de l ' ac t iv i t6  ini t ia le  totale ,  
avec  une act iv i t~  sp~cifique l~g~rement inf~rieure h cetle 
des mi tochondr ies .  

Le culot  a une ac t iv i t6  sp6cifique 2 ~ 3 lois plus $1ev~e 
que l ' ini t iale.  E n  r e t r a i t an t  le culot  par  le laurylsul fa te  
dans les m6mes condi t ions  on ob t ien t  de nouveau  un 
surnagean t  actif.  L ' ac t iv i t~  to ta le  des surnageants  r6unis 
repr6sente su ivan t  les opera t ions  40 k 50% de l ' ac t iv i t6  
totale .  U n  troisi~me t r a i t e m e n t  du eulot  ne  nous a pas  

donn6 de su rnagean t  actif,  que lques  sOient les modif ica-  
t ions de p H  et  de concen t ra t ion  en laury lsu l fa te  appor-  
t6es; mais  on observe  alors une  ne t t e  d iminu t ion  de 
l ' ac t iv i t6  des culots  t r adu i san t  soit  une d~na tura t ion  soit  
une inhibi t ion  de l ' enzyme  (Tableau).  

Le  su rnagean t  actif,  de couleur  jaune,  conserve  son 
ac t iv i t~  au moins 15 jours  h - -15°C et  au  moins  24 h ~, 
+ 4 ° C .  

C o m p a r a t i v e m e n t  aux  autres  tensioact i fs  essay6s, le 
laurylsul fa te  nous a donc donn6 les meil leurs  r6sultats .  I1 
pe rme t  d 'obteni r ,  avec un r e n d e m e n t  sat isfaisant ,  une 
solut ion k par t i r  de laquelle  p e u t  ~tre tent~e une  purif i -  
ca t ion  de l ' enzyme.  

Summary. The  monoamineox idase  of the  mi tochondr i a  
of ra t  l iver  m a y  be dissolved up to 50% of the  ini t ia l  
a c t i v i t y  by  t r e a t m e n t  w i th  a tens ioact ive  agent  fol lowed 
by  ul t racent r i fugat ion .  The  best  exper imenta l  condi t ions  
are  ob ta ined  wi th  0 .2% of sodium laurylsu lphate  (pH 7) 
dur ing  1 h a t  + 2 ° C .  

M. H. CoG et  C. BARON 

Laboratoire de Thdrapeutique du Centre d'Etudes du 
Bouchet, Vert le Petit (Seine et Oise) et Laboratoire de 
Chimie Biologique de la Facultd des Sciences de Dijon 
(Cdte d'Or, France), te 74 ]dvrier 196& 

G l u t a m a t e  D e c a r b o x y l a s e  a n d  7 - A m i n o b u t y r a t e  
T r a n s a m i n a s e  i n  D e v e l o p i n g  R a t  B r a i n  

Matura t iona l  Changes in Cerebral  Cor tex  IV.  

Apa r t  f rom the  de ta i led  inves t iga t ions  by  HIMWICH ~ 
on the  changes in g lu t ama te  decarboxylase  (GAD, 
R.C.4.1.1.15) in the  developing m a m m a l i a n  brain, no 
in format ion  is avai lable  on o ther  enzymes  of the  gluta-  
ma te -7 -aminobu ty ra t e  pa thway .  This  repor t  deals w i th  
an  analysis  of the  a c t i v i t y  of g l u t a m a t e  decarboxylase  
(GAD) and  7-aminobutyrate-c~-ketoglutarate  t r ansamin-  
ase (GABAT,  E.C.2.6.1.- .)  dur ing  pos tna ta l  deve lopmen t  
of the  ra t  brain.  This  s tudy  is pa r t  of a p rog ramme  on 
m a tu ra t i on  of changes in the  cerebral  cor tex.  

Wis ta r  albino ra ts  were killed by  decapi ta t ion.  The  
bra in  was qu ick ly  r emoved .  20% (w/v) homogena tes  
were prepared  in a P o t t e r  homogenizer .  ~Vater-mercapto-  
e thanol  (0.01) o r  water-sucrose (0.25) -mercap toe thano l  
(0.01) was used as a medium.  B o t h  enzymes  were deter-  
mined  in the  same homogenate .  G A D  was de te rmined  
according to  HILGERSOM ~ and G A B A T  according to 
SALVADOR and ALBERS 3 w i t h  sl ight  modif icat ions.  

Af te r  a 45 min  incuba t ion  per iod (37°C, shaking,  
aerobic  condit ions) ,  t he  reac t ion  was s topped  and the  
prote in  dena tu red  by  hea t ing  for 5 min  a t  100°C. There-  
upon 2 ml  of 0 .25M 3, 5-diaminobenzoic  acid (Aldrich), 
p H  6 (with K2COs), and i ml  of 0 .5M phospha te  buffer, 
p H  5.8, were added  and the  mix tu r e  hea ted  for 60 min 
a t  60°C. Af ter  a brief  cent r i fugat ion  the  r e su l t an t  super-  
n a t a n t  was di lu ted wi th  0 .01M phospha te  buffer,  p H  6.0. 
Fluorescence was measured  w i t h  a U n i c a m  SP  500 
spec t ropho tomete r  w i th  f luorometer  a t t a c h m e n t  and a 
fil ter (Schot t  J e n a  P IL ,  212017). The  exc i ta t ion  wave-  
l eng th  was 418 m ~  and the  f luorescence wave- leng th  

505 m/z. B y  using succinic semia ldehyde  synthesized,  
according to SCHENCK 4, ca l ibra t ion  curves  were made.  
The  pu r i t y  of t he  succinic semia ldehyde  used was con- 
t rol led by  de t e rmina t ions  of  the  two  funct iona l  groups.  

The  ac t iv i t ies  of the  two  enzymes  in w a t e r  homogena tes  
are presented  in Table  I. The  mos t  s t r ik ing  resul t  is the  
a p p r o x i m a t e l y  cons tan t  ra t io  of the  two enzymes ,  par-  
t i cu la r ly  dur ing the  grea tes t  change in enzyme  ac t iv i ty .  

Table I. Activity of enzymes in water homogenate 

Age GAD-act GABAT-aet No. of deter- GABAT]GAD 
(days) 4- S.D. 4- S.D. minations ratio 

0 4 13 1 3.3 
5 4 17 1 4.3 

10 11+2  3 2 + 5  4 2.9 
15 20 49 2 2.5 
20 27-4-2 75-t-2 4 2.8 
25 29 84 1 2.9 
30 34 q- 2 99 q- 10 4 2.9 
40 35 88 1 2.5 

Adult (4- 8 36-I-3 1154-15 4 8.2 
months) 

The activities are expressed as ~tmol product formed per g wet 
weight per h. 
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4 G. O. SCHENCK, Liebigs Ann. 584, 156 (1953). 


