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U n e  n o t e  c o n c e r n a n t  la  c e n t r i f u g a t i o n  f r a c t i o n n ~ e  de  fo i e  d e  r a t  

Le sch6ma de cen t f i fuga t ion  diff6rentielle mis  au po in t  
par  DE DUVE et  ses col laborateurs  x dans  leurs t r a v a u x  sur 
le foie de ra t  se caract6fise p r inc ipa lement  par  la s6para- 
t ion de la f rac t ion mi tochondr ia le  en une  fract ion lourde  
M, con tenan t  la ma jeure  pal-tie des mitochondries ,  et  une 
f rac t ion Idg~re L, enfichie en lysosomes. 

Dans  cer ta ines  exp6riences,  oh nous avions 6t6 amen6s 
utfliser des ra t s  non £ jeun,  nous avions  remarqu6  que 

la cons t i tu t ion  de ce t te  f rac t ion l~g~re L diff6rait  dans 
une  cer ta ine  mesure  de  celle que  l 'on  observa i t  chez les 
ra ts  mis h j eun  une v ing ta ine  d 'heures  a v a n t  le sacrifice;  
le pourcen tage  d ' ac t iv i t6  e n z y m a t i q u e  t rouv6  dans  ce t t e  
f rac t ion  6taf t  tou jours  plus faible dans  les pr6para t ions  
p r o v e n a n t  d ' a n i m a u x  non  ~ jeun.  Nous  croyons  clue ce 
ph6nom~ne t r o u v e  son origine dans  la  pr6sence d ' u n e  
quan t i t6  i m p o r t a n t e  de glycog~ne dans  la f rac t ion L. 

Nous  avons  utilis6 dans  nos exp6fiences des ra t s  males  
Wis t a r  de 200 A 300 g. Les cent r i fugat ions  diff6rentielles 
on t  6t6 effectu6es su ivan t  la m6thode  de DE DUVE et al. x 
et  conduisent  g la s~parat ion des fract ions nucl6aire N, 
mi tochondr ia le  lourde M, mi tochondr ia le  16g~re L, micro-  
somale P e t  soluble S A par t i r  de l 'homog6nat ,  pr6par6 
dans le saccharose 0 ,25M. Les mesures  enzymat iques  
sont  6galement  r6alis~es su ivan t  les techniques  d~crites 
pa r  ces au teurs ;  les prot6ines sont  mesur6es par  la m6- 
rhode  de LowRY et  al. ~. 

P o u r  la d~te rmina t ion  du glycog~ne des fract ions,  les 
prot6ines  son t  d ' abo rd  pr~cipit~es par  l ' ac ide  t r ichlor-  
ac6t ique ~ 5%. On centr i fuge e t  r6colte le l iquide  sur- 
nageant .  Le  culot  es t  lay6 2 Iois darts le TCA ~ 6,7% et  
les l iquides surnageants  sont  a jout6s  au premier .  Le  
glycog~ne de l ' ex t r a i t  acide est  ob tenu  pa r  3 pr6cipi ta-  
t ions successives avec  de l '~ thanol  g 70%. I1 est dissous 
dans l ' eau  bidistill6e e t  dos6 par  la m6thode  ~ l ' an th rone  
su ivan t  S E I F ~ R  et  al. *, en u t i l i sant  le glucose comme  
6talon. 

La  figure i l lustre la fa~on don t  se d is t r ibuent  la phos-  
pha tase  acide e t  la r ibonucl6ase acide, 2 enzymes  lyso- 
somiaux,  la cy tochrome  oxydase,  f e rmen t  mi tochondr ia l ,  
la glucose-6-phosphatase,  enzyme  des microsomes,  les 
prot6ines e t  le glycog~ne apr&s cent r i fugat ion  diff6rentielle 
d ' homog6na t s  de foie de ra t  ~ j eun  et  non ~ jeun.  

Les d is t r ibut ions  enzyma t iques  t rouv6es  chez les ani- 
m a u x  5, j eun  cor respondent  5, celtes d6crites pa r  D~ D o v e  
e t  al. ~. La  modi f ica t ion  la plus f r appan te  des dis t r ibut ions  
fe rmenta i res  mesur6es chez les a n i m a u x  non ~ j eun  con- 
siste en une  d iminu t ion  ne t t e  du pourcen tage  des enzymes  
e t  des prot6ines r~cup6r6 dans  la f rac t ion mi tochondr ia le  
16g+re L. Ce ph6nom~ne est  su r tou t  mani fes te  en ce qu i  
concerne les hydrolases  lysosomiales qui  n o r m a l e m e n t  se 
r e t r o u v e n t  en quant i t~  impor t an t e  dans  ce t te  fract ion.  
Pa r  contre,  la f ract ion microsomale  P e s t  n e t t e m e n t  plus 
f iche en ces enzymes  dans le cas des an imaux  non ,~ jeun. 

Le t ab leau  signale les t a u x  de glycog~ne t rouv6s  dans 
les foies des a n i m a u x  utilis6s dans ces exp6riences.  On 
r e m a r q u e  que  les modif icat ions  de d is t r ibut ion  que  nous 
avons  signal6es sont  d ' a u t a n t  plus marquees  que  le foie 
con t ien t  plus de glycog~ne. Or, c o m m e  le mont re  la figure, 
ce compos6 se r e t rouve  p r inc ipa lement  dans  les f ract ions  
L e t  P ;  aussi, c royons-nous  que  Ies modif ica t ions  de 
d is t r ibu t ion  qu i  t o u c h e n t  ces fractions,  que  nous avons  
t rouv6es  chez les ra t s  non 5, jeun,  sont  dues 5, la  g rande  
quan t i t6  de  glycog~ne qu 'e l les  cont iennent .  Celui-ci 
change v ra i s emblab l emen t  l 'o rganisa t ion  du culot  de 
cent r i fugat ion  5, pa r t i r  duquel  la f rac t ion mi tochondr ia le  
16g~re L e s t  pr6par6e d ' a u t a n t  plus fac i lement  que celle-ci 
ne cont ien t  q u a n t i t a t i v e m e n t  que  peu de prot6ines donc 
d'616ments structur6s.  Chez les a n i m a u x  non 5, jeun, on 
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Distribution des enzymes, des i)rot~ines et du glycog~ne aprbs centri- 
fugation diff~rentielle: N, fraction des noyaux; M, fraction mito- 
ehondriale lourde; L, fraction mitochondriale l~g~re; P, fraction des 
microsomes et S, fraction soluble. Les chiffres A droite donnent le 
pourcentage de r~cup6ration inoyen et la d~viafion standard, calcul6s 
sur ia totalit6 des fractionnements. (a) Moyenne de 3 fractionnements 
r6alis~s sur des animaux ayant jefin6 pendant 20 h; (b), (c), (d) ani- 
maux nourris ad libitum; (e) animal ayant re~u une injection journa- 
li~re de 25 mg de cortisol pendant 3 jours, puis sacrifi~ le quatri~me 
jour; (f), (g) animaux privds de nourriture pendant 30 h puis recevant 
de la nourriture ad libitum pendant les 7 h pr~c~dant le sacrifice. 

Taux de glycog~ne trouvds dans les foies des animaux utilis6s dabs 
les exp6riences d6crites ~ la figure. Les valeurs sont exprim6es en 
g par 100 g de foie 

(a) (b) (c) (d) (e) (f) (g) 

< 0,1 4,1 4,52 6,10 7,41 7,67 8,40 
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voi t  e f fec t ivement  dans le culot  qui  donnera  la f ract ion L, 
une masse blanchg~tre de glycog~ne qui  occupe principale-  
meri t  le fond de ce culot.  I1 est probable,  dans  ces condi-  
t ions que  la d & a n t a t i o n  r~alis6e apr~s la cent r i fugat ion  
en t ra ine  beaucoup  plus Iac i lement  les 616ments de la 
f rac t ion L, qui  se t r o u v e n t  tass~s au-dessus de ce culot  
de glycog~ne, avec  c o m m e  consfiquence leur sfidimenta- 
t ion ult6rieure dans  la f rac t ion microsomale  P. 

which can be expla ined by  the  sed imen ta t ion  in the  L 
fract ion of a high propor t ion  of the  glycogen accumula ted  
in t he  l iver  of fed animals.  The  presence of this componen t  
changes the  organiza t ion  of the cen t r i fuga t ion  pel le t  so 
that ,  dur ing the  decan ta t ion  of the  L fract ion,  subcel lular  
s t ruc tures  sed iment ing  in this f ract ion are sucked off and 
recupera ted  in the  n e x t  centr i fugat ion pellet,  i.e. in the  
microsomal  P fraction.  

Summary. Signif icant  differences were  observed in 
enzymic  composi t ion  of L and P fract ions be tween  
fast ing and fed animals.  The  L fract ion conta ins  a smaller  
percen tage  and the  P f rac t ion a h igher  percentage  of the  
enzymic  ac t i v i t y  of the  homogena te  when the  ra t  is fed, 
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T h e  Effect  of  U V - I r r a d i a t i o n  on  G l u c o b r a s s i c i n  and O t h e r  G l u c o s i n o l a t e s  ( M u s t a r d  Oil G l u c o s i d e s )  

The  glucoside glucobrassicin (GB]R), i.e. 3-indolyl- 
methylglucosinola te ,  isolated first  f rom Brassica species z 
is the  main  precursor  of the  goi trogenic th iocyana te  
(SCN-)  and of the  indole auxins  (plant  growth-regulators)  
in these and m a n y  o ther  p lants  2,a. These ac t ive  substances 
are l ibera ted  f rom G B R  by  the  enzyme  myrosinase.  The  
products  of this enzymat ic  c leavage  depend on the  p H  of 
the  medium.  A t  p H  7, G B R  splits to yield glucose, 
sulphate,  3 -hydroxymethy l indo le  (3-OH-MI),  respect ive ly  
3 ,3 ' -d i - indoly lmethane  (Di-IM) and SCN- .  A t  p H  4, 
3- indolylacetoni t r i le  (IAN) is t he  p r ima ry  indolic c leavage 
product ,  a long wi th  glucose, b i su lpha te  and  sulphur.  

A l though  the  aqueous  solutions of G B R  are re la t ive ly  
stable,  t h e y  are  v e r y  sensi t ive to UV-l ight .  W e  h a v e  
inves t iga ted  this fact  in some deta i l  and the  essential  
results  are  discussed in the  present  communica t ion .  

The  G B R  used was prepared  in our l abora to ry  as the  
t e t r a m e t h y l  a m m o n i u m  sal t  (of 97% pur i ty)  according 
to GMELIN and VIRTANEN 1. Aqueous  solutions of G B R  
were i r rad ia ted  in qua r t z  cells (d = 1 cm) a t  a dis tance 
of 15 cm f rom the  UV source, a 'Chromato lux '  t ubu la r  
l amp of P leuger  Inc.  (G8TL, 8 W, emi t t i ng  pr inc ipa l ly  a t  
2537 ~ w i thou t  addi t ional  f i l t rat ion).  

The  t ime  course decompos i t ion  of G B R  was followed 
by  m e a s u r e m e n t  of the  absorbancy  of the  solut ion a t  
230 nm (spec t rophotometer  CF¢-Optica Milano) (results 
in F igure  1). The  init ial  s teep decrease in absorbancy  is 
supposed to character ize  the  decompos i t ion  of G B R  and, 
af ter  the  m i n i m u m  has been reached (at 3 rain), the  small  
rise and slow subsequent  change is p robab ly  due to the  
fo rmat ion  of the  final  decompos i t ion  products .  The  
m i n i m u m  va lue  is supposed to represen t  the  po in t  of 
in tersect ion of 2 curves.  I t  is i m p o r t a n t  to  note  t h a t  long, 
cont inuous  i r rad ia t ion  of the  sample  causes the  same 
changes in absorbancy  (curve 1) as a short,  only  3 min  
long exposure  (curve 2). 

F o r  the ident i f icat ion of the  decomposi t ion  products ,  
the solutions of G B R  (1 mg/ml)  were i r radia ted  as a l ready  
described for 10, 20 and 45 min.  A t  first  i t  m a y  be ac- 
cen tua ted  t h a t  the  p H  of the  solutions fell f rom p H  7.0 
to p H  3.7 af ter  10 rain i r rad ia t ion  and then  no fur ther  
change was observed.  The  presence of su lphate  in the  
solutions was p roved  (as Ba-salt) .  The  o ther  products  
were ident i f ied by  means  of paper  ch roma tog raphy  
(Figure 2). An unknown p roduc t  (X on F igure  2; green 
fluorescence wi th  fo rmaldehyde  reagen t  4, 1Rf= 0.56) 
appeared  af ter  10 min  i r radiat ion,  bu t  i t  vanished  on 
fur ther  i r radiat ion.  The  o ther  4 final  products  were 

ident i f ied  as glucose, SCN-,  3 -OH-MI and Di-IM. F r o m  
this  i t  is ev iden t  t h a t  all the  products  of photolys is  are 
ident ica l  wi th  the  products  of enzymat ic  c leavage  of G B R  
by  myrosinase.  Quan t i t a t ive ly ,  83.3% of the  ini t ial  G B R  
(50 ~ug/ml) was decomposed  af te r  3 min  of UV-i r rad ia t ion  
(es t imated f rom the  a m o u n t  of l iberated SCN-) .  The  re- 
main ing  G B R  decomposed  p robab ly  to IAN,  as a resul t  
of the  fall in the  p H  of the  solution.  For  comparison,  the  
exposure  of the  same GBR-so lu t ion  to sunl ight  resul ted in 
55% decdmposi t ion of glucoside. Also, af ter  exposing the  
solut ion to g a m m a  radia t ion  (100 k R  Co6°), there  followed 
a 41% decomposi t ion  of G B R ,  bu t  the  products  formed 
a t  UV-i r rad ia t ion  were no t  found in this  case. 

The  UV-i r rad ia t ion  of some o ther  glucosinolates,  sin- 
albin, sinigrin, glucoiberin and progoitr in,  p roduced  a 
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Fig. 1. The changes of absorbancy at 230 nm after UV-irradiation of 
water solution of glucobrassicin (50/zg/ml). Curve 1, continuously 
irradiated solution; curve 2, the solution irradiated for 3 min then 
left without further irradiation. 
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