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SUMMARY 

Influence of sodium elhacrynate on some reactions involved in the mechanism of oxidative 
phosphorylation 

I. The effects of ethacrynate on the oxidation of several substrates, on the 
reversal of electron transfer and on different types of ATPase are described. 

2. In phosphate medium, addition of ADP or 2,4-dinitrophenol strongly in- 
creases the inhibition of fl-hydroxybutyrate oxidation; under these conditions, suc- 
cinate oxidation is poorly inhibited (20 %). 

3. In a non-phosphate medium, ethacrynate strongly inhibits succinate oxi- 
dation (80 %); this inhibition is dependent on the coupling state and the level of 
reduced pyridine nucleotides of the mitochondria. Phosphate and ethacrynate are 
competitive, and bovine serum albumin counteracts the inhibition by ethacrynate. 
After mitochondria preincubated with ethacrynate and succinate have been washed, 
the inhibition of succinate oxidation is still very substantial. 

4. Arsenate-stimulated succinate oxidation is also strongly inhibited by ethacry- 
nate; preincubation of arsenate with ethacrynate decreases the inhibition. 

5. Reversal of electron transfer is strongly inhibited by ethacrynate, energy 
being supplied either directly by mitochondrial oxidation, or indirectly by adding 
ATP under anaerobic conditions. 

6. Ethacrynate inhibits 2,4-dinitrophenol-stimulated ATPase and does not 
inhibit Mg2+-stimulated ATPase; ATPase from frozen-thawed mitochondria is inhi- 
bited by ethacrynate only if these mitochondria have been washed after the freezing- 
thawing treatment. 

INTRODUCTION 

En 1962, VILKAS ET LEDERER 1 ont pr6sent6 un m~canisme possible d'intervention 
de l'ubiquinone dans les oxydations phosphorylantes, qui impliquait la formation 
transitoire d'une m6thyl~ne-quinone. Dans le but  de v6rifier cette hypoth~se, ces 

* Nouvelle adresse : Laboratoire  de Chimie Biologique, Facult6 des Sciences, 69-Villeurbanne, 
France. 
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auteurs  nous ont  donn6 ~ 6tudier  les effets de l ' 6 thac ryna te  de sodium* sur les mi to-  
chondries,  don t  la s t ruc ture  pr6sente une analogie avec une m6thyl~ne-quinone:  le 
g roupemen t  

O 

- C - C -  
II 

CH 2 

Dans un t r ava i l  pr61iminaire 2, nous avons d6crit  les effets de l ' 6 thac ryna te  sur 
quelques r6actions impliqu6es plus ou moins d i rec tement  dans le m6canisme des 
oxyda t ions  phosphorylantes ,  et  il s 'es t  av6r6 que eet te  subs tance  sembla i t  agir  ~t un 
n iveau  fondamenta l  du m6tabol isme mitochondr ia l .  

DUGGAN ET NOLL 3 a y a n t  sugg6r6 que l ' ac t ion  de l ' 6 thac ryna te  6ta i t  en re la t ion 
avec son act ivi t6  sur les g roupements  - S H  prot6iques,  cet te  6rude nous a paru  d ' a u t a n t  
plus int6ressante  que l ' i n te rven t ion  de groupements  - S H  dans le m6canisme des 
oxyda t ions  phosphory lan tes  a d6j/~ 6t6 propos6e 4-6. Les r6sul tats  pr4sent6s semblent  
6galement  en faveur  de cet te  hypoth~se.  

Dans  ce t r ava i l  nous avons 6tudi6 l ' influence de l ' 6 thac ryna te  sur l ' oxyda t ion  de 
diff6rents subs t ra ts ,  le t r ans fe r t  d'61ectrons en sens inverse et  diff6rents types  d ' ae t iv i t6  
ATPas ique  avec des mi tochondr ies  de foie de ra t  ou de coeur de boeuf. 

MATI~RIEL ET METHODES 

Produits 
L'ac ide  6 thacrynique  nous a 6t6 fourni pa r  le Dr. C. W. MUSHETT, Merck, Sharp  

et Dohme,  R a h w a y  (N.J.) ;  ADP,  ATP:  produi t s  des Pabs t  Labora tor ies ;  serum-  
a lbumine  bovine : " f rac t ion  V from bovine  p lasma" ,  Armour  pharmaceu t i ca l  company.  

Mdthodes 
Prdparation des suspensions mitochondriales 
Les mi tochondr ies  de foie de ra t  sont  pr6par6es selon la m6thode de WEINBACH 7 ; 

elles sont  s6diment6es/ t  9000 × g e t  lav6es 2 lois. Les mi tochondr ies  de coeurde  boeuf 
sont  pr6par6es selon la technique  de CRANE, GLENN ET GREEN8; elles sont  s6diment6es 
~t IOOOO × g et  lav6es I fois. Les prot6ines mi tochondr ia les  sont  dos6es selon la 
technique de JACOBS et al. 9. 

Dosage du phosphate mindral 
Le phospha te  min6ral  est  dos6 selon la technique de FISKE ET SUBBAROW 1° 

apr+s pr6cipi ta t ion des prot6ines mi tochondr ia les  pa r  l ' ac ide  t r ichlorac6t ique 5 % 
(concentrat ion finale). 

Mesure de l'activitd A TPasique 
L'ac t iv i t6  ATPas ique  est mesur6e apr6s incubat ion  des mi tochondr ies  en pr6- 

sence d 'ATP,  pa r  dosage du phospha te  min6ral  lib6r6 dans  le milieu r6act ionnel ;  le 
mil ieu d ' incuba t ion  est celui d6eri t  pa r  BR~NI n avec add i t ion  soit  de 2,4-dini troph6nol  
i .  lO -4 M, soit  de MgSO 4 I .  lO -3 M + d6soxychola te  de sodium I .  lO -4 M. 

Mesure du transfert d'dectrons en sens inverse 
Selon la m6thode  de ERNSTER 1~ nous mesurons  en pr6sence de succinate  la 

* E t h a c r y n a t e  de sodium,  sel de sod ium de l 'acide 6 thac ryn ique :  acide dichloro-2,3( in6thyl-  
~?nebutyryl -2 ' ) -4-phenoxyac6t ique.  
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r6duction endergonique de l 'ac6toac6tate; le milieu a la composition suivante: tampon 
glycylglycine 20 mM (pH 7.5), MgC12 8 raM, KC1 5 ° raM, saccharose 62 raM. 

Mesure des oxydations 
Les mesures de consommation d'oxyg~ne sont faites par la m6thode directe 

de Warburg & 3 °0 en pr6sence d'air et de KOH 20 %; le milieu respiratoire utilis6 
pour les mitochondries de foie est celui dfcrit  par ERNSTER (cf. ci-dessus). Le milieu 
respiratoire utilis6 pour les mitochondries de coeur est celui d6crit par KIELLEY 1¢. Le 
volume final dans les cellules est de 2.I ml. 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Influence de l'dthacrynate sur l'oxydation de diffdrents substrats 
Influence de I 'ADP et de l'A TP 
Par polarographie 22, nous avons v6rifi6 que l '6thacrynate acc61~re 16g&rement 

l 'oxydation du fl-hydroxybutyrate dans des mitochondries en 6tat 4, tandis qu'il 
inhibe fortement l 'oxydation en 6tat 3. 

Par mesures manomftriques (Fig. I), l 'addition d 'ADP augmente fortement 
le pourcentage d'inhibition. L'addition d'ATP, au contraire, n 'a  aucun effet sur cette 
inhibition. 

+ ADP 
100 ,o / 

0 ~ 0 ,  x, mdmoin 

So 
0 E / ' /  / Ethacrynate ( - 32 O,o) 

0 o - -  + ADP + ethacrynate 
o / / "  / 0 / 0 . , . . . ~ . - -  O-- (-64O/o) 

/ o /  o../o/ o /  

, , 
0 !0 20 30 

t (min) 

Fig. I. Influence de I 'ADP sur l'inhibition de l 'oxydation du/~-hydroxybutyrate par l'6thacrynate. 
Mitochondries de eoeur de boeuf: 6 mg prot6ines par essai; milieu respiratoire selon KIELLEy14; 
6thacrynate, i - i o  -4 M pr6incub6 io min avec les mitochondries. ADP, [o/zmoles ajout6 apr~s 
io rain d'6quilibration. 

Influence du 2,4-dinitrophdnol 
L'addition de 2,4-dinitroph6nol 5" lO-5 M (Fig. 2) qui provoque une stimulation 

de l 'oxydation du fl-hydroxybutyrate dans le t6moin, augmente fortement l 'inhibition 
de l 'oxydation due & l '6thacrynate. 

Influence du phosphate mindral 
Si l 'on supprime le phosphate min6ral du milieu r6actionnel, les pourcentages 
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d'inhibition des oxydations sont 16g~rement augment6s avec le /3-hydroxybutyrate 
et le malate, et tr~s fortement augment6s avec le succinate. 

Si l'on pr6incube des mitochondries de foie avec le succinate et l'6thacrynate 
(Fig. 3a) l'oxydation provoqu~e par addition d'ADP + phosphate min6ral est inhibde 
5. 77 %; si l'on pr6incube le phosphate avec l'6thacrynate et le succinate (Fig. 3b), 
l'inhibition n'est plus que de 25 % ; si l'on prfiincube I'ADP avec l'6thacrynate et le 
succinate (Fig. 3c) l'inhibition est de 84 %. 
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Fig. 2. Influence de l '6thacrynate sur  l 'oxydat ion du OL-~-hydroxybutyrate stimul6e par  le 
-',4-dinitroph6nol. Mitochondries de coeur de boeuf: prot6ines, 7 mg par  essai; 6thacrynate,  
i .  lo 4 M prdincub6 1o min avec les mitochondries. 2,4-dinitroph~nol (DNP), 5' IO-5 M ajout6 
aprbs la pr6incubation. Conditions exp6rimentales cf. Fig. i. 
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Fig. 3. Inhibit ion de l 'oxydation du succinate par  l '6thacrynate dans diff6rentes conditions. Mito- 
chondries dc foie de rat :  4.8 mg prott!ines par  essai; 6thacrynate  (Eth.), i .  lO .4 M prdincubd 
IO rain avec les mitochondries et le succinate. ADP, 5 #moles; ATP, 5/~moles; phosphate  mineral 
(Pmln), 5 b tmoles- Milieu respiratoire selon ERNSTER l~" (cf. M/~THOI)ES). Exp6riences a, b, c, e, f, 
mitochondries tr~s coupl6es; experience d, mitochondries faiblement coupi6es (@ texte). 
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En faisant varier les concentrations respectives d'fthacrynate et de phosphate, 
et en utilisant la repr6sentation de Lineweaver-Burk, nous avons 6tabli qu'il y avait 
comp6tition entre le phosphate et l'6thacrynate (Fig. 4). 

En utilisant des mitochondries faiblement coupl6es (obtenues en les maintenant 
I h ~ 25 °) on voit (Fig. 3 d) que l'inhibition est fonction du degr6 de couplage des 
mitochondries. 

4 o/ Etlm = 2.10 "4M 

/ 
~ / 0  / = .10 M Eth. 1 ~4 

i 
/ o  

Eth.= 5.10-5M 

0 
0 10 2i0 x 10 -3 

7E 1 
Fig. 4- Inhibi t ion de l 'oxydat ion du succinate par  l '6 thacrynate  en fonction des concentrat ions 
en phosphate  min6ral et en 6thacrynate.  Mitochondries de foie de rat :  5-4 mg prot6ines par  essai; 
milieu respiratoire selon ERNSTER 12 (@ M~THODES) ; 6 thacrynate  (Eth.) ; S, m#moles  de phosphate  
min6ral; v, #a tomes  d 'oxyg6ne consomm6/min.  Le phospha te  et l '6 thacrynate  sont  pr6incub6s 
IO min avec les mitochondries  et le subs t ra t ;  les oxydat ions  sont  d6clench6es par  addition d ' A D P  
(5 ffmoles) + phosphate  (5 ffmoles) apr6s io min; lorsqu'il  y a pr~incubation de phosphate ,  la 
quant i t4  de phosphate  ajout6 au temps  z6ro est diminu6e d 'au tan t .  

T A B L E A U  [ 

INFLUENCE DU PHOSPHATE MINERAL PRI~INCUB~ SUR L'INHIBITION DE L'OXYDATION DU SUCCINATE, 
PAR L'I~THACRYNATE: OXYDATION STIMULI~E PAR ADP + PHOSPHATE ET OXYDATION STIMULEE PAR 
2,4-DINITROPHI~NOL 

Mitochondries de foie de ra t :  6 mg prot6ines par  essai; milieu respiratoire selon ERNSTER12; 
succinate, 20 ffmoles; l '6 thacrynate  est pr6incub6 avec les mitochondries pendant  io min; ADP 
(5 ffmoles) + phospha te  (5 ,umoles) et 2,4-dinitroph~nol (I .  lO -4 M) ajout~s apr~s io rain d'6quili- 
bration. 

Ethacrynate Pm*n prdincubd ~dO Inhibition 
(," 1o -~ M) (0. 5 ffmole) (mffatomes O/min (%) 

par mg protdine) 

ADP + phospha te  o 42 
+ 7-7 83 
+ + 33.4 20 

2,4-Dinitroph6nol o 5 I 
+ 5.4 90 
+ + 26 49 
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L'oxydation du succinate provoqufe par addition d 'ATP (Fig. 3e) est 6galement 
fortement inhibde par l '6thacrynate. 

Enfin, si l 'on abaisse le rapport  NADH/NAD + par addition d'ac6toac~tate 
(Fig. 3f), l 'inhibition est diminude. 

D'autre  part, si apr~s pr6incubation des mitochondries avec l '6thaerynate et 
le succinate, on lave ces mitochondries par centrifugation, de telles mitochondries 
prdsentent toujours une forte inhibition de l 'oxydation du succinate. 

Le phosphate min6ral pr6incub6 l~ve aussi bien l'inhibition de l 'oxydation du 
succinate par l '6thacrynate lorsque celle-ci est ddclench6e, non plus par addition 
d 'ADP + phosphate mindral, mais par addition de 2,4-dinitroph6nol (Tableau I) ; 
cette lev6e est toutefois moins importante dans le deuxiSine cas. 

T A B L E A U  I I  

INFLUENCE DE L'ARSI~NIATE SUR L ' I N H I B I T I O N  DE L 'OXYDATION DU SUCCINATE PAR L'I~THACRYNATE 

Mitochondries  de foie de r a t :  6 nlg prot6ines  pa r  essai ;  mil ieu resp i ra to i re  selon ERNSTER12; 
l ' 6 thac ryna t e  est  pr6incub6 io  min  avec  les mi tochondr ies  et  le succinate.  L ' a r s6n ia te  est, s u i v a n t  
les condit ions,  soit  a jout6  apr6s io  min  d 'dqu i l ib ra t ion  pour  d6clencher  l ' oxyda t ion ,  soit  pr6incub6 
avec les mi tochondr ies  et  l ' 6 t h a c r y n a t e ;  dans  t o u s l e s  cas, la quan t i t6  to ta le  d ' a r s6n ia te  a jout6 est  
la m~me (concent ra t ion  finale, i .  io  -a M). 

Ethacrynate drsdniate (M) ,10 Inhibition 
(r. ~o 4 M) (mktatomes O/min (%) 

Pr~incubg Ajoutg aprOs par mg protdine) 
±o rain 

o o I .  IO a 78 
+ IO 87 

o 79 
+ 1. lO -4 9 '  lO-4 33.2 58 

o 85. 5 
_~ 5" Io-4 5" lO-4 62.5 27 

Influence de l'arsdniate 
Le Tableau I I  montre que l '6thacrynate I .  lO -4 M pr6incub6 IO rain avec les 

mitochondries inhibe fortement l 'oxydation du succinate stimul6e par l'ars6niate 
(87 %). Si l 'on pr6incube les mitochondries avec le succinate, l '6thacrynate et des 
quanti tfs  croissantes d'ars6niate, l 'inhibition diminue progressivement. La r6activit6 
de l '6thacrynate et de l'ars6niate sont sensiblement les m~mes, puisque pour une 
m~me concentration de ces 2 substances (I-lO -4 M) pendant la pr6incubation, Fin- 
hibition est de 58 %. 

Influence du glutamate 
L'inhibition de l 'oxydation du succinate n'est pas due ~ une accumulation 

d'oxalac6tatems,16; en effet, l 'addition de glutamate (qui 61iminerait toute trace d'oxal- 
ac6tate par transamination) ne 16ve en rien cette inhibition. 

Influence de la sdrumalbumine bovine 
L'addition de s6rumalbumine bovine (4 mg de s6rumalbumine/6 mg prot6ines 

mitochondriales par 6thacrynate I .  lO -4 M) 16ve presque totalement l'inhibition de 
l 'oxydation du succinate. 
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Influence de l'dthacrynate sur le transfert d'dlectrons en sens inverse 
Le Tableau III montre que l'6thacrynate inhibe fortement le transfert d'61ec- 

trons en sens inverse, quelle que suit l'origine de l'dnergie qui le provoque. En a6ro- 
biose, l'inhibition est tr6s importante (9 ° %) et diminu~e si l'on ajoute de I'ADP 
+ phosphate min6ral ou de I'ATP; dans tous les cas, l'inhibition du transfert d'~lec- 
trons est toujours nettement sup6rieure ~ celle de la consummation d'oxyg+ne. En 
ana~robiose et en l'absence de Mg 2+ (qui provoquerait une activit6 ATPasique im- 
portante) l'dthacrynate inhibe 6galement fortement ce transfert. 

T A B L E A U  I I I  

INFLUENCE DE L'I~THACRVNATE SUR LE TRANSFERT D']~LECTRONS EN SENS INVERSE DANS DIF- 
F]~RENTES CONDITIONS 

Mitochondr ies  de foie de r a t :  6 m g  prot6ines  pa r  essai ;  condi t ions  exp6r imen ta le s  selon ERNSTER 12 
(Cf. M£THODES) ; succ ina te  20/~moles,  ac6toac6ta te  5/~moles.  

Inhibition (%1 Rapports AAcAc/.dO 

Oxyg?ne A cdtoacdtate Tdmoin A v e c  

consommd disparu dthacrynate 
(AO) (AAcAc) 

Air + Mg ~+ 
O 36 
A T P  (5 #moles)  16 
A D P  (5 #moles)  
+ Pmln (5 #moles)  15 

A z o t e  s a n s  M g  2+ 

A T P  (5 jumoles) 

91 o.5I 0.07 
55 o-42 o.23 

53 o. 3 o.16 

7 ° 

-6 
E 
~ 3  

-~ 2 

c 
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m 
2 t 

1 
0[ 
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o / 
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Inhibit ion % 
. . . . . . . . . . . . .  -~100 

/ 
/ 

/ 
/ 
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I 

~ ° ~ ~ o  ~ 

50 

2!5 
EthacPynate 10 -4 M 

Fig. 5- Inf luence  de l ' 6 t hac ryna t e  sur  I 'ATPase  s t imul6e  pa r  le 2,4-dini troph6nol.  Mi tochondr ies  
de coeuv de  boeuf :  3.5 nag prot . /essai ;  mil ieu d ' i ncuba t i on  selon BRUNIll; ATP:  5/~moles,  6 tha-  
c r y n a t e  pr6iucub6 6 min  a v a n t  l ' add i t ion  du 2,4-dini t roph6nol .  - - - ,  l ib6rat ion de p h o s p h a t e  
min6ral  d a n s  le mil ieu;  . . . . .  , inh ib i t ion  pa r  l ' 6 t h a c r y n a t e  de l 'ATPase  s t imul6e  pa r  le 2,4- 
d in i t roph6nol .  
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Influe~ce de l'dthacrynate sur diffdrents types d'activitd A TPasique 
A TPase stimulde par le 2,4-dinitrophdnol 
L'd thacryna te  prdincubd 6 min avec les mitochondries inhibe l 'activit6 ATP- 

asique stimulde par  le 2,4-dinitrophdnol (Fig. 5). Pour  une concentrat ion de 5" IO-4 M, 
cette activit6 est inhibde presque compl6tement. Lorsque les concentrations en dtha- 
crynate  et 2,4-dinitrophdnol sont dquimoldculaires, l ' inhibition est d 'environ 50 %. 

A TPase stimulde par le magndsium 
L'ATPase  stimulde par  Mg 2+ n'est  pas inhibde par l '6thacrynate.  
A TPase de mitochondries co~zgeldes-ddgeldes 
L'activit6 ATPasique prdsente dans des mitochondries congeldes puis ddcon- 

geldes n 'est  pas inhibde par l '6 thacrynate  (Fig. 6a); cependant,  si on lave ces mito- 
chondries apr6s le t rai tement de congdlation-ddcongdlation, elles prdsentent toujours 
une activitd ATPasique qui cette fois, est inhibde par  l 'd thacrynate  (Fig. 6b). 
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Fig. 6. Influence de l'6thacrynate sur l'ATPase de lnitochondries de coeur de boeuf congeldes 
--ddgeldes; effet du lavage. Prot6ines mitochondriales: 2. 4 mg/essai; milieu respiratoire selon 
BI~UNIll: ATP 5 ffmoles, dthacrynate (pr6incubd 6 min avant l'addition de rATP) r. lO 4 M. 

DISCUSSION 

I. Ces r6sultats ne permet tent  pas de situer avec prdcision le lieu d ' intervent ion 
de l 'd thacrynate ;  cependant,  plusieurs faits expdrimentaux sont en faveur d 'une 
intervention de l '6 thacrynate  sur le syst6me responsable du couplage de l 'dnergie: 

le fair que l 'action inhibitrice de l 'd thacrynate  soit modifide par la prdsence 
d ' A D P  ou de 2,4-dinitroph6nol dans le milieu rdactionnel et qu'elle d@ende de l 'dtat  
de couplage des mitochondries;  

le fait que le phosphate et l '6 thacrynate  soient comp6titifs dans la rdaction 
d 'oxyda t ion  du succinate; 

l ' inhibition du transfert  d'dlectrons en sens inverse, en particulier dans le 
cas oil les mitochondries sont en anadrobiose, l 'dnergie dtant fournie par addition 
d 'ATP ,  

l ' inhibition de l 'ATPase stimulde par le 2,4-dinitrophdnol et la non inhibition 
de l 'ATPase stimul6e par le magndsium. 

2. D'autres  faits laissent supposer que l 'action de l 'd thacrynate  est d ' au tan t  
plus importante  que les transporteurs de la chaine respiratoire sont plus rdduits : 
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l'inhibition tr6s importante de l 'oxydation du succinate mesur6e avec des 
mitochondries en l 'absence de syst6me accepteur ADP + phosphate min6ral; ces 
conditions sont pr6cis6ment celles qui provoquent la r6duction la plus compl6te des 
pyridine nucl6otides e°; 

la diminution progressive de l'inhibition de l 'oxydation du succinate lorsqu'on 
abaisse le rapport  NADH/NAD+; 

le fair que l 'inhibition de l 'oxydation du succinate est d 'au tant  plus faible 
que le milieu respiratoire est plus fiche en oxyg6ne (Y. GAUDEMER ET B. FOUCHER, 

r6sultats non publi6s). 
3- L'inhibition du transfert d'61ectrons en sens inverse par l '6thacrynate permet 

de situer son action au moins au niveau du premier site, mais n'exclut pas qu'il 
agisse en d 'autres points de la chalne respiratoire. 

4. L'inhibition de l 'oxydation du succinate par l '6thacrynate n '6tant  pas lev6e 
par le 2,4-dinitroph6nol, et l '6thacrynate inhibant l 'oxydation stimul6e par le 2,4- 
dinitroph6nol, il serait logique de penser que l '6thacrynate intervienne dans le m6ca- 
nisme des oxydations phosphorylantes avant  le point d'action du 2,4-dinitroph6nol. 
D'autre part, l '6thacrynate et le phosphate 6tant comp6titifs, le phosphate devrait 
entrer dans le m6chanisme des oxydations phosphorylantes avant  le point d'action 
du 2,4-dinitroph6nol. Cette conclusion n'est pas en accord avec les th6ories les plus 
accept6es ~ l 'heure actuelle 22, selon lesquelles l 'action du 2,4-dinitroph6nol se situerait 
avant  l 'entrde du phosphate dans le m6canisme des oxydations phosphorylantes. 

5. En ce qui concerne la nature et le m6canisme d'intervention de l '6thacrynate, 
d 'autres t ravaux seront n6cessaires ; comme nous le rappelons (INTRODUCTION) l '6tha- 
crynate r6agit avec des groupements - S H  prot6iques; il faut signaler /~ ce propos 
l'analogie de structure entre l '6thacrynate et les d6riv6s de l'acrol6ine tels que l 'acry- 
late d'6thyle, qui sont des inhibiteurs comp6titifs de groupements - S H  (r6f. 19). Le 
fait que la sfrumalbumine emp6che l 'action de l '6thacrynate ne permet pas d'afflrmer 
ou de confirmer cette hypoth6se TM. Si toutefois l '6thacrynate r6agit avec des groupe- 
ments -SH prot6iques, le fait qu'il y ait comp6tition entre l 'inhibiteur et le phosphate 
min6ral impliquerait une interaction possible entre le phosphate min6ral et ces groupe- 
ments -SH dans le mdchanisme des oxydations phosphorylantes. 

6. Le fait, qu'apr6s pr6incubation des mitochondries avec l '6thacrynate, l'inhi- 
biteur ne peut 6tre 61imin6 par lavage, semble bien indiquer qu'il rfagit  de mani6re 
irr6versible avec les mitochondries. 
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Rl~SUM]~ 

I. Les effets de l '6thacrynate sur les oxydations de plusieurs substrats, le trans- 
fert d'61ectrons en sens inverse et diff6rents types d'ATPase sont d6crits. 

2. En milieu phosphate, l 'addition d 'ADP ou de 2,4-dinitroph6nol augmente 
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fortement l'inhibition de l'oxydation du fl-hydroxybutyrate; dans ces conditions, Foxy- 
dation du succinate est faiblement inhib6e. 

3. En milieu sans phosphate, l'6thacrynate inhibe fortement l'oxydation du 
succinate; cette inhibition d6pend du eouplage des mitochondries et du degr6 d'oxy- 
dor6duction des pyridine nucl6otides. Le phosphate et l'6thacrynate sont compdtitifs; 
la s6rumalbumine bovine l+ve proportionnellement cette inhibition. Apr~s lavage des 
Initochondries pr6incub6es avec l'dthacrynate et le succinate, l'inhibition de Foxy- 
dation du succinate est toujours tr~s importante. 

4- L'oxydation du succinate stimul6e par l'arsdniate est 6galement fortement 
inhib6e par l'6thacrynate; l'ars6niate pr6incub6 avec l'6thacrynate diminue Fin- 
hibition. 

5. L'6thacrynate inhibe fortement le transfert d'61ectrons en Hens inverse, 
l'6nergie n6cessaire dtant fournie soit directement par l'oxydation mitochondriale, 
soit indirectement par addition d'ATP en ana6robiose. 

6. L'6thacrynate inhibe l'ATPase stimul~e par le 2,4-dinitroph6nol et n'inhibe 
pas l'ATPase stirnul~e par le magnesium; l'ATPase de mitochondries congel~es-d~- 
gel6es n'est inhib6e par l'dthacrynate que si ces mitochondries ont subi un lavage 
apr~s le traitement de cong~lation-d~cong6lation. 
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