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SUMMARY 

Study on the evolution of mitochondrial enzyme activities in hepatocyte during rat de- 
velopment 

Some constitutive enzymes of the three isolated fractions of mitochondria outer 
membrane, inner membrane and matrix, have been investigated in rat hepatocyte 
during a period varying from the foetal state to the I5th day after birth. 

In the three mitochondrial fractions, activities of the studied enzymes present 
different evolutions. In the matrix, the tricarboxylic enzyme activities have already 
reached their normal values before birth. In the outer membrane, tile NADH cvto- 
chrome c reductase activity increases regularly, in the same way as that of the endo- 
plasmic reticulum NADH-cytochrome c reductase. In the inner membrane, the 
oxygen consumption is very low before birth, then increases suddenly from the 5th 
to the 8th day after birth, when it reaches the normal values. The limiting factor of 
the respiratory chain activities is neither cytochrome oxidase nor the first dehydro- 
genases. 

INTRODUCTION 

Le m6canisme de la biog6n+se des mitochondries a suscit6 au cours de ces der- 
ni+res anndes un int6r6t croissant. L'ensemble des r6sultats obtenus ~ ce jour, am+ne 

penser que la mitochondrie synth6tiserait elle-m~me un petit nombre de ses con- 
stituants prot6iques localis~s essentiellement sur la membrane interne 1-6. 

Nous avons abord6 ce probl~me par l'6tude de l'6volution des activit~s des en- 
zymes mitochondriaux de l 'h@atocyte au cours du d6veloppement du rat depuis la 
p6riode prdnatale jusqu'au sevrage. Nous avons suivi l'apparition des activit~s en- 
zymatiques au niveau des trois fractions isol~es de la mitochondrie: matrice, mem- 
brane externe, membrane interne. Nous avons choisi comme marqueurs de la matrice 
quelques enzymes du cycle tricarboxylique, de la membrane externe la NADH-cyto-  
chrome c rdductase (NADH:ferricytochrome c oxydor~ductase, EC 1.6.99.3), de la 
membrane interne les chalnes respiratoires. 

Dans les m~mes conditions exp6rimentales, DALLNER et al. 7 avaient pr~c6dem- 
ment suivi l%volution des enzymes du r6ticulum endoplasmique. Compte-tenu des 
similitudes d~j~ observ~es entre la membrane externe et le r6ticulum endoplasmique s, 
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nous avons compar~ l'6volution de l'activit~ de la NADH-cytochrome c rfiductase 
de la membrane externe ~ celle du reticulum endoplasmique. 

Mt~THODES EXPI~RIMENTALES 

Des rats de race Wistar sont crois6s au laboratoire et soumis ~ un r6gime 6qui- 
libr~ jusqu'h la fin des experiences. 

Les foetus, au nombre d'une centaine environ, sont pr~lev6s par c6sarienne /~ 
partir de 25 rates au 18ibme jour de gestation. Les jeunes rats sont tu6s ~ I, 2, 4, 5, 
6, 7, 8, zo, 15, ou 32 jours. Suivant leur age, leur nombre varie de 2o h 5 o, de fa~on 
/~ obtenir 35 g de foie environ. 

Les mitochondries et les trois fractions mitochondriales: matrice, membrane 
externe, membrane interne, sont pr6par6es suivant la m6thode pr~cfidemment d6crite 9. 
Le r~ticulum endoplasmique est obtenu par centrifugation h 1ooooo × g pendant 
6o min (4oooo tours/min, centrifugeuse Spinco, modble L, rotor No. 4o) du surnageant 
des mitochondries apr~s 61imination totale de celles-ci. Le culot obtenu est lav6 par 
de l 'eau bi-distill6e, puis centrifug6/~ iooooo × g pendant 6o min. 

Les prot6ines sont d6termin6es, soit par la m6thode du biuret 1°, soit par la 
technique de LOWRY et al. 11. 

Les mesures de consommation d'oxygbne h l 'appareil de Warburg en pr6sence 
de fl-hydroxybutyrate,  ou de succinate, et les d6terminations spectrophotom6triques 
des activit6s cytochrome-oxydasiques (ferricytochrome c oxydor6ductase, EC 1.9.3.i ) 
et NADH-cytochrome c r~ductasique sont effectu6es d'apr~s les m~thodes pr~c~dem- 
ment d6crites ~. 

Les activit6s de l'aconitase (citrate-hydrolyase, EC 4.2.1.3) et de la fumarase 
(EC 4.2.1.2) sont mesurfes par augmentation de l'absorption/~ 24o nm dans un milieu 
de volume total 3 ml, eontenant, dans le cas de l 'aconitase : citrate de sodium o.o3 M, 
tampon phosphate o.o5 M (pH 7.4), prot6ines o.5-o.8 mg. Pour la mesure de l 'activit6 
de la fumarase, le citrate de sodium est remplac6 par du malate de sodium o.o 5 M 
et la quantit6 de prot6ines est de o.2-o.3 mg (bibl. 12). 

L'activit6 de la malate-ddshydrogdnase (L-malate:NAD oxydordduetase, EC 
1.1.1.37 ) est mesur6e par diminution de l 'absorption /~ 34o m# dans un milieu de 
volume total 3 ml, contenant: oxalo-ac6tate de sodium o.25 mM, NADH o.o 7 mM, 
tampon phosphate 5o mM (pH 7.4), prot6ines o.o3-o.o 5 mg (bibl. 13). 

L'activit6 de l'isocitrate-d6shydrogdnase (D-isocitrate:NADP oxydor6ductase, 
EC 1.1.1.42 ) est mesurde par augmentation de l 'absorption 5~ 34 ° m/~ dans un milieu 
de volume total  3 ml, contenant : DL-isocitrate de sodium o.oo6 M, NADP 0.00135 M, 
MnSO 4 o.o2 M, tampon Tris o.25 M (pH 7.6), prot6ines o.3-o.8 mg (bibl. 14). 

L'activit6 de la glutamate-d6shydrog6nase (L-glutamate : NAD oxydor6ductase, 
EC 1.4.1.2 ) est mesurde par augmentation de l 'absorption k 34o m/z dans un milieu 
de volume total  3 ml, contenant : glutamate de sodium O.Ol M, NAD o.oi M, tampon 
phosphate o.o 4 M (pH 7.6), protdines I.O mg (bibl. 15). 

L'activit6 de la fl-hydroxybutyrate-d6shydrogdnase (D-3-hydroxybutyrate: 
NAD oxydor6ductase, EC 1.1.1.3o ) est mesur6e par diminution de l 'absorption /~ 
34 ° n m  dans un milieu de volume total 3 ml, contenant: ac6to-ac6tate de sodium 
o.o 7 M, NADH o.o 7 mM, KCN I mM, tampon phosphate 33 mM (pH 7.o), prot6ines 
o.2 o.3 mg. L'ac6to-ac6tate de sodium est prfpar6 extemporan~ment par action de 
NaOH (I M) sur de l 'ac6to-ac~tate d'6thyle 16. 
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L'activit6 de la succinate-d6shydrog~nase (succinate:ph~nazinem6tosulfate 
oxydor~ductase, EC 1.3.99.1 ) est mesur6e par diminution de l 'absorption h 600 m# 
dans un milieu de volume total 3 nil, contenant : ph6nazinemdtosulfate 2 raM, dichloro- 
ph6nolindoph6nol o.05 mM, KCN I raM, succinate de sodium 20 raM, tampon phos- 
phate 20 mM (pH 7.6), protdines o.I 0.2 mg (bibl. 17). Le matdriel enzymatique est 
incub6 dans la cuve en prdsence du tampon phosphate et du KCN pendant 15 min 

20 ° de fa~on g obtenir des activit6s maximales. Le ddpart de la rdaction est donn6 
par addition du succinate. Une cuve t6moin contient le mSme milieu moins le succinate. 

L'activit6 de la NADH-d6shydrogdnase (NADH : FAD oxydor6ductase, EC 1.99) 
est mesur6e par diminution de l 'absorpt ion/t  600 nm dans un milieu de volume total 
3 ml, contenant : NADH 2.5 mM, FAD o.076 raM, dichlorophfnolindoph6nol 0.05 mM, 
KCN I raM, tampon phosphate 4 ° mM (pH 7.4), prot6ines o.o5-o.lo rag. Une incu- 
bation pr6alable de l 'enzyme en prdsence du tampon phosphate n'est pas n6cessaire. 

RI~SULTATS ET D I S C U S S I O N  

Matrice 
Les rdsultats sont group6s dans le Tableau I. Ils donnent les moyennes des 

valeurs absolues des activit6s de la malate-d6shydrogfnase, de la glutamate-d~shydro- 
g6nase, de l'aconitase, de la fumarase et de l'isocitrate-d6shydrog6nase mesur6es sur 
la matrice des mitochondries de foie de jeunes rats depuis le stade prenatal jusqu'au 
sevrage. La Fig. I repr6sente les pourcentages de ces activit6s par rapport  /~ celles 
correspondantes chez l 'adulte. 

On constate que, hormis l'isocitrate-d6shydrog6nase, les activitds de ces enzymes 
restent constantes et identiques ~ celles de l'adulte. L'isocitrate-d6shydrog~nase prd- 
sente, au contraire, une activit6 beaucoup plus 6levee chez le foetus; celle-ci d6crolt 
ensuite, tout en se maintenant  encore 6levee chez le jeune rat  de 32 jours. 

L 'augmentat ion d'activit6 d'un seul des enzymes du cycle tricarboxylique (iso- 
citrate-d6shydrog6nase) paralt, a priori,  surprenante. Nous avons tent6 d'en d6gager 
la signification. 

T A B L E A U  I 

ACTIVIT~S DE QUELQUES ENZYMES DE LA MATRICE DES MITOCHONDRIES DE FOIE DE JEUNES RATS 

Age Malate- Glutamate- A conitase Fumarase Isocitrate- 
des animaux ddshydrogdnase d~shydrog~nase (nmoles cis- (nmoles ddshydrog~nase 
(jours) (nmoles N A D H  (nmoles N A D  aconitate fumarate (nmoles N A D P H  

oxyd~]min par r~duit/min par apparu/min par apparu/min par apparu/min par 
mg de prot~ines) mg de protgines) mg de protdines) mg de protgines) mg de protgines) 

F o e t u s  4 o 6 o  21 .8  37 .9  732 347  
I 5o7  ° 24 .2  25 .8  767  217  
5 5 1 9 o  2o.1 24 .2  756  21o  
6 4 1 o o  23 .4  21 .4  6 7 6  253 
7 4 3 0 0  17. 4 27.3  669  153 
8 495  ° - -  37 .6  756  282  

15 3 9 8 0  2o.1 26 .9  81o  207 
32 4 1 6 o  20 .2  29 .4  739  12o 
A d u l t e  4o22  22 .0  33-o  7 l o  67 
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Des t ravaux r6cents is, 19 ayant  montr6 par ailleurs, la pr6sence de cet enzyme 
dans les peroxysomes, nous nous sommes demand~s si l 'augmentation de cette activit6 
enzymatique pouvait  ~tre imputable ~ l 'enzyme des peroxysomes contaminant les 
mitochondries foetales. Nous avons tent6 de le v6rifier. Pour cela, il convient de rap- 
peler que la fraction appel6e "matr ice"  est constitu6e, comme il a 6t6 indiqud pr6- 
c6demment 9, par le m~lange d'une premi&re fraction matricielle ($2) ayant  diffus~ k 
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® 
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200[ o 

-:3 1 5 6 7 8 15 32 
lkge ( jours}  

Fig. 1. Activit~s de quelques enzymes de la matrice des mitochondries de foie de jeunes rats. 
Q - ' - O ,  malate-d~shydrog~nase; O - - O ,  glutamate-d~shydrog6nase; O, isocitrate-d~shydro- 
g6nase; A - - - / ' , ,  aconitase; [ ] - - - [2 ,  fumarase. 

travers la membrane interne des mitochondries & une membrane obtenues par action 
de la digitonine et d'une deuxi+me fraction matricielle ($4) provenant de l 'action des 
ultra-sons sur les mitochondries & une membrane. Par  ailleurs, certains auteurs ont 
montr6 que la digitonine a pour effet de rompre la membrane des peroxysomes lib6rant 
ainsi leur contenu matricie119. Si donc, les mitochondries de d@art  sont contamin6es 
par des peroxysomes, on devrait  retrouver l'isocitrate-d6shydrog6nase de ces derniers 
associ~e ~ la fraction ($2). Pour v~rifier le bien-fond~ de cette hypoth~se, nous avons 
fit6 amen6s/~ mesurer comparat ivement l 'activitd de l'isocitrate-d6shydrog6nase dans 
les fractions ($2) et ($4) chez l 'adulte et chez le foetus, pour lequel nous avions constatb 
le maximum d'augmentation.  

Le Tableau I I  montre clairement que l 'augmentation de l 'activit6 de l 'isocitrate- 
ddshydrog6nase ne se retrouve que dans la fraction ($4) d'origine purement mito- 

TABLEAU II 

ACTIVITIES COMPARI~ES DE L ' ISOCITRATE-DI~SHYDROGI~NASE D E S  F R A C T I O N S  S 2 ET  S 4 CHEZ L ' A D U L T E  

ET CHEZ LE F O E T U S  

A nimaux Activitd mesuv~e 
(nmoles N A D P H  apparu/min 
par mg de progdines) 

S~ S 4 

Adulte lO2 lO 4 
Foetus i 16 414 
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chondriale. On ne peut done attribuer ce ph6nom~ne/t une contamination des mito- 
chondries foetales par des peroxysomes. I1 n'est pas possible, k l'heure actuelle, 
d'expliquer de faqon satisfaisante l 'augmentation de cette activit6 enzymatique. Ce 
r~sultat peut n6anmoins ~tre rapproch( ~ du fait que cet enzyme pr6sente 6galement 
une activit6 tr~s (qevde dans le placenta 2°. 

M e m b r a n e  externe 

Le Tableau I I I  donne les mesures des activit6s comparfies de la NADH-cyto-  
chrome c r4ductase de la membrane externe et du r4ticulum endoplasmique. Sur la 
Fig. 2 sont port4es les valeurs des pourcentages de ces activit4s par rapport ~ celles 
correspondantes chez l'adulte. 

On constate que l'activit4 de la NADH-cytochrome c r4ductase de la membrane 
externe crolt progressivement et parall61ement k eelle du r4ticulum endoplasmique. 
Les valeurs mesur4es par nous sur le r4ticulnm endoplasmique sont en accord avec 

T A B L E A U  I I I  

A C T I V I T I ~ S  C O M P A R I ~ E S  D E  L A  • A D H - c Y T O C H R O M E  C R I ~ D U C T A S E  D O  R I ~ T I C U L U M  E N D O P L A S M I Q U E  

E T  D E  L A  M E M B R A N E  E X T E R N E  D E S  M I T O C H O N D R I E S  D E  F O I E  D E  J E U N E  R A T  

Age Activitd mesurde 
des animaux (nmoles cytochrome c rdduit/min 
(jours) par mg de protdines) 

Rdticulum Membrane 
endoplasmique externe 

Foetus  72 167 
i 33 175 
5 8o 274 
6 ioo 293 
7 316 375 
8 35 ° 418 

13 546 548 
15 897 976 
32 163 ° 17o5 
Adulte  167o 159o 

o 

~ 1 o c  

+2 > 

C) 

/ 
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-.~ ; ~ 6 ~ 8 e 15 
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Fig. 2. Activit4s N A D H - c y t o c h r o m e  c rdductasiques compardes du rdticulum endoplasmique et 
de la membrane  externe. - - - - - ,  membrane  externe;  - - ,  re t iculum endoplasmique.  
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celles obtenues pr4c4demment par DALLNER et al2. La similitude d'4volution de l'ac- 
tivit4 de ]a NADH-cytochrome c r6ductase sur ces deux types de membranes renforce 
l'id6e de la possibilit6 d'une origine commune de la membrane externe des mito- 
chondries et du r4ticulum endoplasmique. 

Membrane interne 
Les activit4s globales des chaines respiratoires sont tr~s inf4rieures ~ celles de 

l 'adulte chez le foetus et chez le jeune rat avant  le 5i~me jour. Leurs valeurs croissent 
ensuite entre le 5i~me et le 8i~me jour pour atteindre les valeurs correspondantes de 
l 'adulte (Tableau IV, Fig. 3)- Des r4sultats analogues ont 4t4 trouv6s par d 'autres 
auteurs sur des mitochondries de diff4rents tissus au cours du d4veloppement du 
rat21-24. 

T A B L E A U  IV 

ACTIVIT~S DES CHA~NES RESPIRATOIRES DE LA MEMBRANE INTERNE DES MITOCHONDRIES DE FOIE 

DE JEUNES RATS 

Age A ctivit~ mesurde 
des animaux (02 consomme: natomes/min 
(jours) par mg de protdines) 

fl-Hydroxy- Succinate- 
butyrate-oxydase oxydase 

Foetus  15. 7 15.o 
z 22. 5 17. 4 
4 22.5 24.8 
5 34 .6 34 .o 
6 37.4 35.9 
7 45.4 54 .0 
8 58.0 58.0 

io 57-5 76.9 
15 59.9 64-5 
Adulte 64 .6 73- i 

100 

.~ 80 :  
o 

6oi /,,'/ 
~ / . ,  

o- ~ ~' 4o~ ~ , , _ _  
2oi . . . . .  

J 
ol 

- 3  0 2 4 5 6 7 8 10 15 Adul te  
~,ge (jours) 

Fig. 3. Activit4s des chaines respiratoires de la membrane  interne des nxitochondries de foie de 
jeunes rats.  O - - 0 ,  f l -hydroxybutyra te-oxydase ;  0 - - - 0 ,  succinate-oxydase. 
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Pour  t en te r  de d6terminer  le fac teur  l imi tan t  l ' ac t iv i t6  globale des chaines 
respi ra to i res  a v a n t  le 5i6me jour  apr6s la naissance,  nous avons mesur4 compara t ive -  
m e n t  les act ivi t6s  de cer ta ins  de leurs enzymes const i tut i fs ,  ~ savoir,  d 'une  par t ,  celle 
de la cy tochrome-oxydase ,  d ' au t r e  par t ,  celles des trois  premif res  d6shydrog6nases:  
f l -hyd roxybu ty ra t e -d6shydrogfnase ,  succinate-d6shydrog6nase,  NADH-d6shydro -  
g6nase. 

Dans  les m~mes condi t ions  expf r imenta les ,  l ' ac t iv i t6  de la  cy tochrome-oxydase  
a, d6s le s tade  foetal,  a t t e in t  des valeurs  sensiblement  6gales ~ celles de l ' adu l t e  
(Tableau V, Fig. 4). 

TABLEAU V 

A C T I V I T ~  D E  L A  C Y T O C H R O M E - O X Y D A S E  D E  L A  M E M B R A N E  I N T E R N E  D E S  M I T O C H O N D R I E S  D E  F O I E  

D E  J E U N E S  RATS 

Age A ctivit~ mesurde 
des animaux (nmoles cytochrome c oxyd~/min 
(jours) par mg de prot~ines) 

Foetus 378 
i 448 
2 875 
4 376 
5 620 
6 462 
7 416 
8 428 

io 558 
15 621 
Adulte 524 

D ~200 
1D 

~ ~00 
o o 

o 
o 

o 

-3 1 2 4 5 6 7 8 10 15 
Ikge ()ours) 

Fig. 4. Activitds de la cytochrome-oxydase de la membrane interne des mitochondries de foie 
de jeunes rats. 

Les act ivi t6s de la  succinate-d6shydrog6nase  et  de la NADH-d6shydrog6nase  
sont  plus faibles chez le jeune r a t  pendan t  tou t  son d6veloppement  (Tableau VI ,  
Fig. 5)- On sera i t  donc amen6s ~ supposer ,  a priori ,  que ce sont  elles qui l imi ten t  les 
act ivi t6s  globales des chatnes respiratoires .  Toutefois,  ce t te  hypoth6se  est  ~t re je ter  
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T A B L E A U  VI  

A C T I V I T ~ S  D E S  D I ~ S H Y D R O G ~ N A S E S  D E  L A  M E M B R A N E  I N T E R N E  D E S  M I T O C H O N D R I E S  D E  FOItg Dig 

J E U N i g S  R A T S  

Age 
des animaux 
(io~) 

nmoles de substral oxydd/min par mg de proldines 

fl-Hydroxy- NA DH- Succinate- 
butyrate- ddshydrogdnase ddshydrogdnase 
ddshydrogdnase 

2 56 192 131 

4 171 193 218 

5 268 215 164 

6 322 185 246 

7 442 - -  23o 

8 333 14o 144 
Io  464 266 19o 

15 384 234 191 
32 31o 36I 262 

Adulte 164 572 243 

300[ 
-5 

I) "tJ 

200 

"5 

® 

c~ 100 

/ \o~ 
/ o "~ .  

/" , 

-.A . . . . . . . . . . . . . .  

oE 
0 2 zi 5 6 7 8 10 15 Adulte 

~,ge (jours) 

Fig. 5. Activit6s des d6shydrog6nases de la membrane  interne des mitochondries de jeunes rats.  
D - - - D ,  f l -hydroxybutyrate-d~shydrog~nase;  O - - © ,  succinate-d6shydrog6nase; ZX . . . .  ~ ,  
NADH-d~shydrog6nase.  

puisque les activit6s mesur6es sont, m~me dans ces conditions, toujours sup6rieures 
aux activit6s globales des chalnes correspondantes. 

Contrairement & ce que l'on observe pour les deux autres d6shydrog6nases, 
l'activitd de la fl-hydroxybutyrate-d6shydrog6nase crolt rapidement apr~s la naissance 
pour atteindre d~s le 4i&me jour une valeur 6gale & celle de l'adulte qu'elle d@asse 
ensuite pour parvenir au 8i~me jour & une valeur de l'ordre de trois lois sup6rieure 
(Tableau VI, Fig. 5). I1 est possible que l 'augmentation de cette activit6 enzymatique 
soit li6e ~ une synth~se accrue des acides gras. 
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On peut donc conclure que ni les dfishydrogdnases, ni la cytochrome-oxydase, 
ne sont les facteurs limitants des activit6s globales des chaines respiratoires iusqu'au 
5i~me jour. L'616ment, ou les 616ments, responsables restent ~ d6terminer. 

Rapprochant  nos r~sultats de ceux obtenus sur les mitochondries de levures 1, 25-2s, 
on est amends k supposer avec ces auteurs que les chaines d 'oxydation phosphorylante 
pourraient se constituer h part ir  de certains de leurs 616ments, auxquels d 'autres 
s 'ajouteraient ensuite au cours du d6veloppement pour la rendre fonctionnelle. 

~SVM~ 

Nous avons suivi l 'activit6 de quelques enzymes constitutifs des trois fractions 
isol~es de la mitochondrie: membrane externe, membrane interne et matrice, dans 
l 'h6patocyte de rat pendant une p6riode allant du stade foetal au I5i~me jour apr~s 
la naissance. 

Dans la matrice, les activit~s des enzymes du cycle tricarboxylique ont d6jh 
atteint leur valeur normale avant  la naissance. 

Dans la membrane externe, l'activitd de la NADH-cytochrome c r6ductase 
augmente r~guli~rement et de la mfime mani~re que celle de la NADH-cytochrome c 
r6ductase du r~ticulum endoplasmique. 

Dans la membrane interne, la consommation d'oxyg~ne est tr~s faible avant  
la naissance, puis augmente rapidement entre le 5ifime et 8i~me j our apr~s la naissance, 
pour atteindre alors sa valeur normale. 

Les facteurs limitant l 'activit6 de la chaine respiratoire ne sont, ni la cyto- 
chrome-oxydase, ni les premieres ddshydrog6nases. 

B I B L I O G R A P H I E  

I D .  B. ROODYN ET D. WILKIE, The Biogenesis of Mitochondria, Methuen, London,  1968. 
2 G. D. CLARK-WALKER ETA. W. LINNANE, J. Cell Biol., 34 (1967) i. 
3 D. S. BEATTIE, R. E. BASFORD ET S. B. KORITZ, Biochemistry, 6 (1967) 3099 . 
4 B. KADENBACH, Biochim. Biophys. Acta, 134 (1967) 43 o. 
5 W. NEUPERT, D. BRIDCZA ET T. BUCHER, Biochem. Biophys. Res. Commun., 27 (1967) 488. 
6 S. YANG ET R. S. CRIDDLE, Bioehem. Biophys. Res. Commun., 35 (1969) 429 • 
7 G. DALLNER, P. SIKIEVITZ ET G. E. PALADE, J. Cell Biol., 30 (1967) 97. 
8 D. F. PARSONS, G. WILLIAMS, W. THOMPSON, D. WILSON ET B. CHANCE, darts E. C. SLATER, 

J. M. TAGER, E. QUAGLIARIELLO ET S. PAPA, Proc. Round Table Discussion Mitochondrial 
Structure and Compartmentation, Bari, Adriatica Editrice, Bari, 1967, p. 29. 

9 M. LEvy, R. TOURY ET J. ANDRE, Biochim. Biophys. Acta, 135 (1967) 599- 
io H. W. ROBINSON ET C. G. HODGEN, J. Biol. Chem., 135 (194 o) 707 . 
i i O. H. LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR ET R, J. RANDALL, J. Biol. Chem., 193 (1951) 265. 
12 E. RACKER, Biochim. Biophys. Acta, 4 (195 °) 211. 
13 S. OCHOA, darts S. P. COLOWICK ET N. O. I~APLAN, Methods in Enzymology, Academic Press, 

New York, 1955, tome I, p. 735. 
14 C. B. ANFINSEN, darts S. P. COLOWlCK ET •. O. KAPLAN, Methods in Enzymology, Academic 

Press, New York, 1955, tome i, p. 695. 
15 R. H. KIELLEY, Biochim. Biophys. Acta, 23 (1957) 447. 
16 J. MELLANBY ET D. H. WILLIAMSON, darts H.-U. BERGMEYER, Methods in Enzymatic Analysis, 

Academic Press, New York, 1963, p. 454. 
17 A. I. CAPLAN ET J. w .  GREENAWALT, J. Cell Biol., 36 (1968) 15. 
18 F. LEIGHTON, B. POOLE, P. B. LAZAROW ETC. DE DUPE, J. Cell Biol., 41 (1969) 521. 
19 P. BAUDHUIN, dans A. LIMA DE FARIA, Handbook of Molecular Cytology, 1969, p. 118o. 
20 A. C. VILLEE, Proc. Intern. Syrup. Enzyme Chem., Tokyo, Pergamon Press, London,  1958, p. 317 . 
21 K. H. KIESSLING ET G. C. LUNDQUIST, Exptl. Cell Res., 26 (1962) 198. 
22 K. H. KIESSLING, Exptl. Cell Res., 28 (1962) 145. 

Bioehim. Biophys. Acta, 216 (197 o) 318-327 



I~VOLUTION DES ENZYMES MITOCHONDRIAUX 327 

23 H. A. MINTZ, D. H. YAWN, B. SAFER, E. BRESNICK, A. I,IEBELT, Z. R. BLAILOCK, E. R. RABIN 
ETA. SCHWARTZ, J. Cell Biol., 34 (1967) 513 . 

24 J. M. MILSTEIN, J. G. WHITE ET K. F. SWAINAN, J. Ne*trochem., 15 (1968) 411. 
25 P. P. SLONIMSKY, Proc. 3rd Intern. Congr. Biochem. Brussels, i956, Academic Press, New York, 

1956, p. 242. 
26 VV. BARTLEY ET E. R. TUSTANOFF, Biochem..[,, 99 (1966) 599. 
27 A. "W. LINNANE, •. VITOLS ET P. G. NOWLAND, J. Cell Biol., 13 (1962) 345. 
28 G. SCHATZ, Biochim. Biophys. Acta, 96 (1965) 342- 

Biochim. Biophys. Acta, 216 (197 o) 318 327 


