
SHORT COMMUNICATIONS 

S H O R T  C O M M U N I C A T I O N S  

I75 

sc 63232 

L'activit6 a-glyc6rophosphate oxydase du foie de rat au cours du d6veloppe- 
ment 

La thyroxine augmente la consommation d'oxyg6ne du ieune rat  d6s la p6riode 
d'allaitement 1-2. Par  ailleurs il existe une 6troite corr61ation entre la fonction thyroi- 
dienne et l 'activit6 d'une enzyme mitochondriale, l 'a-glyc6rophosphate oxydase 
(L-glyc6rol-3-phosphate:(accepteur) oxydorfductase, EC 1.1.99.5) 3-6. Ceci nous a 
amen6 ~ 6tudier l 'activit6 de cette enzyme au cours du d6veloppement du rat  et 
chercher si elle est contr616e par la thyroide. 

Les animaux utilis6s sont des males Wistar*, 61ev6s ~ 22-23 °, nourris avec l'ali- 
ment  cult UAR compl6ment6 d'aliments f ins .  Les mitochondries sont pr6par6es par 
une m6thode d6rivant de celle de SCHNEIDER 7 pour tenir compte de leur fragilit6 s. 
Toutes les op6rations ont lieu ~ 2-4 °. Apr6s d6capitation et saignement des animaux, 
les foies sont pr61ev6s, mis dans du saccharose o.25 M e t  pes6s. Ils sont coup6s en 
morceaux, rincfs deux lois et homog6nfis6s doucement ~ la main avec un homog6n6i- 
seur de Pot ter -Elvehjem en t6flon; un gramme de foie correspond ~ IO ml d'homo- 
gfnat.  Cet homog6nat est centrifug6 5 min ~ 70o × g, puis le surnageant IO min 
7000 x g. Le d6p6t obtenu est homog6nfis6 dans du saccharose 0.25 M apr6s que la 
couche superficielle ait 6t6 enlev6e. Un ml de cette suspension correspond ~ un gramme 
de foie; sa teneur en prot6ines est d&erminfe par la m6thode de LOWRY 9. L'activit6 

T A B L E A U  I 

ACTIVIT]~ a~GLYC]~ROPHOSPHATE OXYDASE H]~PATIQUE AU COURS DU D~VELOPPEMENT CHEZ LES 
RATS T]~MOINS (MOYENNES 4- INTERVALLES DE CONFIANCE DE CES MOYENNES POUR P = 0.95) 

Rempl i s sage  des fioles: dans  le c o m p a r t i m e n t  p r inc ipa l  1. 7 ml  d ' eau  c o n t e n a n t  IOO/~moles KCI, 
15 / ,moles  MgSO~, 5o/~moles t a m p o n  phospha t e  (pH 7.7), 3/~moles NaCN et  o.2 ml  de suspension 
ln i tochondr ia le ;  au cent re  o.2 ml K O H  lO% e t  pap ie r  filtre, l a t 6 r a l emen t  o. 4 ml  d ' eau  c o n t e n a n t  
2 mg  de phdnazine  m6thosu l fa t e  e t  12o/*moles de DL-a-glycdrophosphate.  Temp6ra ture ,  37 °. 
Chaque  mesure  est  fa i te  en double  avec t rois  manom6t r e s  avec  s u b s t r a t  e t  t ro is  sans subs t r a t .  
Durde:  6qu i l ib ra t ion  i o  rain, a c t i v a t i o n  5 min,  mesure  2o min.  

Poids Age post- Nombre Activit~ a- 
(g) natal de cas ~lyc~rophosphate 

();ours) oxydase 
(u! d'O2/mg 
prot$ines par h) 

4-5-5,5 - - I  3 2,2 4- 1.2 
(2I jours  
pos t -coi tum)  

5-6  o 5 4 .8 4- 1.3 
6.5-8.5 2 4 8. 7 -4- 2.6 
12-14 7 5 9.7 4- 2.1 
16--2o Io  5 8. 7 4- 2. i  
25--3° 14 .5 9.4 4- i .o  
35-45 21 5 12.1 _~. 1.9 
55-65 28 5 7.5 4- 1.5 

lOO--17o 6--8 sere. 6 5-5 4- 1-3 

* A v a n t  la  naissance,  tous  les foetus  d 'une  mSme port6e son t  utilis~s. 
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a-glyc6rophosphate oxydase est mesur6e par une m6thode voisine de celle de RICHERT 4 
(cf. Tableau I). Le premier surnageant contient 65-90% de l'activit6 totale de l 'homo- 
g6nat de foie, la fraction mitochondriale 50-70%: ceci indique un mauvais rendement 
de l'homog6n6isation. 

Le contr61e de cette fraction au microscope 61ectronique a ~td fait chez le 
nouveau-n6, apr&s fixation par la m6thode de PALADE 1° et inclusion dans l'araldite. 
On constate une contamination par des particules microsomales. Les mitochondries 
sont gonfl6es, leur membrane externe pr6sente souvent des images de d6collement 
important.  Les cellules h6matopoi6tiques, pr6sentes encore plusieurs jours apr~s la 
naissance, ont des mitochondries plus petites et moins nombreuses que celles des 
h~patocytes: nous avons n~glig~ leur presence. De plus quelques experiences faites 
l'aide de la m6thode manom6trique, avec du succinate, semblent indiquer que les 
mitochondries ainsi pr6par6es sont susceptibles de contr61e respiratoire. 

L'activit6 a-glyc6rophosphate oxydase des t6moins (cf. Tableau I) est faible 
en fin de gestation; elle augmente rapidement apr&s la naissance, conservant une 
valeur 61ev6e pendant toute la p6riode d'allaitement. Apr~s une augmentation transi- 
toire k la fin de cette p6riode, l 'activit6 redescend ~ partir  de la quatri~me semaine vers 
les faibles valeurs qui caract6risent les animaux plus Ag6s. L'injection de thyroxine 
augmente consid6rablement l 'activit6 de l 'enzyme ~ tous les  Ages (cf. Tableau II). 
La quantit6 de thyroxine inject6e est relativement plus grande dans les premiers 
stades, mais elle reste dans le domaine des doses physiologiques d6fini par TATA 11 
(IOO /ug de t- thyroxine/Ioo g par j0ur au maximum). 

Chez les animaux radiothyroidectomis6s, l 'activit6 a-glyc6rophosphate oxydase, 
d6termin6e ~ 21 jours, soit deux semaines environ apr~s la destruction totale de la 

TABLEAU II 

ACTIVIT]~ a-GLYC]~ROPHOSPHATE OXYDASE H]~PATIQUE CHEZ DES RATS HYPERTHYROIDIENS 

2 injections sous-cutan6es de DL-thyroxine en solution alcaline, dans NaC1 90]00, 48 h et 24 h 
avant la d~termination de l'activit4. 

Age post- Quantit~ de Activit~ a-glycdro- 
natal thyroxine phosphate 
(jours) revue ~ oxvdase (moyen- 

chaque nes de trois 
injection mesures en lzl d'OJmg 
(#g) protdines per h) 

2 IO 39.2 
12 20 54.6 
23 4 ° 35.6 
6-8 sem. 4 ° 22. 3 

thyroide 1~, correspond ~ 15% environ de celle des t6moins du m~me Age. L'injection 
de thyroxine amine dans les 48 h cette activit6 A une valeur 61ev6e (cf. Tableau II l ) .  
Dans un lot de rats Ag6s de 21 jours 61ev6s par une m~re gav6e depuis quatre semaines 
avec du propylthiot/racile nous avons de m~me constatd une activit6 tr~s faible 
(0. 9/~1 d'O2/mg Prot6ines par h). 

L 'augmentat ion rapide de l'activit6 a-glyc6rophosphate oxydase dans la p6riode 
p6rinatale est h rapprocher de celle de l 'a-glyc6rophosphate d6shydrog6nase cyto- 
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TABLEAU III  

ACTIVIT]~ a-GLYC]~ROPHOSPHATE OXYDASE H~PATI~UE CHEZ DES RATS RADIOTHYROIDECTOMISI~S 

200/,C d ' ~ l  en injection intrap6riton6ale k la naissance et 2 injections de 20/zg de DL-thyroxine, 
21 jours apr~s la premiere mesure, et h 22 jours. 

A~e A ctivitd a- 
(jours ) glycdrophosphate 

oxydase moyenne 
( ,ul d' O.~/mg 
protdines par h) 

21 2.1 (3 mesures) 
23 17.° (4 mesures) 
(+ thyroxine) 

p lasmique  (L-glyc6rol -3-phosphate :NAD + oxydor6ductase ,  EC 1.1.1.8) observ6e 
p e n d a n t  la m~me p6riode18-l*: elle pe rme t  une sorte de mise en marche  du cycle 
g lyc6rophospha te ;  on peu t  voir  dans  ce ph6nom~ne une a da p t a t i on  b iochimique au 
passage de la  re la t ive  ana6robiose de la vie foetale ~ l 'a6robiose de la vie libre, puis- 
qu 'el le  pe rme t  d ' intensif ier  la glycolyse a6robiO 5. 

Les r6sul ta ts  qui v iennent  d 'Stre  pr6sent6s mon t r en t  que la thyro ide  contr61e 
tr~s t6t  l ' ac t iv i t6  de l ' a -g lyc6rophospha te  oxydase  (SHAPIRO 1~ v ient  de signaler  bri~ve- 
men t  le m~me r6sultat) ,  mais  l ' absence  de donndes quan t i t a t ives  pr6cises sur le fonc- 
t ionnement  thyro id ien  du jeune ra t  ne pe rme t  pas  d 'aff i rmer  que l ' ac t iv i t6  de cet te  
enzyme est un reflet p6riph6rique du  n iveau  d ' ac t iv i t6  des glandes thyroides .  Plusieurs  
au teurs  ont  montr6  A l ' a ide  d ' inh ib i teurs  de la synth~se prot6ique que la thyrox ine  
indui t  p robab lemen t  la synth~se de novo de l ' a -g lyc6rophospha te  oxydase3,1~. Nous 
avons  constat6 qu 'en  m61angeant des mi tochondr ies  de nouveau-n6 (activit6 faible) 
et  de ra ts  de 21 jours  (activit6 61ev6e) les act ivi t6s s ' a j ou t en t :  ce r6sul ta t  exclue la  
possibi l i t6 de la pr6sence d 'un  inh ib i teur  ou d ' un  ac t iva teu r  diffusible qui serai t  sous 
contr61e thyroidien .  

L ' ac t iv i t6  a -g lyc6rophospha te  oxydase  des mi tochondr ies  h6pat iques  de ra t  
augmente  apr~s la naissance.  Au  m o m e n t  du sevrage elle redescend vers  les valeurs  
faibles caract6r is t iques  de l ' adul te .  Cet te  act ivi t6  est  sous la d6pendance  des hormones  
thyroidiennes .  La  signification biologique de cet te  r~gulation au cours du d6veloppe-  
men t  demande  A 6tre pr6cis6e. 

Nous remercions le Professeur  A. JosT, dans  le l abora to i re  duquel  ce t r ava i l  a 
6t6 r6alis6, le Professeur  A. J.  ROSENBERG, le Dr  P. HAHN et le Dr  F.  L. MARGOLIS 
pour  leurs nombreux  conseils. Nous remercions aussi  Y. BOULIGAND sans lequel les 
observa t ions  au microscope 61ectronique n ' au ra i en t  pu  ~tre faites. 

Laboratoire de Physiotogie comparde de la 
Facultd des Sciences, Paris  (France) 

PHILIPPE HEMON 

Addendum: Depuis la rddaction de cet article nous avons cherch6 h pr6ciser l'activitd au 
moment du maximum. Les moyennes sont (3-5 mesures par stade) : I i.o ~ 14 jours, 13.7 k 18 jours, 
11.6 ~ 21 jours, io.i  ~ 24 jours, 9.8 A 28 jours. De plus nous avons ddtermin6 la cindtique de la 
rdponse k une injection unique de thyroxine ~ des rats radiothyroidectomis~s de 21 jours: 95% 
de la rdpouse en 48 h, maximum en 72 h, temps de renouvellement de 4 jours l/o- 5 jours. Un 
article tr6s r6cent indique une 6volution semblable de l'activit6 a-glyc6rophosphate oxydase hd- 
patique chez le jeune rat TM. (Regu le 29 septembre, 1966). 
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The activation of chick liver tyrosine transaminase/n vitro 

The several-fold ac t iva t ion  of  tyros ine  t r ansaminase  (z- tyrosine:  2-oxoglu tara te  
aminotransferase ,  EC 2.6.1.5) ob ta ined  b y  homogenizing chick l ivers in a -ke tog lu ta -  
ra te  was repor ted  in a previous paper  z. The purpose  of the  present  s t u d y  was to deter-  
mine the  requi rements  and  the t ime course of this  ac t iva t ion  in order  to assay  the 
to ta l  enzyme. Some of these results  were briefly repor ted  2. 

Newly ha tched  Whi t e  Rock chicks from a commercia l  suppl ier  were fed a regular  
chick die t  and  used sys t ema t i ca l ly  at  ages from i to 38 days.  Since no age differences 
in the  enzyme levels or the  ac t iva t ions  were observed,  the  different age groups are not  
sepa ra te ly  repor ted.  In  ha l f  of  the  chicks the  ty ros ine  t r ansaminase  ac t i v i t y  was 
e levated  b y  in jec t ing  hydrocor t i sone  (2.4 mg per  IOO g body  wt.) in t raper i tonea l ly  4 h 
before killing. The livers were chilled and  p r o m p t l y  homogenized in a P o t t e r - E l v e h j e m  
homogenizer  wi th  3 ml of  cold o.14 M KC1 per  g of  liver. The homogenates  were cen- 
t r i fuged a t  i oo  ooo × g for i h and  the clear supe rna t an t  fract ions wi thd rawn  care- 
ful ly wi th  a p ipe t t e  to  avoid  con tamina t ion  with  the  pa r t i cu la te  fract ion.  The condi- 
t ions of  the  assay  and the ac t iva t ion  are descr ibed in Table  I. 

I f  py r idoxa l  phospha te  and a -ke tog lu ta ra t e  were added  to fresh homogena te  of 
l ivers from ei ther  t r ea ted  or un t r ea t ed  chicks, there  was more  than  a threefold  increase 
in tyros ine  t r ansaminase  ac t iv i ty ,  to a m a x i m u m  af ter  a I - 2 - h  period,  as previous ly  
repor ted  1. A similar  increase occurred if  the  addi t ions  were made  to a l iver  supe rna tan t  
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