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Abstract—The effect on respiration of rat liver mitochondria by two classes of com-
pounds was studied.

The first contained the mono- and di-guanide derivatives of phenylethylamine and
4-hydroxyphenylethylamine. When mitochondria were in state 4 with succinate the
rate of oxygen consumption was reduced with diguanides and also with the diiodo-
monoguanide derivative but was increased slightly with the noniodinated mono-
guanides. In state 3, all the compounds, but especially the 3,5-iodinated derivatives
inhibited respiration.

The other group of products were mono- (nonyl, decyl and undecyl) and the di-
(dibutyl, dioctyl and amylhexyl) alkylamidinoureas. All compounds stimulated respira-
tion of mitochondria in state 4, the undecyl derivative being the most potent, the
dialkylated being a little less active. All the products inhibited respiration in state 3.

It appears that the group —NH—C-—NH— is essential if a compound is to influence

Il

NH
mitochondrial respiration. Adjacent group can be either CH; as in phenylethylamine
derivatives or CO as in amidinoalkylureas.

LEs EFFECTEURS des oxydophosphorylations mitochondriales possédent des structures
trés variées; on y trouve des substances aussi diverses que des phénols iodés, parmi
lesquels les hormones thyroidiennes, et des dérivés guanidylés comme le phényl-
éthyldiguanide. Cependant, tous ces produits n’agissent pas de facon semblable sur
les mécanismes de synthése de I’ATP. Les iodothyronines activent la respiration des
mitochondries placées dans I’état contrdlé ou état 4, c’est-a-dire lorsque le milieu
renferme un substrat! oxydable; mais, par contre, I’inhibe avec les particules se
trouvant dans I’état actif ou état 3, donc lorsque les réactions ont lieu en présence
d’ADP.2

Les composés guanidylés ralentissent la consommation d’oxygéne des mitochondries
fortement couplées; 'intensité des réponses dépend de la nature des substituants
puisque P'inhibition augmente avec la longueur de la chaine alkyle cependant qu’elle
diminue par lintroduction d’un second radical guanidine.?-*

Il reste encore des inconnues concernant les relations entre activités mitochondriales
et structures des produits guanidylés. Nous nous sommes proposé d’apporter notre
contribution a cette question en étudiant les effets de nouveaux composés possédant
I’enchainement \N—C—N/

AUTTTON
NH
* Avec I'assistance technique de Mme J. Roman (C.N.R.S.).
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RECHERCHES PERSONNELLES

Nos recherches ont porté sur 'influence exercée par deux groupes de substances
sur les oxydophosphorylations des mitochondries hépatiques de rat placées dans
divers états respiratoires.

Dans une premiére série, nous avons essayé les dérivés de la phényléthylamine, de la
4-hydroxyphényléthylamine ou tyramine, de la 3,5-diiodo-4-hydroxyphényléthyl-
amine ou 3,5-diiodotyramine.

Nous avons comparé les composés monoguanidylés aux diguanidylés en fonction
de la présence ou non d’une fonction phénol et d’une double substitution iodée sur le
noyau aromatique a cause des mouvements électroniques susceptibles de se répercuter
jusqu’au niveau de la chaine latérale. Nous avons utilisé les produits suivants dont les
formules sont indiquées sur les Tableau 1 et 2:

TABLEAU 1. EFFETS COMPARES DES DERIVES MONOGUANIDYLES DE LA PHENYLETHYLAMINE ET DE LA

TYRAMINE A DEUX CONCENTRATIONS (mMM) SUR LA RESPIRATION MITOCHONDRIALE DANS L’ETAT CON-
TROLE 4 ET DANS L’ETAT ACTIF 3

Produit Effet (%)
Concentra- Etat Etat
Formule tion (mM) contrélé 4 actif 3
—CH,—CH,—NH—C—NH, 0,5 +10 -~ 7
I
NH
Phényléthylguanidine 1,0 -+33 -9
@—CHZ—CHZ—NH—C—NH——C—NHz 0,5 —18 -21
H Il
NH NH
Phényléthyldiguanide 1,0 —28 —44
HO—@—CHZ—CHZ——NH—C—NHz 0,5 +9 -3
Il
NH
4-hydroxyphényléthylguanidine 1,0 +15 —37
HO —CH,—CH,—NH—C—NH—C—NH, 0,5 —12 —51
Il il
NH NH
4-hydroxyphényléthyldiguanide 1 —17 —70

phényléthylguanidine, 4-hydroxyphényléthylguanidine, phényléthyldiguanide, 4-hy-
droxyphényléthyldiguanide, 3,5-diiodo-4-hydroxyphényléthylamine, 3,5-diiodo-4-hy-
droxyphényléthylguanidine, 3,5-diiodo-4-hydroxyphényléthyldiguanide.
Le second groupe des substances étudiées se caractérise par la présence au voisinage
/0
immédiat du groupement guanidyle d’une fonction chimique —C  qui crée des

déplacements électroniques trés intenses. Leur formule générale est:
R;,—NH—C—NH—C—NH—R,

| Il
0] NH
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TABLEAU 2. EFFETS COMPARES DE LA 3,5-DIIODOTYRAMINE ET DE SES DERIVES MONO ET DIGUANIDYLES A
TROIS CONCENTRATIONS (MM) SUR LA RESPIRATION MITOCHONDRIALE DANS L’ETAT CONTROLE 4 ET
DANS L’ETAT ACTIF 3

Produit Effet (%)
Concentra- Etat Etat
Formule tion (mM) controlé 4 actif 3
I
AN
HO—((O)—CH,—CH,—NH, 0,05 413 —5
/
1
0,10 + 3 —26
3,5-diiodo-4-hydroxyphényléthylamine 1,00 —31 —83*
I
AN
HO—(()—CH,—CH,—NH—C—NH, 0,01 —23 —36
S Il
1 NH 0,03 —-30 —63
3,5-diiodo-4-hydroxyphényléthylguanidine 0,06 —31 —178
1
N
H0—((O)—CH,—CH,—NH—C—NH—C—NH, 0,01 —15 —17
P I I
I NH NH 0,02 —17 —29
3,5-diiodo-4-hydroxyphényléthyldiguanide 0,04 -19 —46

* Aprés déduction de la consommation d’oxygeéne due 4 la monoamine oxydase.

TABLEAU 3. CONCENTRATIONS (mM) DE DIVERS DERIVES GUANIDYLES ET DE LA 3,5-DIIODOTYRAMINE

QUI DIMINUENT DE 25 ET 509, LA VITESSE RESPIRATOIRE DES MITOCHONDRIES PLACEES DANS L’ETAT

ACTIF 3. CES DONNEES SONT DEDUITES DES COURBES EXPERIMENTALES REPRESENTANT L'INHIBITION DE LA
CONSOMMATION D’OXYGENE EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN PRODUIT

Produit Effet inhibiteur (%) Concentration (mM)
Phényléthylguanidine 25 2,9
50 5,0
Phényléthyldiguanide 25 0,6
50 1,8
4-hydroxyphényléthylguanidine 25 5,1
40)* 15%
4-hydroxyphényléthyldiguanide 25 8,8
(45)* 13*
3,5-diiodo 4-hydroxyphényléthylamine 25 0,16
50 0,36
3,5-diiodo 4-hydroxyphényléthylguanidine 25 0,02
50 0,03
3,5-diiodo 4-hydroxyphényléthyldiguanide 25 0,02
50 0,04

* Concentration correspondant 4 I'inhibition maximum.
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R, représente une chaine hydrocarbonée et R, soit un substituant alkyl, soit un
atome d’H. Les produits essayés ont été les nonyl, décyl et undécyl amidino mono-
alkylurées et les dibutyl, amyl- hexyl et dioctyl amidino dialkylurées; leurs formules
sont représentées sur le Tableau 4.

TABLEAU 4. EFFETS COMPARES DE DIVERSES AMIDINOALKYLUREES, D’ UREES SUBSTITUTEES ET DE L’OCTYL-

GUANIDINE SUR LA RESPIRATION DANS L’ETAT CONTROLE 4 ET DANS L’ETAT ACTIF 3. LA CONCENTRATION

INDIQUEE POUR CHAQUE PRODUIT CORRESPOND A CELLE QUI PROVOQUE L’ACTIVATION RESPIRATOIRE
MAXIMUM DE L’ETAT CONTROLE 4

Produit Effet (%0)
Con-
centra- Etat Etat
tion controlé  actif
Formule (mM) 4 3

CH;—(CH;);—CH,—NH—C—NH—C—NH,
[l Il
(o) NH 0,07 +30 —54
amidinononylurée
CH;—(CH,)s—CH,—NH—C—NH—C—NH,
I Il
(o) NH 0,06 +47 —47
amidinodécylurée
CH3;—(CH,)e—CH,—NH—C—NH—C—NH;
I Il
(6] NH 0,10 180 —-175
amidinoundécylurée
CH;—(CH,),—CH,—NH—C—NH—C-—-NH—CH,—(CH;),—CH,3
Il i
(o) NH 0,12 +50 —42
amidinobutylbutylurée
CH;—(CH,);—CH,—NH—C—NH—C—NH--CH,—(CH2),—CH;
Il Il
(6] NH 0,05 +50 —-13
amidinoamylhexylurée
CH;—(CH,)s—CH,—NH—C—NH—C—NH—CH,—(CH,)s—CHj,
Il Il
(o} NH 0,12 +72 —61
amidinooctyloctylurée
CH;—(CH;)s—CH,—NH—C—NH.
Il
(¢) 1,00 +30 —45
octylurée
CH;—(CH;);—CH,—NH—C—NH,
Il
(0] 1,00 +31 —25
nonylurée
CH;3;—(CH;)e—CH,—NH—C—NH,
Il
NH 0,45 +16 —58
octylguanidine

CONDITIONS EXPERIMENTALES
Les mitochondries hépatiques de Rat sont préparées selon la méthode de Schneider
et Hogeboom modifiée.5:® Elles sont conservées dans le saccharose 0,25 M, la sus-
pension mitochondriale renfermant 30-40 mg de protéines par ml.
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Les expériences sont conduites & 25° dans un milieu tampon de pH = 7,35 renfer-
mant les sels minéraux suivants aux concentrations indiquées: KH,PO, 3mM;
K,;HPO, 13mM; NaCl 26mM; KCl 58mM; MgCl; 6mM; NaF 12mM.

Par ailleurs, ’'addition de roténone (1,5 uM) bloque la NADH deshydrogénase et
évite le reflux des électrons vers le NAD. On emploie comme substrat le succinate de
sodium & la concentration finale 6 mM.

La consommation d’oxygéne provoquée par I'addition de mitochondries (repré-
sentant 1,5-3 mg de protéines par essai) est déterminée au moyen d’un oxygraphe
GME a électrode de platine vibrante recouverte d’une membrane de polyéthyléne,

Les composés étudiés sont introduits en solution sous un volume n’excédant pas
0,04 ml alors que le liquide d’incubation a pour chaque essai un volume final de 1,70
ml. A chaque reprise un témoin est effectué en présence du méme volume du solvant
qui a permis la mise en solution des substances essayées.* Les dérivés mono et digua-
nidylés de la phényléthylamine et de la tyramine, les amidino monoalkylurées et la
dibutylamidinoalkylurée sont dissous dans 'eau, les produits guanidylés diiodés dans
I’acide acétique dilué, la 3,5-diiodotyramine dans HCl 0,IN et les amylhexyl et

dioctyl amidinoalkylurées dans le mélange éthanol-eau (3:2, v/v).

RESULTATS
Les résultats des composés guanidylés et de la 3,5-diiodo 4-hydroxyphényléthyl-
amine sur la respiration mitochondriale font objet des Tableaux 1, 2, 3. Les deux
premiers traduisent les effets comparatifs d’une méme dose de dérivés lorsque les
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Fic. 1. Courbes traduisant influence des divers produits sur la respiration des mitochondries dans
Iétat controlé.
En ordonnée, pourcentage de la variation de la respiration (O;) par rapport au témoin en fonction
des concentrations en uM en abscisse,
O - - O - amidinonylurée + — + —— amidinobutylbutylurée
(a) + —— + — amidinodécylurée ) O - - O ~ - amidinoamylhexylurée
® - - - @ - - - amidinoundécylurée @ - - - @ - - amidinooctyloctylurée.

* Le 4-hydroxyphényléthyldiguanide nous a été fourni par les Laboratoires de Laire et les amidino-
alkylurées par les Laboratoires Winthrop. Nous tenons 4 les remercier.
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particules sont placées dans les états contrdlé et actif. Le Tableau 3 fait état des con-
centrations de produit qui inhibent de 25 et 50 pour cent la consommation d’oxygéne
dans Vétat actif 3.

Les courbes de la Fig. 1 illustrent Pinfluence qu’exercent divers amidinoalkylurées
A concentrations variables sur la respiration des mitochondries dans I’état contrdlé 4.
Le Tableau 4 rend compte du pourcentage de I’activation maximum provoquée par
les amidino alkylurées, les urées substituées et I’octylguanidine avec des mitochondries
placées dans I’état contrdlé 4. Sur ce tableau figure, a titre de comparaison, la réponse
inhibitrice sur la consommation d’oxygeéne dans 1’état actif 3 pour la méme concentra-
tion de produit.

DISCUSSION DES RESULTATS ET CONCLUSIONS

Une constatation générale s’impose a I'issue de nos expériences; elle révéle que les
produits possédant une structure guanidine influencent la respiration mitochondriale
dans 1’état actif comme dans 1’état contrblé. Ce fait est particuliérement significatif
pour les dérivés a chaine octylique. Alors que I'octylurée exige des concentrations de
1 mM pour influer—d’ailleurs faiblement—sur la consommation d’O, des mitochon-
dries, ’octylguanidine dés la concentration 0,4 mM provoque une inhibition voisine
de 50 pour cent. L’amidinooctyl-octylurée est encore plus active que cette derniére
puisque les mémes effets sont obtenus avec des doses quatre fois inférieures.

(1) Dans le domaine des substances a structure monoguanide ou diguanide propre-
ment dites, les résultats que nous avons obtenus indiquent cependant certaines dif-
férences de détail dans le comportement des produits essayés.

(a) L’examen du tableau 1 montre qu’en présence de mitochondries maintenues a
I’état 4, les dérivés monoguanidylés de la 2-phényléthylamine ou de la tyramine acti-
vent la respiration de fagon peu intense, au demeurant, tandis qu’au contraire les
dérivés diguanidylés homologues I'inhibent. Par ailleurs, les chiffres du Tableau 2
paraissent indiquer une légére stimulation de la consommation d’O, par la 3,5-
diiodo-4-hydroxyphényléthylamine; cependant, ce résultat ne peut pas étre considéré
comme significatif car cette substance se comporte comme un substrat vis-a-vis de la
monoamine oxydase (EC1.4.3.4) et il est difficile d’apprécier cet effet avec une
grande précision.® Pour leur part, les dérivés mono et diguanidylés de la 3,5-diiodo
4-hydroxyphényléthylamine possédent une influence inhibitrice.

(b) Tous les dérivés mono et diguanidylés que nous avons essayés ralentissent la
respiration des mitochondries placées dans I’état 3 ainsi qu’il ressort du Tableau 3,
mais ils le font avec des intensités différentes suivant leur structure. 1l est intéressant
de noter tout d’abord qu’en présence d’ADP, tous les produits iodés freinent nettement
la respiration mitochondriale, ce qui rejoint les résultats obtenus antérieurement avec
d’autres ortho-diiodophénols.® L’activité inhibitrice de 50 pour cent correspond a une
concentration de 0,36 mM pour la 3,5-diiodo-4-hydroxyphényléthylamine et nette-
ment inférieure 4 0,04 mM pour ses dérivés mono et diguanidylés, lesquels manifestent
des réponses assez proches.

Par comparaison, l'activité des composés phénoliques non iodés (Tableau 3)
demeure trés faible puisque une inhibition de 50 pour cent ne peut étre atteinte, méme
avec des concentrations trés élevées.

On note enfin que les dérivés non phénoliques ont une influence plus importante



Effets de nouveaux dérivés guanidylés et de diverses amidinoalkylurées 2593

que celle des précédents quoique nettement moindre que celle des phénols diiodés, le
diguanide étant relativement plus actif que le composé monoguanidylé.

(2) Les données obtenues au cours des essais des amidinoalkylurées présentent une
grande homogénéité du point de vue qualitatif. Ces substances stimulent la respiration
des mitochondries dans I’état contrdlé en ’absence d’accepteur de phosphate tandis
qu'elles I'inhibent dans P’état actif aprés addition d’ADP. Néanmoins, les effets
différent en intensité suivant la nature de la chaine ou des deux chaines alkyles pré-
sentes dans la molécule. Les principaux résultats font I’objet des Tableaux 4 et 5 et
de ia Fig. 1.

(a) On observe ainsi dans la série des amidinomonoalkylurées que le dérivé undé-
cylique provoque une activation de prés de 80 pour cent de la consommation d’O, des
mitochondries 4 1’état 4 tandis qu’avec une chaine 4 9 atomes de carbone, I'effet

TABLEAU 5. CONCENTRATIONS (mM) DE DIVERSES AMIDINOALKYLUREES, D’UREES SUBSTITUEES ET DE
L'OCTYLGUANIDINE QUI DIMINUENT DE 25 ET 50 9 LA VITESSE RESPIRATOIRE DES MITOCHONDRIES PLACEES
DANS L’ETAT ACTIF 3. LES DONNEES SONT DEDUITES DES COURBES EXPERIMENTALES REPRESENTANT
L'INHIBITION DE LA CONSOMMATION D’OXYGENE EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN PRODUIT

Produit Effet inhibiteur (%;) Concentration (mM)
Amidinononylurée 25 0,02
50 0,06
Amidinodécylurée 25 0,02
50 0,07
Amidinoundécylurée 25 0,01
50 0,02
Amidinobutylbutylurée 25 0,05
50 0,17
Amidinoamylhexylurée 25 0,10
50 0,19
Amidinooctyloctylurée 25 0,05
50 0,10
Octylurée 25 0,65
50 1,20
Nonylurée 25 1,00
(25)* 1,00*
Octylguanidine 25 0,17
50 0,40

* Concentration correspondant 3 I’inhibition maximum.

maximum—atteint il est vrai avec une concentration légérement inférieure—ne
dépasse pas 30 pour cent. Par ailleurs, en présence de deux substituants i ’azote
(amidinodialkylurées) ’effet est moins intense.

(b) Les amidinoalkylurées possédent a I'inverse un effet de freinage sur la respiration
mitochondriale dans I’état 3; on constate que la relation entre I'intensité de cette
influence inhibitrice et la structure chimique est 3 trés peu de choses prés Ia méme
que pour l'influence activatrice de I’état 4; en particulier, le dérivé undécylique se
montre, 1 encore, le plus actif alors que la double substitution a I’azote posséde un
effet défavorable.

(c) On notera néanmoins dans cette série de substances, une certaine dissociation
entre I'influence stimulante de I’état 4 (contrdlé) et le freinage de Pétat actif, Elle est
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assez nette avec le dérivé undécylique pour lequel une concentration de 0,1 mM est
nécessaire pour obtenir la réponse maximum dans 1’état 4, tandis que 0,02 mM suffisent
pour abaisser de 50 pour cent la consommation du succinate quand le milieu renferme
de ’ADP. Ces résultats différent de ceux obtenus d’une part avec le 2,4-dinitrophénol
dont la dose inhibitrice de P'état 3 est considérablement plus élevée que celle qui
stimule I'état 41° et d’autre part, avec les hormones thyroidiennes pour lesquelles
Pactivation de 1’état 4 et I'inhibition de 50 pour cent de ’état 3 sont obtenues pour des
doses voisines.*

Sur un plan plus général, nos expériences nous ont permis d’observer qu’un effet
sur la respiration mitochondriale s’est exercé pour toutes les substances essayées dans
lesquelles le groupe guanidyle est présent dans la structure chimique et quelle que soit
la nature des substituants fixés sur ce groupement.

Certes, ces substituants modifient profondément les activités pharmacodynamiques
puisque certains des produits essayés ont une action hypertensive,'! comme la
phényléthylamine et la 4-hydroxyphényléthylguanidine; d’autres sont des hypo-
glycémiants,'? comme le phényléthyldiguanide doué en outre d’une influence hyper-
tensive; d’autres, enfin, des bactéricides comme les amidinoalkylurées.?® Néanmoins
cette grande diversité n’est absolument pas en rapport avec des modalités différentes
d’action sur la consommation d’oxygéne des mitochondries; il n’existe ici aucun
parallélisme entre cette derniére activité et les propriétés pharmacologiques. Il semble
donc que la série de substances que nous avons étudiées comme pour d’autres
séries,'3-22 la présence d’un radical:

NH,
——NH——C/
\NH

constitue la condition nécessaire et suffisante pour qu’apparaisse un effet au niveau
de la respiration mitochondriale tandis que son intervention sur le plan des activités
pharmacodynamiques est beaucoup moins décisive. Celle-ci doivent s’appuyer au
moins en partie sur des mécanismes autres que la modification des oxydophosphoryla-
tions, mécanismes dans lesquels la diversité des substituants du groupe guanidine
joue un grand role.

Plus caractéristique encore apparait la constatation que les amidinoalkylurées ont,
sur la mitochondrie, une activité qui est en somme assez proche de celle des mono et
biguanides. Le groupe carbonyle fixé au voisinage immédiat de la fonction amidine
est le siége d’un déplacement électronique trés accusé ainsi que le montre le schéma
suivant. Il est trés vraisemblable que ceci induit un important mouvement de dé-
localisation dans la fonction guanidyle ou plutdt modifie les mouvements tres im-
portants des électrons entre 1’atome de carbone et les trois atomes d’azote de ce
groupement hybride de résonnance et en définitive 1’équilibre de mésomérie de ce
dernier doit étre déplacé vers une de ses formes limites:

I"ﬂ-iﬂ & ——\\

R,—NH—C—NH—C—NH—R,
il (‘ Il
Qo NH



stituants qu’elle porte n’améne pas de changement profond de cette activité, mais
plutdt des modifications de son intensité. On doit souligner a cet égard, la trés forte
influence de la 3,5 diiodo-4-hydroxyphényléthylguanidine sur la consommation d’O,
des mitochondries ce qui traduit une synergie entre la fonction guanidine et la structure
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Néanmoins, il n’en résulte pas un bouleversement total de l'influence exercée sur
la respiration mitochondriale. On confirme ainsi qu’en ce domaine c’est la présence de
la fonction —NH—C—NH, qui revét I'importance primordiale. La nature des sub-

I
NH

ortho-diiodophénol.

—_——
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Résumé—Les recherches ont porté sur les effets exercés par deux groupes de substances
sur les propriétés oxydophosphorylantes des mitochondries hépatiques de rat.

La premiére série de produits comprend les dérivés mono- et diguanidiques de la
phényléthylamine et de la 4-hydroxyphényléthylamine. Leur action sur la respiration
des mitochondries placées dans I'état 4, en présence de succinate se manifeste par une
inhibition avec les diguanidylés et le diiodomonoguanidylé et par une faible activation
avec les monoguanidylés non halogénés. Tous les composés, mais surtout ceux 3,5-
diiodés, freinent la vitesse de I'oxydation du substrat avec les mitochondries a I’état 3.

Le second groupe étudié comporte des amidinoalkylurées substituées qui sont d’une
part les nonyl-, décyl- et undécyl- amidinomonoalkylurées et d’autre part les dibutyl-,
dioctyl-, amylhexyl dialkylurées. Tous ces dérivés stimulent la respiration des mito-
chondries placées dans I’état 4 succinate, le plus actif étant le dérivé undécylé, les
dialkylés semblent moins efficaces. Par contre, ils inhibent la vitesse de consommation
du succinate lorsque les particules sont dans I’état 3.

En conclusion, il apparait essentiel qu’un produit possede le radical —-NH—C—NH—
pour qu’il influence la respiration des mitochondries, les groupements ||
adjacents pouvant étre un CH, comme dans les dérivés de la phényléthylamine NH
ou un CO comme dans les amidinoalkylurées.
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