Biochemical Pharmacology, Vol. 23, pp. 411-420. Pergamon Press, 1974. Printed in Great Britain.

INFLUENCE DU DIIODO-3,5-HYDROXY-4-BENZOATE DE
n-BUTYLE SUR LES FONCTIONS DES MITOCHONDRIES
HEPATIQUES ET CORTICOSURRENALIENNES DE RAT

JacoB BOUHNIK, ODETTE MICHEL, ANDRE LEBLANC et RAYMOND MICHEL*

Endocrinologie, UER des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Paris-Luxembourg,
4, Avenue de I'Observatoire. 75270 Paris Cedex 06. Biochimie Générale et Comparée.
Collége de France. 75231 Paris Cedex 05. France

(Received 14 April 1973; accepted 10 July 1973)

Abstract—The effect of n-butyl-3.5-diiodo-4-hydroxybenzoate (DIBB). considered to be an
antithyroxine drug. on the oxidative phosphorylation of mitochondria isolated from rat liver
and adrenal cortex was studied.

In the presence of liver mitochondria the iodinated compound inhibited state 3 oxidation,
stimulated state 4 oxidation and lowered P/O ratio when S-hydroxybutyrate, succinate,
glutamate-malate and malate-isocitrate were used as substrates. The Lineweaver—Burk plot
of DIBB inhibition of the rate of O, consumption with variable concentrations of substrates,
in the presence of ADP, produced straight lines. The inhibition was non-competitive, with
succinate and competitive, with B-hydroxybutyrate. The swelling of liver mitochondria
induced by DIBB was faster and more pronounced than with thyroxine at similar concentra-
tions.

Oxygen consumption by adrenal cortex mitochondria was activated by DIBB at low
concentrations in respiratory states 3 and 4. When DOC replaced ADP the 118-hydroxyla-
tion rate was decreased by the iodinated product.

It is possible that there are at least two distinct sites at which DIBB can inhibit
respiration; one site being probably located in the respiratory chain close to the entry of
dehydrogenases and a second site in relation with the coupling of high-energy intermediates.
The effects of DIBB on oxidative phosphorylation of rat mitochondria which are similar
in some aspects to those observed with thyroid hormones could explain its antithyroxine
activity.

LEs DERIVES de 'acide diiodo-3,5-hydroxy-4-benzoique et, en particulier, son ester
butylique s’opposent a 'effet calorigénique de la thyroxine.! Le diiodo-3,5-hydroxy-
4-benzoate de n-butyle (DIBB) inhibe le métabolisme périphérique de la thyroxine,?
ce qui I'a fait considérer comme un anti-thyroxinien périphérique, et augmente le
stockage de la thyroglobuline dans la glande thyroide, retardant ainsi la sécrétion
desiodothyronines.? Il semble intervenir aussi au niveau hypophysaire pour diminuer
la sécrétion de thyréostimuline.* Le DIBB administré a I'animal n’active pas son
métabolisme basal, contrairement au dinitro-2,4-phénol (DNP)* bien que, comme ce
dernier, il découple les phosphorylations des oxydations des mitochondries isolées®
et empéche le gonflement de ces particules provoqué par la thyroxine.®

Nous nous sommes proposé d’étudier les effets du DIBB sur les mécanismes des
oxydophosphorylations des mitochondries hépatiques. Nous avons complété ces
recherches par des travaux sur l'influence de ce produit sur les propriétés des
oxydases a fonctions multiples des mitochondries corticosurrénaliennes de rat.

* Avec l'assistance technique de Mlle B. Souillat (C.N.R.S.).
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METHODES EXPERIMENTALES

Les essais sont réalisés sur des rats males Wistar. Les mitochondries hépatiques
sont préparées et conservées dans le saccharose 0,25 M, 78 celles de la corticosurrénale
dans le saccharose 0,33 M.° La concentration en protéines est déterminée par la
réaction du biuret;'° elle est comprise entre 20 et 40 mg/ml. Les mesures de la
respiration et des phosphorylations mitochondriales sont effectuées par polarographie
4 25°C au moyen d’une électrode vibrante de platine recouverte d’'une membrane de
polyéthyléne.

Le milieu tampon (pH = 7.4) des mitochondries hépatiques posséde [a composition
suivante: K,HPO, 13 mM, KH,PO, 3 mM, MgCl, 6 mM, KCl 58 mM, NaCl
30 mM. L’ADP (0.2 2 0.4 mM) est ajouté dans certains essais. Les substrats employés
sont soit le succinate 6 mM en présence de roténone 0.7 ug/ml. soit le f-hydroxy-
butyrate 12 mM, soit les mélanges glutamate (6,7 mM}), malate (3.3 mM) ou malate
(10 mM), isocitrate (10 mM); 2 mg de protéines mitochondriales sont utilisés dans un
volume final de 1,6 ml.

Le milieu tampon (pH = 7,4) des mitochondries corticosurrénaliennes comprend:
KC120 mM, tampon phosphate (pH = 7.4) 10 mM, triéthanolamine {5 mM, Mg(Cl,
5 mM, saccharose 0,25 M.!! Le substrat est le mélange malate (10 mM), isocitrate
(10 mM) en présence de malonate 3 mM. La désoxycorticostérone, le dinitro-2.4-
phénol, le DIBB sont dissous dans une solution éthanolique (H,O-C,H;OH 1:1 v/v).

La réaction de synthése de corticostérone a partir de désoxycorticostérone est
arrétée par addition de 1 ml de HgCl, (0,5%). La corticostérone formée est extraite
par 10 ml de dichlorométhane puis dosée par fluorimétrie.'?

Les essais sur l'effet morphologique du DIBB sont conduits comme précédem-
ment.'® Dans des tubes calibrés de 12 mm de diamétre intérieur, on ajoute a 5 ml
de tampon Tris 0,02 M-KCl 0,125M (pH = 7,.2) 50 a 70 ul de suspension mito-
chondriale renfermant 25 mg environ de protéine par ml. Plusicurs composés iodés
sont utilisés, ils sont ajoutés 4 min aprés le début de la réaction. Les changements
de turbidité sont déterminés par mesure de la densité optique 4 520 nm.

RESULTATS

Les effets du DIBB sur les fonctions des mitochondries isolées sont enregistrés et
les tracés oxygraphiques, dont un exemple est donné pour les mitochondries cortico-
surrénaliennes (Fig. 3), ont permis de calculer les vitesses respiratoires.

(I} Effets du DIBB sur les mitochondries hépatiques
Respiration controlée (état 4)

Dans les Tableaux 1 et 2 sont rassemblées les moyennes des vitesses respiratoires
des mitochondries hépatiques placées en état 4 en présence de quatre substrats
différents et aprés addition de DIBB a concentrations croissantes. Elles sont exprimées
en nmoles O, x min~! et par mg de protéine dans 1 ml. On constate que les plus
faibles concentrations de DIBB stimulent la consommation mitochondriale d’O,
tandis que les plus fortes I'inhibent. La concentration optimale de I'ester butylique
pour laguelle l'activation respiratoire est maximale est de | uM environ avec le
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TaBLEAU . INFLUENCE DU DIIODO-3,5-HYDROXY-4-BENZOATE DE n-BUTYLE (DIBB) A CONCENTRATIONS
CROISSANTES SUR LA VITESSE RESPIRATOIRE DES MITOCHONDRIES HEPATIQUES DANS L’ETAT CONTROLE EN
PRESENCE DE SUCCINATE (6 mM) OU DE -HYDROXYBUTYRATE (12 mM) COMME SUBSTRATS

Succinate fB-hydroxybutyrate
DIBB Vitesse Effet Vitesse Effet
(uM) respiratoire (%) respiratoire (VA
0 8.2 + 1.1 (4) 48 +0.3(6)
0.5 11.9 + 1.7 (4y* +31 8.6 + 09 (6)* +80
0 82 + L4} 534+ 1L1(5)
1,0 135 +£ 1.9 (4 +65 9.7 + L5 (5 +85
0 82+ Li{4) ST+ 144)
2.5 7.9 + L.O (4t -4 84 + 1.1 {4)* +47
0 8.2+ 1,1(4) 6.1 +19(4)
50 6.2 + 0.7 (4)F —24 74 + 1.3 (4t +21
0 10,2 + 0,8 (4} 55+ L1 @)
7.5 6,2 + 0.7 47 -39 6.1 + 0,7 (4)+ +11
0 10,0 + 0.8 (4) 46 + 0.2(7)
15,0 48 + 0.7 4 —52 49 + 03 (7 +6
0 10,1 £ 0,7 (4) 47 +02(4)
30,0 40 + 0.8 4)* —-60 49 + 0,4 (43 +4
0 10.8 + 0.4 (4) 49 +02(4)
60,0 36 + 084 —67 4.8 + 054yt -2

Les vitesses respiratoires sont exprimées en nmoles O, par minute et par mg de protéine mitochondriale
dans | ml. Les valeurs moyennes sont suivies de I'écart type & Ia moyenne. Entre parenthéses est indiqué
le nombre d’expériences. * Différence significative statistiquement. + Différence non significative.

TABLEAU 2. INFLUENCE DU DIBB A CONCENTRATIONS CROISSANTES SUR LA VITESSE RESPIRATOIRE DES
MITOCHONDRIES HEPATIQUES DANS LETAT CONTROLE EN PRESENCE DE GLUTAMATE-MALATE (6.7-3.3 mM)
OU DE MALATE-ISOCITRATE {10 mM) COMME SUBSTRATS

Glutamate-malate Malate-isocitrate
DIBB Vitesse Effet Vitesse Effet
(«M) respiratoire (%) respiratoire (%)
0 63 + 0,64} 55 +04(4)
0.5 98 + L3 {4)t +55 88 + 0.8 (4)* +60
66 +084) 52 +044)
10 13,5 + 1.8 (4)* +104 1.0 + 08 (4)* +113
0 63 +0.74) 55 +04(4)
2.5 17,1 + 3.3 @)y +171 133 £ 1.0 (4)* + 142
0 52+ 05 48 + 0.5(4)
50 20,3 + 42 (4 +290 10,7 + 1.0 @)y +123
0 5.2 £ 0,54} 45+ 054
7.5 234 + 444 +350 11,9 + 09 (4)* +164
0 51 +£05(4) 524024
15,0 22,2 + 3.6 @) +335 12,7 + 1.4 (4)* + 144
0 48 + 04 4) 50+ 06(6)
30,0 17,0 + 3.8 (4)° +256 6,1 + 056 +22
0 6,6 + 08 (4) 57 +£03(4)
60,0 94 + 23 (4) +42 50+ 02 —12

Les vitesses respiratoires sont exprimées en nmoles O, par minute et par mg de protéine mitochondriale
dans I ml. Les valeurs moyennes sont suivies de ’écart type 4 la moyenne. Entre parenthéses est indiqué
le nombre d’expériences. * Différence significative statistiquement.  Différence non significative.
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TaBLeaU 3. INFLUENCE DU DIBB A CONCENTRATIONS CROISSANTES SUR LA VITESSE RESPIRATOIRE DES
MITOCHONDRIES HEPATIQUES DANS L'ETAT ACTIF EN PRESENCE DE SUCCINATE {6 mM) OU DE B-HYDROXY-
BUTYRATE (12 mM) COMME SUBSTRATS

Succinate p-hydroxybutyrate
DIBB Vitesse Inhibition Vitesse Inhibition
(uM) respiratoire (%) respiratoire (%)
0 38,5 + 1.1 4)
0,25 283 + 134y 26
0 389 + 1.1 4) 13.6 £ 0.6 (6)
0.5 22,1 4+ L3 @ 43 10,8 + 0.4 (6)* 20
0 ¥+ 134
0.75 169 + 1.4 (4)* 56
0 38,1 +08(4) 1334+ 06(4)
1.0 139 + 0.7 (4)* 63 9.5 + 0,3 (4)* 28
0 390 +13@) 137 + 0.6 (8)
1.5 106 + 0.3 (4% 73 87 + 04 (5 36
0 383 + 0.8 (4) 14,1 +06(5)
30 5.8 + 0,3 @) 85 7.2 + 0.5 (5)* 49
0 144 + 0.8 (5)
45 6.5 + 0,6 (5* 55
0 13.5 £ 06 (4)
6.0 5.0+ 024y 62
0 150 + 1.0(4)
7.5 5.7 £ 0.7 4)* 62

Les vitesses respiratoires sont exprimées en nmoles O, par minute et par mg de protéine mitochondriale
dans | ml. Les valeurs moyennes sont suivies de I'écart type & la moyenne. Entre parenthéses est indiqué
le nombre d'expériences. * Différence significative statistiquement. ¥ Différence non significative.

TABLEAU 4, INFLUENCE DU DIBB A CONCENTRATIONS CROISSANTES SUR LA VITESSE RESPIRATOIRE DES
MITOCHONDRIES HEPATIQUES DANS L’ETAT ACTIF, EN PRESENCE DE GLUTAMATE-MALATE (6,7 mM) oU DE
MALATE-ISOCITRATE {10 mM) COMME SUBSTRATS

Glutamate-malate

Malate-isocitrate

DIBB Vitesse Inhibition Vitesse Inhibition

{(uM) respiratoire (%) respiratoire (%)
¢ 320 + 20(4) 162 + 2.3(4)

10,0 27,5 + 1,7 4y 14 160 + 2.5 (4)+ {
0 315 + 1.9 (4) 16.1 i 1,7 (4)

15.0 251 -+ 1,5 (4)* 20 15,6 £ 1.9 (4)t 3
0 316 £ 204) 16,2 + 2,3 (4)

20,0 206 + 1.2 (4)* 34 15,6 + 2.7 (4)F 4
0 319 + 1.8{4) 7.1 £ 194

225 20,7 + 1.2 (4)* 35 149 + 2,0 (4)* 13
0 3134+ 194 164 £ 1,5(4)

30,0 17.3 + L8 (4)* 44 9.8 + 1,64y 40
0 305 + 164 16,1 + 1.54)

450 128 + 09 @@ 38 62 £ 0240 61
0 30,0 + 1L5@4) 164 + 1.6 (4)

60,0 9.7 + 1.0 (4)* 67 5.1 + 0,3 (4)* 69

Les vitesses respiratoires sont exprimées en nmoles O, par minute et par mg de protéine mitochondriale
dans | ml. Les valeurs moyennes sont suivies de I'écart type 4 la moyenne. Entre parenthéses est indiqué
le nombre d'expériences. * Différence significative statistiquement, + Différence non significative.
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succinate et de 1,6 uM avec le f-hydroxybutyrate (Tableau 1). Les concentrations de
DIBB nécessaires pour stimuler I'état 4 sont plus élevées en présence de glutamate-
malate et de malate-isocitrate qu’avec les deux substrats précédents, et la concentra-
tion provoquant la plus grande activation respiratoire est voisine de 8 uM (Tableau 2).

Respiration activee (etat 3) _

(@) Divers substrats. Le DIBB ajouté aprés TADP inhibe la consommation d’'O,
des mitochondries placéesen état 3 en présence des quatre substrats, retarde le retour a
I’état 4 et diminue les valeurs du rapport P/O. L’inhibition 50 pour cent est obtenue
avec 0,6 uM environ avec le succinate et 3,6 uM avec le f-hydroxybutyrate (Tableau 3).
Il faut des concentrations de DIBB beaucoup plus élevées en présence de glutamate-
malate et de malate-isocitrate, I'inhibition 50 pour cent nécessite 40 uM (Tableau 4).

(by Substrats a concentrations variables. Au cours de ce§ essais, la solution
tamponnée, 'ADP, les mitochondries, le DIBB ou son sdlvant sont ajoutés successive-
ment puis la respiration est déclenchée par le succinate ou le f-hydroxybutyrate a
concentrations variables.'* Les résultats obtenus sont traduits sous forme de courbes
en portant en ordonnées l'inverse de la vitesse respiratoire en nmoles O, x min™'
et par mg de protéine, et en abscisses l'inverse de la concentration du substrat
exprimée en mM "', La Fig. | (a) est réalisée en présence de f-hydroxybutyrate et
avec dlux concentrations différentes de DIBB, le témoin étant effectué avec son
solvant. Il ressort de cette figure que le systéme multienzymatique semble obéir aux
lois de la cinétique michaélienne classique puisque la représentation en double inverse
de Lineweaver-Burk donne lieu a des droites. Ces droites convergent sur 1'axe des
ordonnées, ce qui implique que l'inhibition est competitive vis-a-vis du S-hydroxy-
butyrate; on calcule un K; de 0,95 uM.

02 I'O“:"
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FiG. 1. Inhibition de l'oxydation du fi-hydroxybutyrate (a) et du succinate (b) par le diiodo-3.5-hydroxy-
4-benzoate de n-butyle (DIBB) 0.5 et 1.0 uM. I "' = inverse de la vitesse respiratoire exprimée cn nmoles
O, x min~! et par mg de protéine mitochondriale dans 1 ml [S]™' = inverse de la concentration du

substrat en mM. T = témoin en présence du solvant du DIBB.

Dans le cas du succinate, les courbes sont également rectilignes, mais elles se
coupent sur I'axe des abscisses (Fig. [(b)). L’inhibition est donc non compétitive
vis-a-vis du succinate, le K, étant égal en moyenne 4 2,6 mM.

Changemen ts morphologiques

La Fig. 2 représente les changements morphologiques des mitochondries
hépatiques aprés addition de 10 uM de DIBB, d’acide diiodo-3.5-hydroxy-4-phényl-
acétique (ADIP). de diiodo-3.5-hydroxy-4-acétophénone (DIA) ou de L-thyroxine (Ty).
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F1G. 2. Action de divers phénols iodés sur la morphologic des mitochondrics hépatiques en fonction du

temps en minutes. Ordonnées: densité optique ramenée a 100, L’addition des produits iodés a la concentra-

tion de 10 uM a lieu 4 min aprés le début de la réaction. DIBB = diiodo-3.5-hydroxy-4-benzoate de

n-butyle. DIA = dilodo-3,5-hydroxy-4-acétophénone. ADIP = acide diiodo-3,5-hvdroxy-4-phinyl-
acétique. T, = L-thyroxine. T = témoin avec le solvant des composés iodés.

cette derniére utilisée a titre de référence. La densité optique exprimée en p. 100 est
portée en ordonnées et le temps en minutes, en abscisses. La courbe témoin effectuée
avec le solvant des differents produits met en évidence la stabilité des particules car
la turbidité baisse de moins de 8 . 100 en 20 min. Aprés addition de DIBB, il
apparait une diminution trés importante de la densité optique consécutive a un
gonflement, lequel est beaucoup plus ¢élevé et plus rapide quavec la thyroxine. DIA
est moins actif que T, alors que ADIP est sans effet sur la fixation active de I'eau par
les mitochondries.

(I1) Effets du DIBB sur les mitochondries de la corticosurrenale

Consommation d’0,. La Fig. 3, donnée a titrc d'exemple, reproduit les traceés
oxygraphiques de la respiration mitochondriale en présencc de malate-isocitrate
comme substrat, La vitesse respiratoire des mitochondries placées dans ['état 4 est
augmentée de plus de 230 p. 100 par Paddition de 15 gM de DIBB (Tableau 5).
A titre de référence, est représentée sur la Fig. 3(a) 'action de 50 uM de DNP. La
partie (b) de la Fig. 3 montre quaprés ADP les mitochondries présente un controle

Fic. 3. Enregistrements de la respiration des mitochondries corticosurrénaliennes (M) aprés addition

deffecteurs (E) soit diiodo-3,5-hydroxy-4-benzoate de n-butyle (DIBB) 15 M, soit dinitro-2.4-phénol

(DNP) 50 uM. en présence de malate-isocitrate comme substrat. Le témoin est réalisé avec le solvant (S).

Partie a: état contrdle’ Partie b: état activé par ADP. Entre parenthéses: la consommation 4’0, exprimee
en nmoles O> x min~! et par mg de protéine mitochondriale dans T mlL
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TapLeau 5. EFfeT DE 15 uM De DIBB SUR La consoMMATION D'O, DES MITOCHONDRIES CORTICOSUR-
RENALIENNES DANS L’ETAT CONTROLE {(MALATE-ISOCITRATE COMME SUBSTRAT), DANS L'ETAT ACTIF (SUBSTRAT
+ ADP) oU EN PRESENCE DE DESOX YCORTICOSTERONE (SUBSTRAT + DOC)

Etats respiratoires Témoin DIBB
Malate-isocitrate 79 + 04 (4) 187 + 1,6 (4)*
Malate-isocitrate + ADP 128 + 0.5 (4) {84 + 1.0 (43
Malate-isocitrate + DOC 19.6 +20(4) 231 £ 344

Les vitesses respiratoires sont exprimées en nmoles O, par minute ef par mg de protéine mitochondriale
dans | ml Pour chaque essai, 254 50 rats sont utilisés. Les valeurs moyennes sont suivies de I'¢cart type &
la moyenne. Entre parenthéses est indiqué le nombre d’expériences. * Différence significative statistique-
ment. * Différence non signifigative.

respiratoire. La méme concentration de DIBB (15 uM) provoque une stimulation
de la consommation d’O, de pres de 50 p. 100 (Tableau 5).

Synthése de lacorticosterone. Lorsqu’onremplace TADP par la désox ycorticostérone
{(DOQ), il se produit une stimulation de la consommation d’0O, simultanément a la
synthése de corticostérone (Fig. 4(a)). L’addition de 15 uM de DIBB aprés DOC
active l'utilisation d’O, (Tableau 5) mais & la concentration de 22,5 uM on observe
au contraire une diminution de la consommation d’O,. Cependant, méme a une
concentration plus faible (5 uM), DIBB inhibe la réaction d’hydroxylation de la DOC
ainst qu'il ressort du Tableau 6.

FiG. 4. Vitesses respiratoires des mitochondries corticosurrénaliennes (M) exprimées en nmoles

O, x min~! par mg de protéine dans I ml en présence de malate-isocitrate comme substrat et de

désoxycorticostérone {DOC). Partie a: aprés addition d'effecteurs (E) soit DIBB 15 uM, soit DNP

50 uM;; le témoin est réalisé avec le solvant (S). Partie b: inhibition de I'oxydation du malate-isocitrate

en présence de DIBB (22,5 uM). T = témoin avec le solvant. ¥ ™! = inverse de la vitesse respiratoire.
[S]™! = inverse de la concentration du substrat en mM.

La Fig. 4(b) illustre I'effet de 22,5 uM de DIBB sur la respiration des mitochondries
corticosurrénaliennes en présence de DOC et de concentrations variables de malate-
isocitrate. L’inverse de la vitesse respiratoire exprimée en nmoles O, x min ™! x mg ™!
protéine est portée en ordonnées, tandis que les abscisses représentent inverse de la
concentration en substrat en mM ~!, Les courbes obtenues avec DIBB ou son solvant
sont des droites qui convergent sur 'axe des ordonnées.
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TaBLEAU 6. EFFET DE S uM bE DIBB SUR LA SYNTHESE DE
CORTICOSTERONE

Corticostérone formée
(nmoles/mg)

Temps Inhibition
(min} Témoin DIBB (%)

0 0 0 0

2 133 7.8 41

4 254 14.7 42

6 327 237 27

Lesmitochondriescorticosurrénaliennesde rat(0.5 mg/ml)
sont incubées en présence de 45 nmoles de désoxycorti-
costérone par ml du milieu réactionnel décrit dans “Méthodes
expérimentales™.

DISCUSSION ET CONCLUSION

L’ensemble de notre travail montre que le dilodo-3.5-hydroxy-4-benzoate de
n-butyle se comporte comme un agent découplant vis-a-vis des mitochondries isolées
de foie ou de corticosurrénale de rat puisque, dune part, il provoque une stimulation
de la consommation d’O, lorsque les particules sont placées en état contrdlé et que,
d’autre part, il s‘oppose en partie 4 la biosynthése de 'ATP lorsqu’elles sont dans
I’état active.

Les mitochondries hépatiques présentent une activation maximale de leur vitesse
respiratoire de 65 p. 100 avec le succinate, 85 p. 100 avec le S-hydroxybutyrate,
164 p. 100 avec le malate-isocitrate et 350 p. 100 avec le glutamate-malate lorsque
les concentrations de DIBB sont de 1 uM pour les deux premiers substrats et de
7.5 uM pour les deux autres. L'effet découplant se manifeste également en présence
d’ADP car le retour a 'état 4 est retardé et les rapports P/O diminués. Ces derniers,
dont les valeurs expérimentales en présence du solvant de DIBB sont de 1.8 avec
le succinate et 2.6 avec le ff-hydroxybutyrate pour 2 et 3 théoriques. sont abaissés
respectivement a 1.2 et 2.1 en présence de 0.5 uM du produit iode. Cependant.
I'influence du DIBB différe de plusicurs fagons de celle du DNP. que l'on considére
comme le découplant type. En effet. les concentrations du dérivé halogénc qui
provoquent la plus grande activation de la vitesse respiratoire dans [état 4 ¢t une
inhibition d’environ 50 p. 100 dans ['é¢tat 3 sont voisines. tandis que le DNP aux
doses fortement activatrices de I'¢tat 4 ne modifie pas sensiblement la respiration des
mitochondries placées dans I'état 3.' De plus. I'inhibition respiratoire duc au DNP
en présence de quantités variables de succinate est compétitive vis-a-vis du substrat.'*
alors que celle provoquée par le DIBB est non compétitive. Par contre, clle est
compétitive en présence de i-hydroxybutyrate. 1l est donc probable que I'intervention
du DIBB se situe au niveau des déshydrogénases, mais ce ne doit pas étre son
seul point d'intervention puisque l'inhibition qu’il provoque a I'état 3 n’est pas levée
par le DNP. On peut supposer que la présence du radical butyle qui accroit les
propriétés lipophiles est responsable de son effet sur les intermédiaires de couplage
puisque les phospholipides semblent impliqués dans les mécanismes liant les
phosphorylations aux oxydations.'®
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Une autre différence entre le phénol nitré et le phénol iodé est que la fixation active
de I'eau par les mitochondries hépatiques n’a pas lieu avec le premier!” tandis qu'un
fort gonflement plus rapide et plus intense qu’avec la thyroxine se manifeste avec
le second. Cette différence procéde sans doute de la plus grande solubilité du DIBB
dans les lipides. L'absence d’action de 'acide diiodo-3.5-hydroxy-4-benzoique est en
faveur de cette hypothese.

Les mitochondries de la corticosurrénale sont influencées de la méme maniére
que celles isolées du foie lorsquelles se trouvent en €tat 4; mais en état 3, au lieu
d’une inhibition, on observe aux faibles concentrations en produit iodé une augmenta-
tion de la vitesse respiratoire. Quant FADP est remplacé par la désoxycorticostérone,
on constate également aux mémes doses une stimulation de l'utilisation &0, avec,
cependant, une diminution de la synthése de corticostérone, Cette apparente contra-
diction est sans doute la résultante de deux effets opposés: 'un conséeutif 4 la
stimulation respiratoire élevée propre au découplage, l'autre procédant d’un
ralentissement relativement faible du transfert des électrons dans la chaine intervenant
dans la 11f8-hydroxylation. Par contre, ¢ DIBB en quantités relativement élevées
provoque une inhibition de la consommation d’O, des mitochondries lorsque le
milieu est supplémenté en DOC, I'effet inhibiteur étant compétitif vis-a-vis du malate-
isocitrate comme substrat. Ce fait permet de supposer que le site d'intervention
privilégié est localisé au niveau de la chaine des transporteurs conduisant aux
11 B-hydroxylations

En conclusion. il est vraisembable que le diiodo-3,5-hydroxy-4-benzoate de n-butyle
posséde au moins deux sites d’action, I'un localisé au niveau des chaines de transfert
des électrons sans doute proche des déshydrogénases, Pautre soit au niveau des
intermédiaires conduisant & la synthése de PATP, soit sur la chaine responsable des
11f-hydroxylations stéroidiques. Ces faits permettent de rapprocher l'influence du
DIBB a la fois de celle du dinitro-2,4-phénol sur les mitochondries cortico-
surrénaliennes'® et de celle des iodothyronines sur les particules hépatiques,'® ce qui
pourrait expliquer son activité antithyroxinienne.
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Resumé—Notre travail a consiste 4 étudier les effets du diiodo-3,5-hydroxy-4-benzoate de
n-butyle (DIBB), considéré comme antithyroxinien, sur les oxydophosphorylations des
mitochondries isolées de foie et de corticosurrénale de rat.

Le produit iodé active fortement a4 faibles doses la respiration des mitochondries
hépatiques lorsqu’elles sont placées dans I'état contrdlé, mais I'inhibe lorsqu’elles se trouvent
dans I'état actif; son effet découplant se traduit en particulier par une baisse du rapport
P/O. Le DIBB affecte compétitivement I"'oxydation du S-hydroxybutyrate en présence ’ATP,
mais de fagon non compétitive celle du succinate. Il provoque le gonflement des mito-
chondries plus rapidement et plus intensément que la L-thyroxine.

En présence des mitochondries de la corticosurrénale, le DIBB active la respiration cn
présence et en 'absence d’ADP, stimule la consommation d’O, avec la désoxycorticostérone
en s"opposant a ta 11f-hydroxylation.

Il est donc probable que le DIBB posséde au moins deux sites d’action, I'un au niveau
des chaines de transfert des électrons, sans doute proche des déshydrogénases, I'autre au
niveau des intermédiaires de couplage. Ces faits permettent de rapprocher le comportement
du DIBB de celui des iodothyronines, ce qui pourrait expliquer son activité anti-
thyroxinienne.



