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Abstract  The mechanism of action of 4-iodosalicylic acid on oxidative phosphorylation
in isolated rat liver mitochondria was studied. 4-lodosalicyvlic acid reversed oligomacin in-
hibition of respiration in state 3 mitochondria. In a state uncoupled by 2.4-dinitrophenol,
however. the O, consumption rate was lowered by the iodocompound. The Lineweaver-
Burk plot of 4-iodosalicylic acid inhibition of the rate of O, consumption with variable con-
centrations of succinate in the presence of ADP, was represented by straight lines. The inhi-
bition wits noncompetitive. With mitochondria in state 3. double wavelength spectrophoto-
metric analysis of oxidoreduction states of respiratory coenzymes, showed that 4-iodosalicy-
lic acid increased the oxidation of all components of the clectron transport chain, in spite
of the fact that it inhibited the oxygen consumption rate. In conclusion 4-iodosalicylic acid
may be considered as an uncoupling agent. for its effects are similar in some aspects to those
of 2.4-dinitrophenol. It is possible that there are at least two distinct sites at which the iodo-
phenol can inhibit respiration; one site is probably in the respiratory chain and the other.
more important. related with the coupling of high-energy intermediates.

Lis acipes hydroxybenzoiques ct leurs dérivés iodés affectent le fonctionnement des
mitochondries isolées puisqu'ils stimulent leur respiration lorsqu'elles sont placces
dans I'état contrdlé et l'inhibent lorsqu’elles se trouvent dans I'état actif;! les effets
opposés, dont i'intensité dépend de la position des substituants hydroxylés ct iodés,
sont obtenus avee des concentrations voisines. Par contre le dinitro-2.4 phénol
(DNP) ncralentit la vitesse de consommation d'oxygeéne dans I'état 3 quavec des
concentrations beaucoup plus élevées que celles qui activent considérablement I'état
4* tandis que parmi d'autres phénols iodés, les iodothyronines ont un comportement
qui se rapproche de celui des composés salicylés, bien que leur réponse sur I'état 4
soit plus faible.

Nous nous proposons d'étudier les mécanismes par lesquels les acides iodosalicyl-
iques affectent les fonctions mitochondriales. Dans ce but. nous avons choisi 'acide
hydroxy-2-iodo-4-benzoique ou acide iodo-4 salicylique qui est un cffecteur trés puis-
sant parmi les composés précédemment testés.! Notre travail consiste & rechercher
les réponses du dérive halogéné lorsqu’il est associé 4 des effecteurs de la biosyntheése
de I'ATP et & déterminer la nature de I'inhibition qu'il provoque sur la respiration
activée des mitochondries. Nous avons examiné l'influence de I'acide hydroxyiodo-
benzoique sur I'état d’oxydoréduction des coenzymes respiratoires.
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CONDITIONS EXPERIMENTALES

La preparation des mitochondries et les conditions de la mesure de la respiration
par polarographie. sont analogues a celles déerites précédemment’ lorsque les expér-
iences portent sur Ies cffets de I'acide iodo-4 salicylique associé soit avee I'oligomy-
cine qui est un inhibitcur de la phosphorylation de FADP. soit avec Ie dinitro-2.4
phénol. agent découplant type. Les études cinétiques d'inhibition sont réalisées selon
unc technique préconisée antérieurement:” on ajoute successivement dans la cellule
de l'oxygraphe thermostatée a 25 ¢t contenant 1.5 ml de solution tamponnée. 2 mg
de protéines mitochondriales en suspension dans le saccharose sous un volume infér-
ieur & 60 ul, de FADP 320 uM. ct l'acide iodo-4 salicylique ou son solvant. La réac-
tion est déclenchée par le succinate & diverses concentrations. quon introduit cn der-
nicr licu. La solution tampon renferme de la roténone 1.5 uM et les sels aux con-
centrations suivantes: KH,PO, 3mM: K,HPO, 13 mM: NuCl 26 mM: K(l
S8 mM : MgCl, 6 mM: NaF 12 mM. le pH tinal est 7.35.

Les travaux sur les changements d'état d'oxydoréduction des coenzymes respira-
toires sont cffectués griace a un spectrophotometre différenticl & double longueur
d’'onde Aminco Chance? tandis que la vitesse de consommation d’oxygeéne des mito-
chondrics est déterminde parailélement a I'oxygraphe GME muni d'unc électrode de
Clark. La cuve renfermant I'électrode et celle du spectrophotometre sont thermosta-
tées a la température de 25 "¢t Ie volume final du milieu réactionnel est de 3 ml pour
chaque essai. Le fi-hydroxybutyrate 2 mM ou le succinate 6 mM. 'ADP 0,9 mM ct
I'acide iodosalicylique ou son solvant sont introduits successivement au cours de
I'enregistrement des phénomeéncs conséeutifs a I'addition de 7 mg de protéines mito-
chondriales: la solution d'incubation est constitude par le tampon précédent supple-
menté soil par du malonate de sodium 2 mM. soit par de la roténone 1.5 uM selon
la nature du substrat oxydable. L'état d'ox vdoréduction des différents coenzymes res-
piratoires est suivi en tenant compte des couples de longucur d'onde indiqués® qui
sont de 388 et 350 nm pour le coenzyme pyridinigue: 465 ¢t 510 nm pour les flavo-
protéines: 562 ¢t 375 nm pour le eytochrome b 330 ¢t 340 nm pour le cytochrome ¢:
605 ¢t 630 nm pour lc cytochrome aa,.

RESULTATS

Association de Tacide iodo-4-salicvlique aree des effecteurs des ox ydophosphoryla-
tions. Les essais ont pour objet de mettre en évidence le role du produit iodé sur les
étapes qui conduisent a la synthése de 'ATP, grace & 'emploi d'inhibiteurs dont les
cffets sont relativement bien connus.? On utilisc d’'une part 'oligomycine qui sop-
posc a la prise de phosphate. et d’autre part Ie dinitro-2.4 phénol qui agit au niveau
des réactions de conservation de 'énergic.

La respiration des mitochondrics placées en Stat 3 est inhibée par 'oligomycine.
laquelle est sans effet en état 4. L'addition d'acide iodo-4 salicylique leve l'inhibition
pour des concentrations comprises entre 0,05 et 0.2 mM ainsi qu'il ressort de la Fig.
la. ou la réponse est comparée i celle obtenue avec le DNP 0.01 mM.

L'addition de l'acide iodo-4 salicylique aux concentrations de 0.2 4 (.5 mM au
cours de I'état activé, qui correspond i la phosphorylation de FADP par les mito-
chondries. se traduit par une inhibition de la consommation d’'oxygence de 30 4 60
pour-cent. Le tracé oxygraphique de la Fig. 1b montre que si 'on ajoute ensuite du
dinitro-2.4 phénol 0.02 mM. dosc totalement découplante. aucun changement de la
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FiG. 1. Enregistrements de la respiration des mitochondrics hépatiques de rat (MH) avec le succinate

6 mM et la roténone 1.5 uM enprésence de divers effecteurs (E). Ces derniers comprenant soit l'acide iodo-

4 salicylique {IS) ou son solvant comme témoin (T), soit le dinitro-2.4 phénol (DNP) aux concentrations

indiquées, sont ajoutés aux temps réprésentés par les fleches. Abscisse: temps (min): Ordonnée: quantité

d’oxygene (nmoles). (a) ADP 320 uM. oligomycine 10 ug (Om) et effecteurs (E). (b) ADP 320 uM et effec-
teurs (E): (c) dinitro-2.4 phénol (DNP) et effecteurs (E).

vitesse respiratoire ne se manifeste; le phénol nitré ne léve donc pas I'inhibition due
au phénol iodé. 1l ressort de la Fig. lc que. lorsque le DNP est ajouté a la con-
centration de 0,03 mM qui provoque une activation de I’état 4 semblable a celle in-
duite par 'ADP 320 uM, I’acide iodo-4 salicylique additionné apres le DNP aux con-
centrations de 0.2 4 0,5 mM, doses stimulantes de I'état controlé, s'oppose a I'effet
activateur du découplant nitré. L’intensité de I'inhibition est analogue a celle que
provoquent les mémes doses du phénol halogéné avec des mitochondries respirant
en présence d’'ADP.

Cinétique d’inhibition. Les valeurs de la vitesse respiratoire des mitochondries cn
état 3, obtenues en faisant varier la concentration en succinate sont rapportées sur
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F1G. 2. Cinétique d'inhibition de l'oxydation du succinate 4 diverses concentrations pdr I'acide iodo-4-

sahcyllque (IS). V™! = inverse de la vitesse respiratoire exprimée en nmoles O, x mn "' pour | mg de

protcines mitochondriales dans 1 ml. S™! = inverse de la concentration du substrat en mM. T = témoin
cffectué en présence du solvant.
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Fia. 3. Enregistrements a I'électrode de Clark de la respiration activée par ADP 0.9 mM en présence de

mitochondrics hépatiques de rat apres addition d'effecteurs (E). MH = mitochondrics hépatiques 7 mg:

BOH = f-hydroxybutyrate 2 mM: SUCC = succinate 6 mM: IS = Acide iodo-4 salicylique - T = -
moin solvant: abscisse: temps (sec); ordonnée: quantité d'oxygene (nmoles).

des courbes rdalisées selon la représentation de Linewcaver Burk. On porte cn
ordonnde I'inverse de la vitesse respiratoire exprimée en nmoles O, x mn ' pour
1 mg de protéines dans 1 ml et en abscisse. I'inverse de la concentration mM du suc-
cinate. La Fig. 2 qui traduit les expériences cffectuces avec 3 concentrations dacide
iodo-4 salicylique ct I¢ solvant qui sert de témoin, montre que le systeme multicnzy-
matique complexe d'oxydophosphorylation des mitochondries semble obdir aux lois
de la cinétique michaéliennc classique puisque la représentation cn double inverse
donne lieu a des droites, comme celles-ci convergent sur I'axe des abscisses. il appar-
ait que l'inhibition est de nature non compétitive vis-a-vis du succinate. la constante
d'inhibition calculée étant de 0.28 mM.

Variation de I'érat dox ydoréduction des coenzymes respiratoires. Nous avons étudié
les variations de I'état d'oxydoréduction des principaux constituants de la chaine res-
piratoirc afin d’essayer de localiser le site dintervention de l'ucide iodo-4 salicylique
sur les chaines de transport des électrons. lorsque les mitochondries oxydent le suc-
cinate ou Ic f-hydroxybutyrate en état 3. Les concentrations de produit iodé utilisées
au cours de ces essais sont comprises cntre 0.1 ¢t 0,5 mM:; clles provoquent une inhi-
bition respiratoire en état 3 comprise entre 30 et 70 pour-cent ainst qu'il ressort de
la Fig. 3. Les Figs. 4 ¢t 5 sont données 4 titre d'exemple: elles représentent les enregis-
trements spectrophotométriques de chaque coenzyme respiratoire. obtenus avee les
deux substrats, tandis que Ie Tableau [ rend compte des variations de transmission
ducs au changement d’état d'ox ydoréduction.

En présence de $-hydroxybutyrate. linfluence de IN'acide iodo-4 salicylique se tra-
duit par une oxydation du NADH. 1l convient de remarquer que le phénol iodé inter-
fére avee les mesures de I'état d'oxydoréduction du coenzyme, lesquelles sont réali-
sées au couple de longucur d'onde 388 nm (point isobestique) ¢t 350 nm (mesurc). En
effet, si 'acide iodo-4 salicylique ne présente pas d’absorption a 388 nm. par contre
il provoque une diminution de transmission a 350 nm de [.8 ¢t 5 pour-cenl. pour
des concentrations respectives de 0,1 ¢t 0.5 mM. On doit donc en tenir compte dans
I'expression quantitative des résultats rassemblés sur le Tableau 1 qui rapporte égale-
ment les changements de I'état d’oxydoréduction des autres coenzymes pour lesquels
aucune corrcction n'est nécessaire. Les Figs. 4 et 5 et le Tableau I montrent que les
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FiG. 4. Enregistrements spectrophotométriques de la variation de transmission AT, consécutive aux chan-

gements d'état d’oxydoréduction des coenzymes respiratoires des mitochondries placées dans I'état activé

par 'ADP. en présence de fi-hydroxybutyrate. Les ficches indiquent les temps ot sont ajoutés les différents

produits, I'ordre d'introduction étant le méme pour chacun des coenzymes. MH = mitochondries hépati-

ques 7 mg: SOH = f-hydroxybutyrate 2 mM:ADP 09 mM; E = effecteurs: I'acidc iodo-4 salicylique (IS)
ou son solvant constituant le témoin (T).
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F1G. 5. Enregistrements spectrophotométriques de la variation de transmission AT, consécutive aux chan-

gements d'état d'oxydoréduction des coenzymes respiratoires des mitochondries placées dans I'état activé

par '’ADP en présence de succinate. Les fleches indiquent les temps ou sont ajoutés les différents produits

TI'ordre d’introduction étant le méme pour chacun des coenzymes. MH = mitochondries hépatiques 7 mg;

SUCC = succinate 6 mM:; ADP 09 mM: E = cffecteurs: I'acide iodo-4 salicylique (IS) ou son solvant
constituant lc témoin (T).

flavoprotéines liécs soit 4 la succinodéshydrogénase, soit a la NADH déshydrogénase
sont toutes deux oxydées sous 'effet de I'acide iodo-4 salicylique, la variation de
transmission €tant de 0.24 pour-cent pour une concentration de 0,5 mM. 1l en est
de méme pour les cytochromes b, ¢, communs aux deux déshydrogénases, quel que
soit le substrat oxydable. Les phénoménes sont moins nets avec le cytochrome aa,
car les variations observées sont trés faibles mais vont toujours dans le sens de I'oxy-
dation,
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TABLEAL: [ VARIATION DE TRANSMISSION CONSECU FIVE A LOXYDATION DES COENZYMES DE LA CHAINE RESPIR-
ATOIRE SOUS L'EFFET DE L'ACIDF 10D0O-4 SALICYLIQUE EN PRESENCE D'ADP (L9 mM BT bL -IIYDROXYRU 1y-
RATE 2 mM {(FOH) ot pE SUCCINATE 6 mv (SUCO)

Variation ATen °, de transmission

Acide NADH
iodo-4 ————  FIpN FpS Cyth (e Crluity
salicylique SOH :

{(mM) {a) th} BOH SUCC pOH SUCC SOH SUCC pOll SLOC
{} 0.2 0.2 0.01 0.04 403 0.01 .08 0 0 )
0.1 A7 3.5 0.16
0.2 0.60 012 022 0.60 (.032
0.8 1.7 6.7 0.24 044 .80 003

FpN fluvoprotdines lide & la NADH déshydrogénase.
FpS flavoprotéine lide & la succinodéshydrogenase.
{a) Valeurs lues sur l'enrcgistrement (Fig. 4).

{b) Valcurs corrigées.

DISCUSSION ET CONCLUSION

La comparaison des effets de 'acide iodo-4 salicylique ¢t du dinitro-2.4 phénol sur
la respiration des mitochondries placées en état controlé confirme que le premicer agit
a la fagon du second et peut dés lors étre considéré comme un agent découplant,’
puisque comme le phénol nitré” il 1éve I'inhibition respiratoire dile a I'oligomycine
ajoutée a des particules se trouvant en état 3. Cependant le mécanisme d'action du
phénol iodé differe de celui du DNP, ainsi quiil ressort des expériences comportant
I'association des deux produits. Les enregistrements rapportés sur la Fig. 1 (b ¢t ¢)
montrent quc les réponscs des deux phénols ne sont pas additives. Or si I'on se réfere
a la théorie classique des intermédiaires chimiques de conservation de I'énergic, on
aurait dii avoir dans le cas d’un découplant simple. une nouvelle stimulation de la
respiration. On admet en effet que les découplants agissent en décomposant instan-
tanément lcs intermédiaires éncrgétiques apres formation trés éphémere d'un com-
plexe ternaire.? Il est donc probable que le composé iodé donne naissance a un com-
plexe moins instable que celui di au DNP. s'opposant ainsi a l'action de ce dernier.

La nature dc I'inhibition consécutive a I'addition de fortes doses de dinitro-2.4
phénol sur des mitochondries cn ¢tat 3 est de nature compétitive vis-ii-vis du suc-
cinate,” alors que 'acide iodo-4 salicylique affecte de fagon non compétitive Foxyda-
tion du substrat comme l¢s iodothyronines.® Le comportement de Pacide iodosalicy-
lique semble procéder de réponses complexes. L'unc qui pourrait &tre en relation
avec une intervention au niveau des étapes de conservation de I'énergic, suns doute
avant le DNP. L'autre effet pourrait intéresser les réactions de transfert des clectrons.

Lacide iodo-4 sulicylique provoque 'oxydation de Fensemble des coenzymes ies-
piratoires avec des mitochondrics placées en état 3. Bien qu'unc inhibition respira-
toire se manifeste & diverses doses (Fig, 3). Ic dérivé iodé agit de fagon diliérente de
celle des iodothyronines. Car si celles-ci favorisent cn état 3. comme cn élat 4, Foxy-
dation compléte des cytochromes b ¢t c. elles entrainent une réduction particlle des
2 types de flavoprotéines.” ce qui caractérise un point d'intervention au carrcfour des
déshydrogénases dans la région de I'ubiquinone. Par contre. I'acide iodo-4 salicylique
posstde un comportement analogue a celui des découplants comme Ie DNP ou le



dibromo-2.4 phénol qui, aux fortes doses, inhibitrices de I'état 3, agissent en oxydant
tous les coenzymes, sauf peut-étre les cytochromes a et a; pour lesquels les phéno-

Mécanisme d'action de I'acide iodo-4-salicylique

meénes sont moins nets*'® comme d’ailleurs dans nos essais.

En conclusion I'acide iodo-4 salicylique posséde au moins deux sites d’action; 'un
qui pourrait étre localisé au niveau des chaines de transfert des électrons mais qui
semble masqué par 'autre qui intervient au niveau des intermédiaires conduisant &
la synthése de 'ATP. Ces faits permettent de rapprocher I'influence de 'acide iodo-4
salicylique a la fois de celle du dinitro-2.4 phénol et des iodothyronines sur les parti-

cules hépatiques.
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Résumé—Les recherches ont porté sur le mécanisme par lequel I'acide iodo-4 salicylique
affecte les mitochondries isolées de foie de rat. L'acide iodo-4 salicylique léve l'inhibition
respiratoire due a I'oligomycine avec des mitochondries placées en €tat 3. Par contre il ralen-
tit la vitesse de consommation d’oxygene lorsque les mitochondries sont découplées par le
dinitro-2.4 phénol. La représentation selon Lineweaver-Burk. de I'inhibition de la consom-
mation d'oxygéne par I'acide iodo-4 salicylique en état 3 succinate donne lieu a des droites,
lesquelles sont convergentes sur I'axe des abscisses. ce qui implique que I'inhibition est de
nature non compétitive. Avec les mitochondries en présence d'ADP, 'analyse de I'état d'oxy-
doréduction des coenzymes respiratoires par spectrophotométriec a double longueur
d'onde. montre que l'acide iodo-4 salicylique provoque une oxydation de tous les consti-
tuants de la chaine des transporteurs d'électrons, bien que le composé iodé inhibe partielle-
ment la respiration. En conclusion on peut considérer que l'acide iodo-4 salicylique se com-
porte comme un découplant puisqu’il oxydc les coenzymes respiratoires. Son action differe
cependant de celle du DNP puisque la cinétique d'inhibition est de nature non compétitive
avec le phénol iode. Lacide iodo-4 salicylique posséde probablement deux sites d’action sur
les phosphorylations oxydatives, 'un sur la chaine respiratoire sans doute masqué par
I'autre localisé au niveau des étapes de conscrvation de I'énergie.



