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Abstract The mech;lnism of action of 4-iodosalicylic acid on oxidativc phosphorylation 

in isolated rat liver mitochondria was studied. -I-Iodosalicylic acid rcvcrsctl ol,ig~>m!cin in- 
hibition ol’ rcapiration in state 3 mitochondriu. In ;I stat uncoupled b) 2.1-d~n~~rophcnol. 

howebcr. the 0: consumption rate was lowered by the iodocompound. The Lincwcavcr- 
Rurk plot of +iodosalicvlic acid inhibition of the rate of 0, consumption with variable con- 
centrations of succinate;n the presence of ADP. was rcprcscntcd by straight lines. The inhi- 
hition was noncompetitive. With mitochondriu in st;ltc 3. double wavelength spectrophoto- 
metric onnlysis ofoxidoreduction states of respiratory coenzymcs. showed that 4-iodosalicy- 
lit acid incrtiiscd the oxidation of all components of the clcctron trxxport chain. in spite 
of the fact that it inhibited the oxygen consumption rate. In conclusion 4-iodosalicylic acid 
may bc considcrcd as an uncoupling agent. for its effects arc similar in some aspects to lhosc 
ol~.-l-di~litrophcnol. It is possible that thcrc arc at least two distinct sites al which the iodo- 
phenol can inhibit respiration: OIIC site is probably in the rcspiratoq chain and the other. 
more importnnt. rclotcd with the coupling of high-cncrgy intcrmcdintcs. 

L~rs ACIIXS hydroxybenzoi’ques ct leurs dCriv@s iodk affectent le fonctionncment des 
mitochondries isoks puisqu’ils stimulent leur respiration lorsqu’elles sont plac@es 
dans I’Ctat contr6lb et l’inhibent lorsqu’elles se trouvcnt dans I’Ctat actif;’ lcs effets 
opposls, dont L’intcnsitC dl-pend de la position dcs substituants hydroxylls ct iodks. 
sont obtcnus avcc des concentrations voisines. Par contre le dinitro-2.4 phCno1 
(DNP) nc ralcntit la vitesse dc consommation d’oxygknc dans l’itat 3 qu’avec des 
concentrations beaucoup plus tlcvles quc celles qui activent considlrablcment I’ltat 
4’ tandis que parmi d’autres phlnols iodls. lcs iodothyronines ont un comportemcnt 
qui SC rapproche dc cclui dcs composls salicylks. bien que leur rl-ponsc sur I’&at 4 
soil plus fait-k 

Nous nous proposons d’ktudier les mkanismcs par lesquels les acidcs iodosalicyl- 
iqucs afrectcnt les fonctions mitochondriales. Dans ce but. nous avons choisi l’acide 
hydroxy-9-iodo-4-benzoi’que ou aide iodo-4 salicylique qui est un cffectcur trks puis- 
sant parmi les compois prlctdemment test&’ Notre travail consiste 1 rcchcrchcr 
les rlponses du dlrivl halogCn6 lorsqu’il est associl h des effecteurs de la biosynthtse 
de I’ATP et h dkterminer la nature de l’inhibition qu’il provoquc sur la respiration 
activkc des mitochondries. Nous avons examink I’influence de I’acide hydroxyiodo- 
benzo’iquc sur I’itat d’oxydorCduction des coenzymes respiratoires. 
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Lu prtiparation dcs niitochondrics ct Its conditions dc la mesurc dc la respiration 

par polarographie. sont analogucs in ccllcs d&rites prkQdcmmcnt’ lorsquc lcs cxpdr- 
icnccs portent sur lcs ctkts de I’acidc iodo-3 salicyliquc associti soil avcc l’oligomy- 
tine qui est un inhibitcur dc la phosphorylation de I’ADP. soit avec Ic dinitro-2.4 

phknol. agent dkouplant type. Lcs 6tudes cinCtiques d’inhibition sont I-l-alisks s&n 
LIIIC technique prCconisCc antdrieuretnent:’ on ~I~OLI~C’ successivcmcnt dans la cellulc 
dc I’osygraphc thcrmostatk 11 2.5 ct contcnant I.5 ml dc solution tamponnk 7 mg 
de protdincs mitochondrinlcs cn suspension duns Ic saccharosc sow un volume ink%- 
ieur it 60 111. de I’ADP 320 HIM. ct l’acidc iodo-4 salicyliquc ou son solvant. La I-kc- 
tion est dtklcnch0e par IL’ succinntc (I divcrscs conccnlrations. qu’on introduit cn dcr- 

nicr lieu. La solution tampon rcnfcrmc dc Ia rotinonc I .5 /IM ct IL’S scls ~LIS con- 
ccnlrntions suivantcs: KH,P04 3 mM: K,HP04 13mM: N;LCI 3mM: KC’1 
5X mM : MgCI, 6 mM : NaF 12 mM. IL’ pH tinal sst 7.33. 

Lcs travaus sur IL’S changcmcn ts d’&nt d’os!idor~duction dcs cocwymes rcspira- 
toircs son1 cfkctuCs grkc ii un sl7cctrophnt(~lnLItrc difkcnticl ii double longucur 
d’ondc Aminco Chnncc” tandis quc In vitcssc dc consomLii;ltioli d’oxvgtinc dcs mito- 
chondrics est d&erminL:c paralIL;lcmcnt 1’1 I’oxygraphc GME muni d’unc tilcctrodc dc 
Clark. La cuve renfcrmant l’t3cclrode ct ccllc du spectrophotomL;trc sont thcrmostn- 
tees II la tompPraturc de 25 ct Ic volume finnl du milieu r~actionncl cst dc 3 ml ~OLII 

chaquc cssai. Lc /&hydroxq butyratc 2 mM OLI le succinatc 6 mM. I’ADP 0,9 mM cl 
I’ncidc iodosalicyliquc 011 son solvant sent introduits successivcmcnt ;LLI cows dc 
l’enrcgistrcment dcs phL:nomGncs consticutifs h I’addition dc 7 mg de protkincs mito- 
chondriales: la solution d’incubation cst constituk par Ic tampon prkddcnt suppI& 
ment6 wit par du malonatc dc sodium 2 mM. wit par de la rottknc I.5 /tM scion 
la nature du substrat osydublc. L’titat d’os~dor~duction dcs diliiironts cocnzymcs rcs- 

piratoircs cst suivi cn tenant comptc dcs couples dc longucur d’ondc indiyut? qui 
sent dc 38s ct 350 nm pour Ic cocnzyiic p! ridiniquc: 465 cl 5 IO nm pour Its Ilavo- 

profL:incs: 567 ct 573 nm pour Ic cytochromc b: 550 ct 540 nm pour Ic cytochromc C: 

605 ct 6.10 nm pour Ic cytochromc ;~a~. 

Assoc~itr1iori ilc I’trcitlc iotlo-4-.s~llic~!~lic~lrc~ uwc hs ~~~~~~ct~wrs tics os~ulopl~o.s~l~or~ltr- 

fions. Les cssais ant pour objet dc mettrc cn Cvidcnce le rcilc du produit iodti sur les 
&apes qui conduisent h In synthkc de I’ATP. grricc h I’cmploi d’inhibiteurs dont les 
cfl’ets sont relativcmcnt bicn COIII~LIS.~ On utilisc d’une part I’oligomycinc qui s’op- 

post 1:1 la prise de phosphate. ct d’autrc part Ic dinitro-2.4 phkol qui agit au nivcau 
dcs rkctions de conservation dc I’tincrgic. 

La rcspirution des mitochondrics plnck cn Gtat 3 cst inhibdc par I’oligomycinc. 
laquclle cst sans clfct en itat 4. L*nddition d’acidc iodo-4 solicyliquc Eve I’inhibition 
pour dcs concentrations comprises cntrc 0.05 et 0.2 mM ainsi qu’il rcssort dc In Fig. 

la. oti la kponse est cornpark ii ccllc obtcnuc ilvec IL\ DNP 0.01 mM. 
L’addition de l’acide iodo-4 allicyliquc ~LIX concentrations de 0.2 :I 0.5 mM au 

tours dc Vetat activd. qui correspond ii la phosphorylation de I’ADP par les mito- 
chondries. SC traduit par unc inhibition de Iit consommation d’oxygknc de 30 II 60 
pour-cent. Lc triuk oxygraphiquc dc la Fig. 1 b montrc que si I’on ajoutc cnsuitc du 
dinitro-2.3 phk~l 0.0~ mM. dose totalement ddcouplantc. iIucun changcment dc la 
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FIG. I. Enrcgistrements de In respiration dcs mitochondrics hkpatiques dc rat (MH) avec lc succinate 
6 mM et la rotCnonc I.5 /tM cnprCsence de divers effecteurs (E). Ces derniers comprcnant soit I’acide iodo- 
4 salicylique (IS) ou son solvant comme ttmoin (T). soit le dinitro-2.4 phenol (DNP) aux concentrations 
indiqutes. sont ajoutCs aux temps represent& par Its llkches. Abscisse: temps (min): Ordonnee: quantitt 
d’oxygtne (nmoles). (a) ADP 320 PM. oligomycinc IO /tg (Om) et elfecteurs (E). (b) ADP 320 /rM et effec- 

teurs (E); (c) dinitro-2.4 phCnol (DNP) et effectcurs (E). 

vitesse respiratoire ne se manifeste; le phtkol nitrl ne l&e done pas I’inhibition due 
au phenol iodC. I1 ressort de la Fig. lc que. lorsque le DNP est ajoutC g la con- 
centration de 0,03 mM qui provoque une activation de l’dtat 4 semblable & celle in- 
duite par I’ADP 320 PM, l’acide iodo-4 salicylique addition& aprts le DNP aux con- 
centrations de 0,2 g 0.5 mM, doses stimulantes de l’ttat contr616, s’oppose g l’effet 
activateur du dtcouplant nitrC L’intensiti de l’inhibition est analogue ti celle que 
provoquent les mimes doses du phlnol halogknt: avec des mitochondries respirant 
en prkence d’ADP. 

CinGtiyur &irJlihitiorl. Les valeurs de la vitesse respiratoire des mitochoqdrics cn 
ltat 3, obtenucs en faisant varier la concentration en succinatc sent rapport&s sur 

0.6 
t 

FIG. ?. Cinetique d’inhibition de l’oxydation du succinatc $ divcrscs concentrations par I’acidc iodo-4- 
salicylique (IS). V-’ = inverse de la vitcsse respirutoirc exprimk cn nmolcs 0: x mn ’ pour I mg dc 
protdines mitochondriales dans I ml. S-’ = inverse de la concentration du substrat cn mM. T = kmoin 

ctkctu~ cn prCscncc du solvan~ 



13x2 F.-X. <;.ALIX R. THIIC’IIO.~ rl R. MI(III:I. 

MH 

IS 0.5 mM 

IS O-2 mM 
IS O-I mM 

FIG. 3. Enrcgistrcmcnts it I’C:Icwodc dc C’larli dc Ia rc5piration activtic par ADP 0.9 mM cn pixkcru dc 
mitochondrics hdpatiqucs dc rat aprts addition d’ctkctcurs (E). MH = mitochondrios hdpatiqtus 7 mg: 
/{OH = /I-hydroxybutyratc 2 mM: SUCC = succinatc 6 mM: IS = Acids iodo-4 sulic$iquc ‘I’ - 16 

moin solvent: abscissa: tamps (SK); ordonnk: qu;tntitC d’os>gl:nc (nmolcsl. 

dcs courbcs r&kks selon In rcprkntation dc Lincwcuvcr Burli. On portc cn 

ordomke I’invcrsc de la vitcssc rcspiratoirc exprimdc cn nmolcs <I2 x mn I pour 
1 mg de protlines dans I ml. et en abscisse. l’invcrsc dc la concentration mM du SLIC- 

cinate. La Fig. 2 qui traduit les cxpkienccs cffectuks avcc .? concentrations d’acidc 
iodo-4 salicylique ct Ic solvant qui sert dc tkmoin. montrc que le systtimc multicnzy- 
matique complcxe d’oxydophosphorylation des mitochondries semblc obtiir :ILIX lois 
de la cirktique michaCliennc classiquc puisquc la reprkentation cn double invcrsc 
donne lieu li des droitcs. commc cclles-ci convergent sur I’axc dcs abscisscs. il appar- 
ait que I’inhibition cst dc nature non compktitive vis-i-vis du succinatc. la constantc 
d’inhibition calculk titant dc 0.78 mM. 

Lhriotht dr ~t;fui t~o.~~~rlo~c~~/lfc~tio~? fks cocwzjWc’.s ~c~.spi,vrtoii.cJ.~. Nous ilV0Ils Gtuditi 
les variations de I’ltat d’oxydordduction des principaux constituimts dc In chi\inc IYS- 

piratoirc ah d’essaycr dc locnliscr Ic site d’intcrvcntion dc I’ocidc iodo-4 salic>liquc 
sur Its chines de transport des tktrons. lorsquc Its mitochondrics wydcnt Ic WC- 

cinate OLI Ic /Ghydroxybutyratc L’II dat 3. Lcs concentrations dc produit iod2 utilisi’cs 
au tours dc ces essais sont comprises cntre 0. I ct 0.5 mM : cllcs provoqucnt LIIIC inhi- 
bition respiratoirc cn titnt 3 comprise cntrc ?O ct 70 pour-cent ainsi qu’il rcssort dc 
la Fig. 3. Lcs Figs. 4 ct 5 sont donnks 1’1 titrc d’excmplc: cllcs rcprkcntcnt Its cnrcgis- 
tremcnts spcctrophotomdtriqucs dc chaque cocnzymc rcspiratoirc. obtcnus ;IWC les 

dcllx substrats. tandis ~LIC IC Tilhlcilu I rend comptc dcs variations dc transmission 
dues au changement d’6tat d’oxydorddllction. 

En prkcncc dc /Gh;droxybutyriltc. I’influencc dc I’acidc iodo-4 snlic~liquc SC tra- 
duit par une oxydation du NADH. II convient dc rcmarqucr ~LIC 11: ~~luhol iod6 intcr- 
fke LIVCC Its mesures dc I’Ctat d’oxydor6duction du coenzymc. lcsqucllcs son t rtiali- 
s&s ELI couple dc longucur d’ondc 38X nm (point isobcstique) ct 350 nm (mcsurc). En 
cffet. si I’acide iodo-4 salicyliquc IIC prdsente pas d’absorption il X3X IIIII. plr contrc 
il provoquc unc diminution dc transmission id 350 nm dc I .X ct 5 pour-ccnl. ~OLII 
des concentrations respcctivcs dc 0.1 ct 0.5 mM. On doit done L’II tcnir c~mptc diIIls 

I’cxprcssion quilntitativc dcs rkultats rasscmblts sur Ic Tableau 1 qui rapportc igalc- 
ment les changcments de I’&t d’oxydorkduction dcs autrcs co~~~zyrnes pour lcsqucls 
aucunc correction n’est nkcessairc. Lcs Figs. 4 et 5 et Ie Tilblcnu I montrcnt clue IL’S 
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FIG. 4. Enrcgistremcnts spectrophotomctriques de la variation de transmission AT, consecutive aux chan- 
gements d’ttat d’oxydorcduction des coenzymcs rcspiratoires des mitochondries placees dans l’etat active 
par I’ADP. en prescncc de /I-hydroxybutyrate. Lcs flcches indiqucnt lcs temps ou sont ajoutis les differents 
produits. l’ordre d’introduction Ctant Ic mitmc pour chacun des cocnzymes. MH = mitochondries hepati- 
qucs 7 mg: /{OH = P-hydroxybutyrete 2 mM : ADP 0.9 mM ; E = effecteurs: l’acidc iodo-4 salicylique (IS) 

ou son solvant constituant Ic temoin (T). 

mM 

FP cyt b cyt c rvt aa, 

FIG. 5. Enregistrements spcctrophotometriqucs de la variation dc transmission AT. consecutive aux chan- 
gements d’ctat d’oxydordduction dcs coenzymes respiratoires des mitochondries placees dans 1’Ctat active 
par I’ADP en presence dc succinate. Lcs fltches indiquent les temps ou sont ajoutts les differents produits 
I’ordre d’introduction &ant Ic memc pour chacun des coenzymes. MH = mitochondries hepatiques 7 mg: 
SUCC = succinate 6 mM; ADP 0.9 mM: E = cgectcurs: l’acide iodo-4 salicylique (IS) ou son solvant 

constituant Ic temoin (T). 

llavoproteines liecs soit a la succinodeshydrogenase, soit a la NADH deshydrogenase 
sont toutes deux oxydees sous l’effet de l’acide iodo4 salicylique, la variation de 
transmission &ant de 024 pour-cent pour une concentration de 0,5 mM. 11 en est 
de m2me pour les cytochromes b. c. communs aux deux deshydrogenases. quel que 
soit le substrat oxydablc. Les phlnomenes sont moins nets avec le cytochrome aa, 
car les variations observees sont tres f’dibles mais vont toujours dans le sens de l’oxy- 
dation. 
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DISCUSSlOX ET C‘ONC’LI!SION 

La comparaison des effcts de l’acidc iodo-4 saticylique et du dinitro-2.4 ph&lol SW 
la respiration des mitocholld~e~ @a&es en &at contr81C confirme que le premier agit 
B la fat;on du second et peut dks lors Ctre consid& commc un agent dtkouplant.’ 
puisque comme le phCno1 nitr? il I&e l’inhibition rcspiratoire dile 1’1 l’oligomycinc 
ajoutke A dcs particules se trouvant en Ctat 3. Cependant le micanismc d’action du 
phtnol iod@ differe de celui du DNP, ainsi qu’il rcssort dcs espCricnccs comportant 
I’association des deux produits. Lcs ei~r~~istrcniellts rapport& sur la Fig. 1 (h ct c) 
montrent yue les rlponscs dcs dcux ph@nols ne sent pas additives. Or si 1‘011 SC rcfL:rc 
ri la thiorie classique des interm6diaires chimiques de conservation de l’dncrgic. on 
aurait dfi avoir dans lc cas d’un dkouplant simple. unc nouvcllc stimulation dc In 
respiration. On admet cn effet que les dtkouplants agissent cn dkomposant instan- 
tantmcllt Its intermkdiaires krgdtiques aprL;s formation Irk Cph&ntire ct‘un com- 
plexe ternaire. . ’ I1 est done probable que le composti iod& donnc naissance ii un corn-- 
plexe moins instable quc cclui dig au DNP. s’opposant ainsi A i’action de cc dcrnicr. 

La nature de I’inhibition corkcutivc 6 l’addition de forks doses dc dinilro-3.4 
phlnol sur des mitochondries cn Gtat 3 est de nature comptititive vis-ii-vis ELI SLIC- 

cinate.’ alorsquc l’acide iodo-4 salicyliyue affccte de falcon non cornpCtitivc l’osyda- 
tion du substrat comme lcs iodothyronines.” Lt comportement de l’acidc iodosalicy- 
liquc semblc prodder dc rCponscs complexes. L’unc qui poL]rra~t Ctrc cn r&ition 
avec unc intervention au niveau des Ctapcs dc conservation dc I’&wrgic. sans rlo~Itc 

avant Ie DNP. L’autrc cfkt pourrait intkesscr lcs rkctiotls dc transfcrt des Glcctrons. 
L’acids iodo-4 salicyliyuo pro\~ocluc l’osydation dc l’cnscmblc dcs COCII/~I~C~ XS- 

piratoires avec des mitochondrics plades en &at 2. l3ien qu’unc inhibition rcspint- 
toirc se manifcste A diverscs doses (Fig. 3). lc dlrivC iodd agit de fa~on dilliitcntc dc 
celle dcs iodothyronines, Car si cclles-ci f~lvori~nt cn Ctat 3. comme cn Ctat 1. l’osy- 
dation compkte des cytochromcs b ct c. clles cntraincnt unc rdduction partick drs 
2 types de flavoprotf3nes.7 ce qui caractl.risc LIII IJoint ci’intervmtion au camfour des 

d&hydrogCnases dans In r&ion de l’ubiyuinone. Par contrc. l’acide iodo-4 salicyliquc 
posskde 1111 comportemont ;~nalopuc Z’I cclui dcs dkouplants commc Ic DKP OLI 1~ 
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dibromo-2.4 phenol qui, aux fortes doses, inhibitrices de T&at 3, agissent en oxydant 
tous les coenzymes, sauf peut-&re les cytochromes a et a3 pour lesquels les pheno- 
m&es sont moins nets3s8 comme d’ailleurs dans nos essais. 

En conclusion l’acide iodo-4 salicylique possede au moins deux sites d’action; l’un 
qui pourrait ctre localise au niveau des cha?nes de transfert des electrons mais qui 
semble masque par l’autre qui intervient au niveau des intermediaires conduisant a 
la synthtse de l’ATP. Ces faits permettent de rapprocher l’influence de l’acide iodo4 
salicylique a la fois de celle du dinitro-2.4 phenol et des iodothyronines sur les parti- 
cules hepatiques. 
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Rbum&Les recherches ont port6 sur le mccanisme par lequel I’acide iodo-4 salicylique 
affecte les mitochondries isolees de foie de rat. L’acide iodo4 salicylique live l’inhibition 
respiratoire due a I’oligomycine avec des mitochondries placees en &at 3. Par contre il ralen- 
tit la vitesse de consommation d’oxygtne lorsque les mitochondries sont decoupltes par le 
dinitro-2.4 phenol. La representation selon Lineweaver-Burk. de l’inhibition de la consom- 
mation d’oxygene par I’acidc iodo-4 salicylique cn &at 3 succinate donne lieu a des droites. 
lesquelles sont convergentcs sur I’axc des abscisses. ce qui impliquc que I’inhibition cst de 
naturenon competitive. Avec les mitochondries en prcsencc d’ADP. I’analyse de Mat doxy- 
doreduction dcs cocnzymes respiratoires par spectrophotometrie a double longueur 
d’onde. montrc que I’acidc iodo-4 salicylique provoque une oxydation de tous les consti- 
tuants de la chaine des transportcurs d’llectrons, bien que le compose iodt inhibe partielle- 
mcnt la respiration. En conclusion on peut considerer que l’acidc iodo-4 salicylique se com- 
Porte commc un decouplant puisqu’il oxydc les coenzymes rcspiratoires. Son action differe 
cependant de celle du DNP puisque la cinctique d’inhibition est de nature non competitive 
avec lc phenol iode. L’dcide iodo-4 salicylique possede probdbfemenl dcux sites d’action sur 
les phosphorylations oxydatives, I’un sur la chaine rcspiratoire sans doute masque par 
I’autre localise au nivcau dcs Ctapes dc conservation de I’encrgie. 


