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Action 
respirato ire  

Les f lavonoides  se carac tCr isent  5. la  lois p a r  la mu l t i -  
pl ici t6 des e i fe ts  p h a r m a c o l o g i q u e s  et  c l in iques  revendi~ 
quCs et  p a r  u n  h o m b r e  t o u t  auss i  i m p o r t a n t  de mCca- 
n i smes  d ' a c t i o n  propos4s.  

P o u r  ce t te  recherche ,  nous  sommes  p a r t i s  de l 'hypothCse  
que  les f lavono/des  p a r t i c i p e n t  a u x  mCcanismes  de la  res- 
p i r a t i o n  cellulaire.  Les t r a v a u x  de JENEY et  al. 1, die CorE-  
REAU et  a13, e t  plus  rCcemment  de BLANC et  al. a e t  de 
DEMOLE et  al. 4 d o n n a i e n t  dCjs. de premiCres conf i rma t ions .  

Dans  le dCsir de disposer  d ' u n  modCle de r e sp i r a t ion  
cellulaire plus  pr6cis pou r  su ivre  l ' e f fe t  des f lavonoides  
sur  les enzymes respi ra to i res ,  ce r t a ins  auteurs ont uti l is4 
Ies m i t o c h o n d r i e s  ou les homogCnats  de foie de r a t :  BERE- 
ZOVSKAIA 5, OZAWA et  al. 6 et  TERAS 7, e t  enf in  FRITZ~ 
NIGGLI 8. 

Le b u t  de la prCsente 4 tude  est  de c o m p a r e r  l ' i n f luence  
sur  la c y t o c h r o m e - o x y d a s e  d'uI1 homogCna t  de foie de r a t  
de deux  catCchines e t  d ' u n  dCriv6 soluble  de l ' une  d'elles_ 
De plus,  c o m m e  le p lus  s o u v e n t  dans  la I i t tCrature,  nous  
avons  inclus dans  cet  essai  la r u t i n e  g t i t r e  de f l avonoide  
tCmoin.  

2gIatdriel et mdthode. P o u r  la dC te rmina t i on  de l ' ac t iv i t4  
e n z y m a t i q u e  des h o m o g 4 n a t s  de foie, la t e c h n i q u e  expC- 
r i m e n t a l e  de BER~ZOVSKAIA ~ et  de UMBRUlT 9 a 6• suivie.  

Nous  avons  util is4 des r a t s  a lb inos  d ' u n  poids  m o y e n  
de 250 g, sacrifiCs p a r  dCcapi ta t ion.  L 'homogCnCisa t ion  
du  t issu  hCpat ique  s 'opCre 5. zCro degr4, dans  du t a m p o n  
p h o s p h a t e  M/15 p H  7,4, e t  5. l ' a ide  d ' u n  homogCnCisateur  
de P o t t e r - g l v e h j e m  5. p i s ton  en  tCflon. 

L ' a c t i v i t 6  de la c y t o c h r o m e - o x y d a s e  est  dCterminCe pa r  
la mCthode  m a n o m C t r i q u e  de W a r b u r g  ~. Cet te  ac t iv i t6  
est  exprimCe en  bd oxygCne c o n s o m m 6  en 30 min ,  p o u r  
0,4 ml  d ' h o m o g C n a t  5. 10%, c o r r e s p o n d a u t  5. 40 m g  de 
t i ssu  hCpat ique  frais. L a  pCriode de 30 m i n  choisie  se s i tue  
t ou jou r s  en t r e  la 456me e t  la 756me m i n  d ' i n c u b a t i o n  ~~ 

Compos i t ion  du  mil ieu d ' i n c u b a t i o n  p o u r  u n  vo lume  
t o t a l  de 3 ml : 100 b~M N a H z P O  4 a jus t6  k p H  7,4 p a r  N a O H  
2,4 • 10-TM c y t o c h r o m e  c; 1,2 (aM AICla; 22,8 b~.~/- ascor-  
b a t e  de sod ium 5  ̀p H  7,4 (ob tenu  eu d i s so lvan t  100 m g  
acide a scorb ique  d a n s  5 ml  N a O H  0,1148N).  Les f lavo-  
noides  n 5  ̀6 tudier  son t  ajoutCs soft  en solut ions,  soft  p a r  
pesCe di rec te  darts la  f ide ,  5  ̀des doses v a r i a n t  de 0,05 m g  

80 m g  pa r  fiole. 
RdsuTlals. Le Tab l eau  ind ique  p o u r  chaque  f t avono ide :  

a) la va Ieur  de l ' ac t iv i t4  e n z y m a t i q u e  tCmoin en l ' absence  
de t o u t  p r o d u i t  a d d i t i o n n e l ;  b) les va leurs  de l ' a c t iv i t6  
e n z y m a t i q u e  pou r  les diffCrentes c o n c e n t r a t i o n s  du  I lavo- 
noide ;  c) l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  p i g m e n t  color6 dans  cer ta ines  
fioles d ' i n c u b a t i o n  au  m o y e n  de signes conven t ionne l s .  

Sur  la Figure ,  on  t r o u v e  les courbes  d ' a c t i v i t 6  des fia- 
vonoides  6tudiCs sur  t ' e n z y m e  resp i ra to i re  choisi. Af in  de  
r e n d r e  ces diffCrentes courbes  com pa r ab l e s  d ' u n e  exp4- 
r ience 5. l ' au t re ,  le tCmoin a 6t6 a r b i t r a i r e m e n t  et  uni for-  
m 6 m e n t  r a m e n 6  5. 100, en  lui a p p l i q u a n t  u n  coeff ic ient  
appropriC. Chacune  des au t res  valeurs ,  ob t enues  an  cours  
d ' u n e  m~me exp6rience,  est  affectCe du  m~me coeff ic ient  
que  le t dmoin  co r r e spondan t .  

I1 ressor t  du T a b l e a u  et  de la F igure  que  les 4 f lavo-  
noides  examinCs in v i t ro  dans  ce modCle resp i ra to i re  ou t  
une  ac t iv i t6  d i s t inc te  sur  la  c y t o c h r o m e - o x y d a s e  d ' u n  
homogCna t  de foie de ra t .  A ux  doses fa ibles  (jusqu'5. 
5 mg/ml)  les t ro is  catCchines p r o v o q u e n t  une  for te  augmen-  
t a t i o n  de l ' a c t iv i t6  e n z y m a t i q n e ,  n e t t e m e n t  supCrieure 5. 
celle enregistrCe p o u r  la  ru t ine .  

L ' a u g m e n t a t i o n  de la dose ne  p r o v o q u e  a u c u n  change-  
m e n t  n o t a b l e  de l ' a c t iv i t6  p o u r  la  r u t i n e  e t  la  (--)-Cpica-  
tCchine. P a r  con t re  i l y  a encore  u n  ne t  acc ro i sse lnen t  avec  

de quelques  cat4chines  sur l 'activit6 d'un e n z y m e  (la c y t o c h r o m e - o x y d a s e )  de la chaine  

le dCriv6 soluble  a v a n t  d ' a t t e i n d r e  u n  palier,  t a n d i s  que  
p o u r  la  (+ ) - ca tCch ine  il y a u n e  baisse  rCguliCre de l ' ac t i -  
v i t6  e n z y m a t i q u e .  A c e s  doses 61evCes on  ne  p e u t  exclure  
l ' in f luence  6ventue l le  de la solubi l i t6  spCcifique de c h a q u e  
p rodu i t .  

Discussion. ReproduclibiliN de Ia mdlhode. Les f lavo-  
noides  5. t e s t e r  ou t  6t6 fournis codCs. De ce t te  maniCre, 
l ' u n  des f lavonoides  a 6t6 4 tudi6  g t ro i s  repr ises  sous des 
num6ros  codes diffCrents. La  reproduct ibi l i tC,  d ' u n  essai 
5. l ' au t re ,  a 4% b o n n e  (va r ia t ion  < 5%).  

Sensibilitd de la mdthode. L ' e x a m e n  des r4su l t a t s  m o n t r e  
que  les 4 f lavonoides  6tudiCs o u t  man i f e s t6  5. des degr~s 
d ivers  une  a c t i v i t 6  parfo is  trCs marqu4e .  Dans  le cas ie 
plus  f avorab le  la c o n s o m m a t i o n  d 'oxygCne a 6t6 augmentCe 
jusqu'5.  4 fois. 

Classification des diffdmnts produits. I1 a p p a r a i t  que  
c h a q u e  f l avonoide  p e u t  gtre dCfini p a r  deux  critCres: 
a) Fai lure  gCnCra.le de la courbe,  r ep r4 sen t a t i ve  de l ' ac t i -  
v i t6  e n z y m a t i q u e  en  fonc t ion  de la dose de f l avonoide  
a jout6e  au  mil ieu d ' i n c u b a t i o n ;  b) l ' ac t iv i t6  m a x i m u m  
o b t e n u e  pou r  la dose la plus  favorab le .  

Concen- Consommation d'oxygCne en bd pendant 30 rain 
tration du (+)-cat4- ( + )-Cpica- (--)-4pica- Rutine 
fiavonoide chine t4chine tdchine 
en mg/fiole 2-sulfonate-Na 

Tdmoin 68,2 62,8 65,5 61,2 
(sans Ila- 
vonoide) 

0,05 67,7 64,1 65,0 70,6 
0,1 66,4 67,4 65,7 66,5 
0,5 73,9 69,5 70,8 69,1 
1 90,5 0 80,8 87,8 O 68,8 
5 i53,4 O i50,4 + 130,4 O 111,6 

10 190,0 O 168,6 + 169,1 O 113,5 
15 215,2 O 209,0 + 199,3 O 108,9 
20 201,0 O 244,2 + 181,3 O 123,6 
40 114,0 ~ 260,2 + 174,4 O 122,9 
80 70,0 268,3 + 167,9 O 118,2 

O, pigment rouge; + ,  pigment noir; D, pigment orange. 

* A. v. JE~EY et T. V~.Lvr-NAGy, Naunyn-Sehmiedebergs Arch. 
exp. Path. Pharmak. 197, 423 (1938). 

2 H. COTEREAU, M. GAUl, E. GgRo et J.-L. PARROT, Nature, Lond. 
767, 557 (1948). 

a B. BLANC et M. VONDER MOHLL, Int. Z. VitaminL 37, 156 (1967). 
4 M. DEMOLE, R. HORN et M. VONDER Mf3HLL, Int. Zschr. Vitam- 

Forsch. 37, 496 (1967). 
N. N. B~REZOVSKAIA, Biochemistry 29, 25 (1964). 

6 H. OZAWA, G. NATORI et K. MOMOSE, Chem. pharm. Bull., Tokyo 
13, 1029 (1965). 

"~ L. TERAS, Eesti NSV Tead. Akad. Toim. 74, 135 (1965). Estonian. 
s H. FRITZ:NIoGLI, Praxis 57, 180 (1968). 
9 W. W. UMBREIT, R. H. BURRIS et J. F. STAUFFER, Manometric 

Techniques, 4e 6dn (Burgess Publishing Co., Minneapolis, USA 
1964). 

10 Nous remercions M. J.-P. FLATT, de l 'Institut de Biochimie de 
Lausanne (Prof. H. ISLIKER), pour Ies prCcieux conseils lors de la 
raise en train de la m4thode. 

11 Les 4 flavonoides ont 6t6 fouruis par Zyma SA, Nyon (CH). 
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EXPERIENTIA 26/10 

Activit6 des flavonoIdes 6tudi4s sur l'enzyme respiratoire. 

I1 est  i n t6 r e s san t  de noter ,  en outre ,  que  l ' a n g m e n t a t i o n  
d ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e  cons ta t6e  pou r  ce r ta ins  p rodu i t s  
semble  li6e g l ' a p p a r i t i o n  d ' u n  p i g m e n t  color6, plus  ou 
moins  a b o n d a n t  s u i v a n t  les cas. 

Conclusion. Les fai ts  e x p 6 r i m e n t a u x  ainsi  m i s e n  6vi- 
d e u c e  nous  s e m b l e n t  jus t i f i e r  u n  p r o l o n g e m e n t  de ce t te  
6 tude  or ient6  dans  deux  d i rec t ions  p r inc ipa les  : 

1. T e n t e r  d%lucider  in  v i t ro  la r e l a t i on  e x i s t a n t  en t r e  
le f l avonoide  e t  l ' a c t iv i t6  e n z y m a t i q u e  mi tochondr ia l e ,  e t  
n o t a m m e n t  pr6ciser  la s t r u c t u r e  e t  le r61e du p i g m e n t  
color6 mis  en  6vidence.  

2. Conf i rmer  in v ivo  les r6su l t a t s  o b t e n u s  en admin i s -  
t r a n t  ~ l ' a n i m a l  les subs t ances  ~ 6tudier .  

Summary. The  effect  of 4 d i f fe rent  f l avonoids  on  t he  
r e sp i r a to ry  a c t i v i t y  of c y t o c h r o m e  oxidase  in r a t  l iver  
h o m o g e n a t e  was m e a s u r e d  in v i t r o  us ing  t he  W a r b u r g  
a p p a r a t u s .  The  resul t s  show t h a t  3 c o m p o u n d s  of t he  
ca t ech in  group  are especial ly  act ive .  

R. 1"IORN, M. VONDER MUHLL, 
M. COMTE et  C. GRANDROQUES 

Laboratoire de Pharmacognosie et de 
Pharmacie galdnique de l' Universitd, 
CH- 1277 Gen~ve d, et Ddpartement Science, 
Zyma SA, Nyon (Suisse), 14 mai 1970. 

I n t r a c e l l u l a r  L o c a l i z a t i o n  a n d  H e t e r o g e n e i t y  o f  A l k a l i n e  P h o s p h a t a s e  o f  Y o s h i d a  A s c i t e s  S a r c o m a  

Mul t ip l i c i ty  in  size ha s  been  s h o w n  for a lka l ine  phos-  
pha~ase  (o r thophosphor i c  m o n o e s t e r  p h o s p h o h y d r o l a s e  
EC 3.1.3.1) f rom h u m a n  p l a c e n t a  1, h u m a n  se rum S, r a t  
l iver  3 a n d  a mye lob las t i c  t u r n o u t  4. A large a lka l ine  phos-  
p h a t a s e  (excluded f rom S e p h a d e x  G-200) ha s  been  re- 
p o r t e d  in s e rum 2, a n d  in  a n  a n i m a l  t u m o u r  ~. This  associa- 
t ion  was f u r t h e r  e x a m i n e d  in t h e  a n i m a l  t u r n o u t  Y osh ida  
asci tes  s a r c o m a  a n d  t he  p r e s en t  p a p e r  r epo r t s  t he  f indings  
of t h i s  s tudy .  

The  t u m o u r ,  o b t a i n e d  f rom t he  Ches te r  B e a t t y  I n s t i t u t e ,  
London ,  was  k e p t  in  c o n t i n u o u s  passage  in r a n d o m  b red  
W i s t a r  r a t s  b y  t he  in j ec t ion  of 1.0 ml  of asci t ic  f luid i.p. 
R a t s  were  sacr i f iced 7 days  a f t e r  imp lan t ,  w h e n  t h e y  
y ie lded 10-20 ml  of asci t ic  fluid, c o n t a i n i n g  2-4  g of cells 
(wet  weight) ,  pe r  ra t .  T he  ceils were w a s h e d  in n o r m a l  
saline,  a n d  homogen ized  in a n  all  glass homogen i se r  
(Po t t e r -E lve j em)  in h y p o t o n i c  buf fe r  (Tris HC1 10 mdVI 
p H  7.7). F o r  d i f fe ren t ia l  c en t r i f uga t i on  t he  cells were 
s imi la r ly  r u p t u r e d  in n o r m a l  sal ine (ScHNmDER a n d  
t-IoGEBOOM~). T h e n  t he  p rec ip i t a t e s  were solubi l ized as 
follows: a) The  nuc lea r  f r ac t ion  b y  h o m o g e n i z i n g  in 
h y p o t o n i c  Tris I-IC1 (proceeded b y  2 i so tonic  sal ine 
washes)  ; b) a n d  c) m i t o c h o n d r i a  a n d  mic rosome  as a b o v e ;  
d) t he  soluble  s u p e r n a t a n t  was  lef t  in  n o r m a l  saline.  

Gel f i l t r a t ion  profi les  of t he  cell f r ac t ions  were o b t a i n e d  
us ing  a 50 • 2 cm c o l u m n  of S e p h a d e x  G-200. Alka l ine  

p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  was m e a s u r e d  us ing  t he  m e t h o d  
descr ibed  b y  DUI~NE et  a l )  and  is expressed  ill I U :  cyto-  
ch rome  oxidase  ac t iv i ty ,  used as a m a r k e r  for t he  differen-  
t ia l  c en t r i f uga t i on  procedure ,  was m e a s u r e d  b y  t he  mano-  
me t r i c  assay  of SCHNEIDER a n d  POTTER 6 and  t o t a l  
n i t rogen  was d e t e r m i n e d  b y  t h e  mic ro -K je ldah l  m e t h o d  
modif ied  b y  CoNwAYL 

Yosh ida  asci tes  s a r c o m a  has  low a lka l ine  p h o s p h a t a s e  
ac t iv i ty ,  0.01 I U / m g  N, as c o m p a r e d  w i t h  0.41 I U / m g  N 
for a n o t h e r  a n i m a l  t u m o u r ,  Shay  Chlo roma  (DONNE et  
al.4). The  celi-free ascit ic f luid c o n t a i n e d  a r e l a t ive ly  large 
a m o u n t  of enzyme.  

1 N. K. GHOSH and W. H. FISHMAN, Biochem. J. t08, 779 (1968). 
2 j .  DUNNE, J. J. ~'~NNELLY and K. F. McGEENEY, Cancer Phi lad .  

20, 71 (1967). 
a R. KOSCHNITZ, J.  PATSCH and M. PE2ERLIK, Eur. J. Biochem. 5, 

51 (1968). 
4 j .  DUNNE, J. J. FENNELLY and IK. F. McGEENEu Biochem. J. 

770, 12p (1968). 
W. C. SCHNEIDER and G. H. HO~EBOOM, J. biol. Chem. 783, 123 
(1950). 

6 W. C. SCHNEIDER and V. R. POTTER, J. biol. Chem. 749, 317 
(1943). 

7 E. J. CO,WAY, in MicrodiJ]usion Analysis and Volumetric Error 
(Crosby, Lockwood & Son Ltd., London 1957). 


