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ABREVIATIONS UTILISEES
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L'aghénylindole synthétisé par BISCHLER A., en 1892, est
utilisé depuis 1969 en tant que stabilisant dans la fabrication de

divers produits & base de polychlorure de vinvle.

D'autres produits peuvent étre utilisés a la rplace de
1'opnénylindole pour la protection des plasticues contre les rayons
ultraviolets. Kais 1'ophénuvlindole a sur eux l'avantage de donner
une coloration bleutée particuliérement intéressante pour les eaux

minérales.

Les études connues sur la toxicité de 1'ophénylindole
n'avaient porté avant ce travail que sur la toxicité par voie orale.
Selon LEFAUX R., en 1972 (63), il s'agit d'une substance faiblement
toxique aux doses couramment utilisées. La dose léthale 50 (D.L.sq)

par voie orale chez le Rat a été trouvée egale a 10 g/kg (63].

La toxicité & long terme par voie orale a été étudiée rpar
NOTHDURFT H. et col., en 1964 (73). Ces auteurs n'ont constaté aucun

b

trouble, ni remarqyué de lésion organigue.
2ucune étude n'a été conduite par voie pulmonaire.

Les signes cliniques suivants observés chez des ouvriers ont
été rapportés a 1'exposition a 1'ophenylindole :
1°) Dernatoses (eczéma, comédon)

2°) Troubles hématologigues (inversion de formule).

Compte tenu de guelgues observations de laboratoire, il a
paru intéressant de s'attacher & 1'étude biochimigue de ce composé, en

1'abordant par 2 voies :



~ son action ou celles de ses métabolites sur le métabo-
lisne c¢énéral

- sa nétabolisation chez 1'animal de laboratoire.

Ces connaissances peuvent conduire d'une part a une meilleure
appréciation de sa toxicité si elle existe, d'autre part & la mise au
point de dosages biolociques permettant d'évaluer 1'exrosition et, le

cas echéant, le risque toxigue.



PROPRIETES PHYSICOCHIMIQUES

nom ophénylindole = phényl-2-indole
Forrule
developpée |
H
formule brute Ciy Hi1 N
conposition en % Cc = 87,01 % H=25,78% N=7,24 %

structure

molécule plane

poids moléculaire

P.M. = 193,23

aspect

poudre fine de couleur créme

point de fusion

180 - 185 °C

point de sublimation

186 °C

soluble dans les solvants organiques (Ethanol,
Ether, n Butanol, ...).

& 350 °c

solubilite Trés peu soluble dans 1l'eau et les mélanges
(eau, éthanol).
produit de HC1 = 47,2 % pas de toluéne
décomposition co = 1% résidu = 40,2 %
dans 1l'air Benzéne = 5,14 %

CcO> = 1,7 %




PROPRIETES TOXICOLOGIQUES (Travaux I.N.R.S.)

D.L.gp

animal véhicule voie sexe
mg/kg
Labrafil I.P. 1 600
" pPer. Os. “ > 1000

RAT

H.P.M.C. I.F. f = 2000
" Per. Os. 1 > 3000
Labrafil I.P. * 400
SOURIS " I.P. .’ 520
" ber. Os. !_ 500




I PARTIE

PARAMETRES BIOLOGIQUES EN RELATION
AVEC ' EXPOSITION A L' e- PHENYLINDOLE



CHAPITRE I

METHODOLOGIE



PARAMETRES SBIOLOGIZUES EN RELATION

AVEC L'ZXPOSITION A L'oPHENYLINDOLE

HETHODOLOGIE

I.! Dosaye et identification des noyaux indoles dans 1l'urine

Dans une étude toxicologique & caractére biochimicue une des
premiéres étapes consiste & rechercher une néthode de dosade du tuxicue
et des metabolites dans les milieux liologiques et notamment dans
l'urine. KOEI O. et WOGGON H. en 1965 (58) décrivent une technigue de
dosage de 1'aphénylindole par spectrophotocolorimétrie. Celui-ci en
présence d'o «~oadichlorodiphénylméthane et en milieu sulfurigue déve-
loppe une coloration rouce. Nous avons preféré utiliser une méthode de
dosage plus g¢générale (novaux indoles) qui nous permettait de doser les
métabolites urinaires éventuels ainsi que 1'ophénylindole. La réacticn
de SALKOWSKI (1883-1885) modifiée par FILET en 1561 (81] est bien con-
nue. Cette méthode nous a permis de réaliser le bilan de 1'excrétion

des conposés indollgues urinaires.

- Principe
rarni toutes les réactions spécificues du noyau indole, celle
de SALKOwSKI apparait comme la plus utilisée. C'est la réaction du novau

indole avec le chlorure ferriqgue en présence d'acides minéraux.

Dans certains cas, la coloration peut étre modifiée selon la

nature de la chaine latérale.



- Réactifs
Solution : Peser 1,216 g de Fe Cl3, 6 Hp, O, ajouter 53 ml
d'eau bidistillée, aprés dissolution compléte verser lentement, en
agitant constamment sous un courant d'eau froide, 60 ml d'acide sulfu-

rique concentré 98 %. Compléter epsuite avec 50 ml d'eau bidistillée.

- Technique

A 1 ml d'échantillon, ajouter 4 ml de réactif ci-dessus. Le
mélange est chauffé 30 minutes & 40 °C. Mesurer ensuite 1'absorption &

546 nm contre un blanc réactif.
La gamme d'étalonnage est effectuée avec du 2-phénylindole

(fig. 1) que 1l'on solubilise dans de 1'éthanol. L'addition du solvant

n'a pas d'action sur le dosage.

- Identification des noyaux indoles par chromatographie

sur couche mince

Nous avons utilisé la technique décrite par STOWE B.B. et
THIMANN K.V. en 1954 (101) dans laquelle le papier Whatman n®° 1 est
remplacé par des plaques (cellulose) prétes & 1'emploi pour chromato-
graphie sur couche mince (Merck). Le solvant utilisé est le suivant
Isopropanol, eau, ammoniaque 28 % (8,1,1,V/V). Le réactif de révélation
est le mélange : de PILET cité plus haut. Il est dilué au 1/2 (V/V) avec
de 1'éthanol juste avant 1'emploi. STOWE B.B. et THIMANN K.V. [101)
citent dans leur article, 35 dérivés indoliques dont le 2-phénylindole

en précisant leurs R.#. et leurs couleurs aprés la réaction de SALKOWSKI.



A DOSAGE DES NOYAUX INDOLES
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I.2 Dosage et identification de 1'acide hippurique urinaire

Ces dernieres années de nombreux auteurs ont décrit et utilisé
différentes méthodes de dosages de 1l'acide hippurique. Toutes ces
méthodes ont été réalisées pour étudier 1'élimination urinaire de cet
acide aprés diverses expositions (toluéne, xyléne). Nous pouvons classer

ces méthodes en 3 groupes.

1°) Techniques utilisant la chromatographie

- Chromatographie en phase gazeuse

Cette technique nécessite au préalable une extraction ‘a
l'acétate d'éthyle ainsi qu'une méthylation. Elle a été décrite par

BUCHET J.P. et LAUWERIS A.R., 1973 (15).

- Chromatographie sur colonne

SINHA S.N. et GABRIELI E.R., 1968 (98) préconisent d'utiliser
une colonne de séphadex Gy pour séparer 1l'acide hippurique et ils
mesurent ensuite 1'absorption & 232 nm. Cette technique n'est pas spéci-
fique, d'autres composés peuvent étre élués en méme temps et absorber a

cette méme longueur d'onde.

- Chromatographie sur plaque ou sur papier

GAFFNEY G.W. et col., 1954 (36) utilisent la chromatographie
sur papier Whatman n° 1 sans extraction de 1l'acide hippurique urinaire
au préalable, La révélation est effectude & 1'aide du p. diméthylamino-

benzaldéhyde en milieu anhydrique acétique.

OGATA M. et col., 1969 (75) préconisent une extraction a pH 2

avec le mélange éthanol/éther (1/1, V/V) avant la séparation chromato-



graphiqgue, qui est effectuée soit sur papier, soit sur une plaque de gel
de silice. Le mélange de migration est le suivant : toluéne, acide
acétique, eau 100/50/2,3 (V/V). La révélation peut étre effectude soit
avec le réactif de GAFFNEY G.W. et col. (36) ou le chlorure de venzéne-
sulfonyle.

TEUCHY H. et VANSUMERE C.F., 1969 (103) décrivent une technique
qui nécessite une extraction de l'urine & 1l'acétate d'éthyle DH < 2. Puis
une séparation sur une plague de chromatographie préparée avec un mélange
de 50 g de‘gel de silice et 50 g de cellulose comme support. La détection
est effectuée avec le réactif de GAFFNEY G.W., 1954 (36).

Ces différentes techniques chromatographiques s'adaptent mal
4 l'analyse en grande série et elles nécessitent un traitement de 1'urine
avant le dosage (extraction, méthylation).

MATSUI H., KASAO M. et IMAMURA S., 1978 (67) décrivent une
technique de dosage de l'acide hippurique par chromatographie haute
pression. Cette méthode est simple, sensible et spécifique, mais elle

nécessite un matériel sophistiqué pour étre réaliséde.

2°) Techniques colorimétriques

UMBERGER C.J. et FIORESE F.F., 1963 (106) décrivent une
technigque de dosage colorimétrique de 1'acide hippurique urinaire qui

utilise le chlorure de bvenzénesulfonvie,

TOMOKUNI K. et OGATA M., 1972 (104) pratiquent une méthode

analogue.

KANEKO I. et col. en 1975 (51) la modifient & des fins d'auto-

matisation.

Ces techniques, qui utilisent le chlorure de Lenzénesulfonyle sont



reconnues comme étant peu spécifiques. En effet l'acide salicylurique et

guelgues acides aminés interférent sur le dosage.

MIKULSKI P. et WIGLUSZ R. en 1970 (68) décrivent une méthode
colorimétrique qui utilise le p., diméthylaminobenzaldéhyde en milieu
anhydride acétique avec comme catalyseur de.la réaction du chlorure
ferrique anhydre. Cette technique nécessite une extraction & 1'acétate
d'éthyle. L'urée interfére mais elle est éliminéde presque totalement
lors de 1'extraction. Cette méthode est longue et difficile & réaliser

en grande série.

Nous avons préféré utiliser une technique plus ancienne
modifiée. En 1940 DENIGES G. (26) décrit une réaction colorée pour
l'’acide hippurique, elle est modifiée par DEYSSON G. et ALLIOT M. en
1947 (27), puis par GRISLER R. et col. en 1978 (40).

PRINCIPE :

Cette méthode de dosage colorimétrique est basée sur 1l'action
de 1'hypobromite en milieu alcalin sur 1l'acide hippurique. En fin de
réaction le composé coloré est extrait par un solvant organigue.

DEYSSON G. et ALLIOT M. (27) citent’'l'interférence de 1'utrée. Celle-ci
réagit avec 1'hypobromite (dégagement gazeux). Dans notre méthode nous
ajoutons de l!hypobromite et de la soude en excés pour éliminer I'actions
de l'urée. La mesure de la densité optique est effectude & 313 nm de
fagon A& augmenter la sensibilité de la méthode. Le maximum d'absorption
se situe & 260 nm, mais a cette longueur d'onde, d'autres produits, ‘tel

que la cynurénine interferent.



TECHNIQUE DE DOSAGE :

Réactifs :

Soude & 40 g % dans de 1'eau bidistillée
. Solution A : Brome
166,5 g de bromure de potassium + 280 ml Hy O
+ 25 ml de brome.
. Solution B : Hypobromite
80 ml de soude & 40 % + 0,3 g d'iodure de potassium,
compléter & 150 ml avec Hy, O. Ajouter 150 ml de solution A.

Méthodologie

Prélewer 200 ul d'urine dans un tube & essais, ajouter 800 ul
de soude a 40 %, puis 2,5 ml de solution B. Les tubes sont chauffés
5 minutes au bain-marie 4 100 °C puis refroidis. Le composé coloré est
ensuite extrait par 1 ml de tétrachlorure de carbone. La mesure de la
densité optique sur la phase organique est effectuée au spectrophoto--

métre &4 313 nm.

Une vérification par chromatographie sur plague (gel de
silice) est effectuée sur plusieurs urines contenant des quantités
variables d'acide hippurique. Le solvant de migration utilisé est le

suivant : chloroforme, acide acétique (80/20).

3°) . Méthode de dosage par isotackophorése

SOLLENBERG J. et BALDESTEN A., 1977 (99) décrivent une
nouvelle méthode d'analyse de 1'acide hippurique et de certains autres
acides organigues. Elle est basée sur le principe de 1'électrophorése
dans un systéme d'électrolytes discontinus. Cette technique est simple
et spécifique, mais elle est trés récente et nécessite un matériel

spécial que nous ne possédions pas au moment de cette étude.



I.3 Dosage et identification des 5-hydroxyindoles urinaires

Les méthodes de dosaces de ces derivés sont de quatre tyres :-

1°) Méthodes chromatographigues

NISHINO M., NOGUCHI T. et KIDO R., 1972 (72) utilisent une
technique de séparation des 5-hydroxyindoles urinaires par chromato-
graphie d'échanges d'ions et mesurent 1'absorption de chagque fraction

a 275 nm.

Une technique récente décrite par HOSKINS A.J. et POLLITT R.J.
en 1975 (46) utilise des standards internes d'acide 5-hydroxyindole
acétique et d'acide indole acétique deutérids. Les$ dosage¥ sont ensuite
effectués par chromatographie en phase gazeuse couplée & un spectro-

graphe de masse.

BECK 0., PALMSKOG G. et HULTMAN E., 1977 (10) décrivent une
méthode pour la détermination guantitative de l'acide 5-hydroxyindole
acdtique urinaire. Celle-ci est baséde sur la chromatographie liquide
haute performance & phase inverse. La détection est effectuée par

fluorimétrie.

2°). Méthodes isotopiques

SAAVEDRA J.M. et col., 1973 (88) décrivent une technique de
dosage de la sérotonine spécifigque et sensible, basée sur le principe

suivant :

12



Ac. Co A. ,y
Sérotonine > N acétylsérotonine
E.C. 2.3.1.5,

34 s.a.m2

34 mélatonine <

E.C. 2.1.1.4.

E.C. 2.3.1.5. = N acétyltransférase
E.C. 2.1.1.4.

hydroxyindole~O-méthyltransférase

34 5.a.M. 3y méthyl-S-adénosyl 1 méthionine

Ac. Co A. acétyl Co enzyme A

La mélatonine formée est ensuite extraite par un solvant orga-
nique, puis la radioactivité est mesurée. C'est une méthode longue,

coliteuse qui s'adapte mal aux dosages en grandes séries.

3°) Méthode de dosage spectrofluorimétrique

Les dérivés indoliques substitués en 3 et portant, en 5, un
groupement-OH ou -OCH3 présentent aprés excitation & 295 nm un spectre
de fluorescence avec deux bandes d'absorption, une bande & 340 nm qui
décroit en milieu fortement acide et une bande & 540-550 nm dont 1'inten-

sité est inversement proportionnelle au pH.

Ces méthodes ont été appliquées par :
SENTENAC ROUMANOU H. et col. en 1967 (95), DREUX C., 1968 (28), LOREZ
H.P. et DA PRADA M., 1978 (64).

Cette technique nécessite une purification des dérivés indo-
liques. Elle peut s'effectuer soit par :
- extraction sélective (butanol)
- chromatographie d'échange d'ion

- adsorption sur florisil de certains composés acides (pigments).

13
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Chez 1'Homme cette technique est parfaitement applicable pour
le sang et l'urine. Chez 1'Animal (Rat) nous n'arrivons jamais & éli-
miner totalement les pigments urinaires, qui perturbent la spectro-

fluorimétrie. Nous avons donc recherché uné technique colorimétrique.

4°) Méthodes colorimétriques

Méthode de HANSON modifiée par SHIRARDIN H. et METAIS P. en
1960 (97).

Apreés extraction par 1'éther en milieu acide, le solvant est
récupéré puis évaporé et 1'extrait sec est repris avec de 1l'acide
chlorhydrique O,IN. La réaction de HANSON utilise le p. aminobenzaldé-
hyde en milieu chlorhydrique. Malgré 1'extraction, cette méthode n'est

pas spécifique.

Nous avons utilisé la méthode d'UDENFRIEND S. & l'onitroso-
Bnaphtol, elle a été décrite ou modifide par :

UDENFRIEND S. et col. en 1958 (105), DREUX C. et DELAUNEUX B. en 1964

(31).

- Principe

L'anitrosofnaphtol réagit avec de nombreux phénols substitués,
en présence d'acide nitrique. Les 5-hydroxyindoles réagissent dans des
conditions différentes, en absence d'acide nitrique mais en présence
d'acide chlorhydrique ou sulfurique dilué contenant des traces de
nitrite. Dans ces conditions la réaction est spécifique. Le composé
formé est violet., En milieu chlorhydrique ou sulfurique, les dérivés du
phénol ne réagissent pas ainsi que le tryptophane, la tryptamine, le
7-hydroxytryptophane et la 7-hydroxytryptamine. La réaction avec le
5~-hydroxytryptophane, la 5-hydroxytryptamine, 1'acide 5-hydroxyindole
acétique et probablement la N-acétylsérotonine nous donne des chromo-

phores avec des spectres parfaitement semblables. Lorsqgue nous effectuons
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la reéaction directement sur 1'urine, nous dosons probakblement ces 4

composeés sirultanénent.

~ Reactifs

. Solution A : unitrosofnaphtol a 0,1 % dans. 1'éthkancl a.953%
. Solution B : acide nitreux préparé extemporanément, 5 ml
d'acide sulfurigue 2 N + 0,2 ml de nitrite de sodiumi a

2,5 % dans de 1'eau bidistillée.

- Techniques

Les urines sont acidifiées a pH 2 avec de 1l'acide chlorhy-
dricgue.

pPrélever 2 nl d'urine, ajouter 1 1:l1 de sol. A et 1 ml de sol. B.
Chauffer 5 minutes au bain-marie a 55 °C, puis laisser refroidir. L'eéxces
d'onitrosofnapiitol est ensuite éliminé par une extraction au dichloro-1-2-
éthane. La mesure de l'absorption est effectuée au photométre & 546 nm

sur la phase aqueuse contre un blanc urine sans onitrosofnaphtol.

Nous avons realise 2 gammes d'étalonnage, 1'une avec de la séro-

tonine, 1l'autre avec de 1l'acide 5-hydroxyindole acétigue (fig. 2).

Lors des différents dosages effectués dans cette premiere partie
nous avons utilise principalement des technigues colorimétriques plus pra-
tiques a preagliser; mais nous sommes conscients que ces techniques peuvent

étre yuelque Iois moins spécifiques que d'autres méthodes plus élaborées.

La révélation des plagues chromatographigues est eflfectuée avec

la néme technique (pulvérisation des 2 réactifs, puis chauffage a 55 °C).
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I.4 Dosage et révélation de la sérotonine dans 1'urine

Les méthodes de dosage utilisées sont identiques & celles
décrites dans le paragraphe précédent. Cependant avant d'appliquer ces
méthodes, il est nécessaire d'extraire spécifiquement la sérotonine en
éliminant les autres 5-hydr6xyindoles (acide 5-hydroxyindole acétique

et 5-hydroxytryptophane).

Nous avons utilisé la technique de LCREUX C., 1968‘(28)'ex-
traction au butanol en milieu alcalin, puis relargage en milieu aqueux
par 1'heptane. Le dosage colorimétrique que nous avons utilisé est iden-

tique au dosage des 5«hydroxyindoles urinaires.

La vérification de la présence de sérotonine dans les urines

et dans 1'extrait butanolique a eté effectuéé par chromatographie sur rlague
de cellulose avec 1 solvant et 3 révélations différentes.

Solvant : Isopropanol, ammoniaque, eau (8,1,1).

Révélations : - ninhydrine

- composés indoliques

- 5 HO-indoles.

I.5 Dosages sanguins’

Les différentes techniques de dosages sont pratiquées sur le
sérum. Nous avons utilisé les coffrets Boerhinger non optimisés et
réalisé ces dosages en microméthodes. Pour les chlorures nous avons
appliqué la méthode colorimétrique au perchlorate de fer décrite par

KUPCKE I., 1969 (61).



I.6 Experipentation animale

a) animaux

- Lapins néozélandais, d'un poids compris entre 2,5 et 3 kg.
Ces animaux ont subi une période d'adaptation en animalerie, d'une

dizaine de jours avant le début de 1‘'expérience.

- Rats E.O0.P.S. albinos (souche OFAS), origine Spracue-Dawley,

de sexe mdle et femelle, d'un poids compris entre 160 et 240 g.

b) Expérimentations chronigues : Intoxication par

inhalation

- Lapins
Les 2 animaux sont placés dans la méme cage & intoxication.

Caractéristiques de la cage & intoxication : parallélépipeéde

rectangle en plexiglas d'un volume de 120 litres.

Les animaux sont intoxigués 8 heures par jour, 5 jours par
semaine pendant 5 semaines. Ils ®nt placés en cage & métabolisme la nuit

et le week-end afin de récupérer les urines.

Les lapins témoins sont placés uniguement en cage & métabolisme.

- Rats

Caractéristiques des cellules a atmosphére contrdélée : Volume

utile = 170 litres (fig. 2 bis).

Chaque cellule est éguipée d'un séparateur "urine-féces" en té-
flon. Les urines, filtrées, sont pompées au fur et & mesure de leur émission
et dirigées vers un collecteur de fractions, placé dans une enceinte réfri-

gérée a 4 °C.
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Les animaux sont traités 6 heures par jour, 5 jours par

semaine pendant 6 mois,

Trois lots sont constitués et traités selon le tableau

suivant :

Concentration
Lot N° Nombre d’'animaux (en mg d'aphénylindole
par m3)
1 -2 2 x 12 O Témoins
3 -4 2 x 12 20
5 -6 2 x 12 60

Les Rats sont exposés par groupe de 12 dans chaque cellule. La
nourriture et l'eau de boisson leur sont présentées en dehors des heures

d'exposition. L'aphénylindole est sublimé a 186 °C & 1'aide d'injecteurs

spéciaux.

- Contréle de la concentration en ophénylindole dans 1'air

Des prélévements d'atmosphére sont effectués sur filtres,

deux techniques peuvent étre utilisées :

1°) filtre d'alfa et d'amiante hydrofugé, solubilisation de
1'ophénylindole dans 1'acétate d'éthyle, puis analyse par fluorimétrie

(excitation & 315 nm);

2°) filtre de papier, solubilisation dans 1'éthanol absolu

et analyse par spectrophotométrie a 310 nm.



¢) Expérimentation aigué

- Animaux Rats femelles d'un poids moyen de 220 g.

1°) Bilans biochimiques sanguins

Voie d'’administration : I.P. (iIntrapéritonéale)

Véhicule : Polyvinylpyrolidone (PM 25.000-30.000 Merck). P.V.P. en
solution aqueuse & 3 %. C'est un véhicule approprié pour la réalisation
de suspension d'aphénylindole & la concentration maximale de 20 %,

injectable par voie intrapéritonéale.

Administration du produit : 2 lots de 30 animaux sont effectués par
"Randomisation”. L'un d'eux recoit 1'aphénylindole a la dose de 500 mg/kg,
sous un volume de 0,5 ml/200 g. Le deuxiéme lot regoit le véhicule seul
sous le méme volume. Dans chaque lot, 10 animaux sont sacrifiés a 24, 48

et 72 h.. Des examens biochimiques sont ensuite pratiqués sur le sérum.

Des animaux témoins, n'ayant rien rec¢u, sont également sacri-
fiés. Les animaux traités n'ont pas perdu de poids par rapport aux té-
moins. Aucune mortalité n'a été observée, a la dose de 500 mg/kg, pendant

les 3 jours de 1l'expérience.

2°) Etude de l'élimination urinaire des 5-hydroxyindoles, de

la sérotonine et de 1'acide hippurique
- Aprés une injection d’ophénylindole seul
Animaux : Rats 9 poids 220 g.
Voie : I.P.

Véhicule : Labrafil.

L'aphénylindole est solubilisé dans 1'éther, cette solution

est mélangée au véhicule, le solvant est ensuite évaporé sous vide. Nous



obtenons une solution d'aphénylindole dans le labrafil.

Nous formons 5 lots de 3 animaux par “randomisation" ;
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1 lot

témoin blanc ; 1 lot témoin, qui recoit le véhicule sous le méme volume

que les animaux traités ; 3 lots d'animaux recevant des doses croissantes

d'aphénylindole (250, 500, 1000 mg/kg) dans un méme volume de véhicule

(0,5 ml/100 g de poids corporel). Les animaux sont placés par 2 dans des

cages & métabolisme, afin de recueillir l'urine toutes les 24 heures.

disposent de la nourriture et de 1l'eau ad libitum.

- Aprés un prétraitement au tryptophane et une injection

d'ophénylindole.

Animaux : Rats Q poids = 220 g.
Voie : I.P.
Véhicule : aphénylindole Labrafil
Tryptophane gomme arabique (5 % dans Hy 0).
Dose : aphénylindole 500 mg/kg
Tryptophane 1000 mg/kg.

volume de véhicule : 0,5 ml/100 g de poids corporel.

Ils

La solution d‘'aphénylindole est préparée comme ci-dessus. Nous

formons 5 lots de 3 animaux par "randomisation". Le tableau ci-aprés nous

montre le traitement de chaque lot d'animaux. Les lots 4 et 5 subissent un

traitement identigue.

p—
N° du lot 112]13)141}5
Véhicule seul x o o
jere gomme arabique 5 % °1°
injection Tryptophane
1000 mg/kg N I T I
Véhicule seul olol x
Zéme Labrafil ° °
injection ophénylindole o o o x x
500 mg/kg
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Les animaux recoivent la deuxiéme injection 5 heures aprés la
premiére. Pour chaque lot, les urines sont recueillies pendant les 5
heures qui suivent la premiére injection, puis toutes les 24 heures

pbendant 5 jours.

Les animaux disposent de nourriture et d'eau de boisson ad

libitum.



CHAPITRE II

RESULTATS
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————
RESULTATS

II.l1 Experimentation sur le Lapin

Cette expérimentation a pour but de réaliser le bilan de 1'éli-
mination urinaire des composés indoligues apres intoxication par inhala-

tion d'dphénylindole.

Les résultats sont exprimés en guantité d'ophénylindole excrété
dans l'urine. En effet, nous ne connaissons ras la nature des différents
composés dosés. Les figures 3 et 4 nous montrent 1'élimination urinaire
des coilposés indoliques chez 2 lapins intoxigués par inhalation a 1’aphényl-
indole (concentration moyenne 50 mg/ma). Nous remarquons une aucmentation
ge l'elimination aprés chague période d’'intoxication. Pendant le week-end le

taux de cette élimination de noyaux indoles, revient pratiquement a la méme

valeur que les témoins.

Les tableaux I et II regroupent les concentrations d'aphénylindole
dans 1'atnosphére, la durée de l'exposition, la durée du prélevement urinaire

ainsi que les valeurs de la concentration des composés indoliques urinaires.

D'aprés GUYTON A.C., 1947 (42) chez le Lapin le volume courant
est de 21 ml et la frégquence respiratoire, 51 mouvements par minute : ce

gui nous donne un volume d'échange pulrionaire moyen de 60 1/h.

Le dispositif expérimental ne permet pas de contréler la concentra-
tion atmosphérigque en aphénylindole. Nous observons des variations d'un

jour a 1'autre pouvant aller du simple au double,
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DOSAGES DES NOYAUX INDOLES

urine de lapin
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Dures de I’ Concentration de Durée du prele - Concentration des
intoxication I'4 Y Indole en vement d'urine noyaux Indoles dans
en heures mg m3 en heures ol'urino en GII..
N:=76 N=107
8,15 63,2 15
0n 100
845 509
1525 115 1,00
835 39
15,15 1,02 0,82
48 0,68 0,62
8#0 672
15,30 0,98 1,08
8,30 56,9
1520 1,10 1,15
825 60,4
1545 1,21 1,29
8,30 417
1530 1,22 1,36
8,30 432
16,50 1117 182
4640 0,72 072
835 258
13,25 0,76 0,58

Tableau |
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DOSAGES DES NOYAUX INDOLES

urine de lapin

Duree de I’ Concentration Duree du prele- Concentration des
intoxication de o q.lndolo. vement d urine noyaux indoles dans
en heures dans I'atmosphere en heures Jurine en Gll.

my / m3 N=76 N=107

835 18,6
15,25 1,13 1,36

8,35 119
16,55 119 1,29

8. us8
3915 0,58 073
48 0,40 0,55

840 409
15,20 0,64 083

835 39,4
15,25 1,02 1,16

8,35 42,5
15,25 106 0,83

8,50 409
15 0,83 0,67

Tableau il




29

Elimination urinaire de noyaux indoles

chez les Lapins témoins et traités

*
Nombre de valeurs m to
g/1
2 Témoin g 2x 3 0,41 % 0,15
Lapin N° 76 ' 19 0,92 * 0,25
Lapin N° 107 19 0,99 * 0,33
¥ moyenne t écart type

La durée de 1'intoxication étant en moyenne de 8 h.d40 par jour.
Nous obtenons un volume d'échange pulmonaire pendant 1'intoxication de
520 1 soit environ 0,5 m3. Cce qui représente, si tout était absorbé, une

quantité moyenne d'ophénylindole de 25 mg g-1.

Pour des animaux de 2,6 kg le volume urinaire moyen est de
160 ml par 24 h. Nous utilisons ce volume moyen pour le calcul car nous

ne disposons pas des urines de 24 h.

Les guantités moyennes de noyaux indoles excrétdes en 24 h.

sont (d'aprés le tableau ci-dessus) :

- 65 mg g1 pour les témoins
- 147 mg g1 pour le Lapin n° 76
- 158 mg g7} pour le Lapin n° 107.

Au vu de ces résultats, il est logique de penser cue le bilan
de l'excrétion journaliére des compose€s indoliques est. largement excéden-

taire par rapport a la quantité d'ophénylindole qui peut &tre aksorkée.

Les composés indoliques du métabolisme normal présents dans

l'urine sont principalement tous des métabolites du tryptophane.

Nous avons donc poursuivi notre étude en dtudiant les métabo-

’

lites urinaires du tryptophane et plus particuliérement les métabolites



30

de la voie des 5-hiydroxyindoles. Cette voie de métabolisation conduit & la
rormation de substances physiologicuement active comme la 5-hydroxytryrta-
mine., Celle-ci a une action au niveau du systéme nerveux central, c'est,
comme d'autres amines, une substance rneurotransmettrice, EARCEAS J. et
USDIN E., 1973 [9). L'au¢mentation de 1'excrétion de ces métabolites lors
de 1'intoxication par 1'apkénylindole, exiliguerait pour une part les con-
centrations tres elevées en composés indolicues urinaires retrouvés chez

les 2 Lapins traités a 1'ophénylindole.

Il est poscible qgue les 2 noyaux composant l'dphénglindole aient
des actions indéprendantes. Celle du novau indole sera étudide plus en de-
tail dans la suite de notre travail. Parmi les actions pbrobables du novau
phényl nous en avons retenu une : action au niveau du cycle phénylalanine-
tyrosine. Pour véririer cette hypothése nous avons dosé 1'acide hippuricue

urinaire.

II.2 Expérimentation sur le Rat

Nous avons réalisé 2 types d'intoxications :
1°) une intoxication aigué

Elle comporte une injection unigue du toxigue & des doses éle-

vées, les animaux sont suivis pendant un tenps trés court 3 & 6 jours.

2°) une intoxication chronique par inhalation (faible dose)

pendant 6 mois.



4 - INTOXICATION ZIGUE

a) Bilan biochimigue sanguin

Le pilan a été réalisé sur 3 jours (voir chapitre I), paragra-
vhes 5 et 6. Les prelevements sanguins sonteifectués rar section.de la
carotide, le matin de 9 h. & 11 h. 30. Tous les dosages sont effectués
sur le serum. Les dosages d'enzymes et de bilirubines sont réalisés
dans les 3 heures qui suivent le prélévement. Les autres dosages sont

effectués sur le sérum congelé.
Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau n®° III.

Nous remarc¢uons gue malcgré quelques résultats significativement
différents seule la baisse des cholinestérases nous apparait comme suffi-
samment marcuee pour étre relevée.

N
Nous avons effectué les comparaisons de movennes suivant le

test de STUDENT - FISHER comme suit :

Témoins vehicules contre Témoins klancs .o

Traités contre Téroins vehicules XX

Les valeurs significativement différentes sont marcuées ainsi :

. X Probabilité > 90 %
.. xx " > 95 %
e XXX " > 99 %

volr tableau n®° III

b) Elimination urinaire des 5-hydroxyindoles et de 1'acide

hippurigue aprés une injection unigue d'aphénylindole

—

3

Experimentation (chapitre I), méthodologie (paragraphe 4).



~ DOSAGES SANGUINS SUR RATS FEMELLES INTOXIQUES PAR L O{-PHENYLINDOLE
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Tahleau Il

DOSAGES !\IORM. T.V. TRAITES T.V. TRAITES T.V. TRAITES
(temoins 24 h 24h 48h 48h 12h 12h
absolus)
» XXX
GPT g | 1708 | 1227 0101 12274073 124 in]sl 179,073 139,105} 12,08
X XX J
60T | 99482 | W4:25| 625:37|1398:168 163.133 19134 112208
x . XXX
Protélnes Totales | 713 +075| 70+ 05| 675:08| 676078 663:035 715:091] 658 + 08
g/L
eeo e HXX XX
Cholosterol | 1242004 154004 113003 118:022 121:0035 125+006| 154 + 004
Uree gru| 035001| 031:002 031001 0340004 036:003| 040:0008 041+ 054
Y XXX e L
Upides Totaux | 103202 | 568022 7176+044 624+020 93064\ 1262071 14022
Chlore Sérique, | 9928 | 885: 246 951268 927+ 201 937:170| 856:21 | 891 + 131
ncq 1
' X XXX XXX
Cholinestérase . 2140117 | 208773 | 1838+ 71 | 2198 + 97 | 152142 | 2063 +785| 1384 + 57
ul/
Phosphatase , XXX
Alcaline oyu] 231 | 212:118) 222407 | 281:136] 2074165 | 436227 | 517212
s XXX see es e XXX
L.DH Totale uiiL 1207 +90 767 +655] 1028 101 | 2218+ 217 | 1996+ 96 | 1859+ 169 1268 +103
. XXX XXX
Bilirubine Totale 1812012 | 131+ 006 234+019| 166+05| 25:004| 307+041| 340+020
‘ XXX XX ' XX
Bilirubine Directe | 043+003| 054002 114002 073008 127+015| 033:004 120+025
81
x XX
Créatiolne  mgiL| 21+006 262 +011| 238:003] 31.004 26.008 228,004 23, 011
xxx > 99% > 99%
Coxx > 95% ee > 095%
X > 90% > 90%
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Arres i'intoxication les urines sont recueillies toutes les
24 heures pendant 5 jours, puis dosées suivant les techniques décrites

dans le cnapitre I, paragraphes 2 et 3.

Pour les 5-hydroxyindoles, 1'acide hippuricgue et la 5-hydroxy-
tryptamine urinaires, les résultats sont exprinés d'une part en ﬁg par
kg de poids corporel et par jour (mg kg'lj'l) et, d'autre part pour les

1

valeurs cunulees en mg kg . Pour les jours au cours desquels un animal

est mort - le calcul est eifectué en éliminant le poids de celui-ci.

bPour les 5-hydroxyindoles les résultats sont présentés dans
les tableaux n° IV et IV bis. La valeur moyenne chez les témoins est de
1,12 mg kg_lj'l, 1'ecart type est de 0,85 pour 15 valeurs (tableau n° V).
La figure n° 5 représente l'élimination urinaire de ces composés en

fonction du temps.

Nous observons aucune différence sic¢nificative entre les té-
moins blancs et les témoins véhicules. Pour les animaux intoxigués a la
dose de 250 mg kg_l, le maximum de l1'élimination se situe dans les pre-
miéres 24 h. D'autre part, 3 jours aprés l'intoxication, cette élimina-

tion est revenue a une valeur identique & celle des témoins.

Four les animaux intoxigués & 500 et 1.000 mg/kg, le maximum
d'élimination se situe au 2éme jour. Les valeurs reviennent pratiquement

identiques a celles des témoins au 4éme jour.

La Figure n° 6 représente l'élimination des 5-hydroxyindcles
urinaires exprimée en valeur cumulée en fonction du temps. Pour les ani-
maux témoins (blancs et véhicules) l'élimination est linéaire en fonc-

tion du temps en prenant 24 heures comme unité de base.



ELIMINATION URINAIRE DES 5- HYDROXYINDOLES

chez le rat apres injection d'« phénylindole seul
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Intervallé de

SHO-INDOLES

Traitement Poids des Valecr Cumulee
des animaux temps — H rats - kg mg/kg / j my/kg
TB 1j 24 0,686 13 13
TV labrafil 24 0686 25 25
250 mg/kg 24 0665 10,0 10,0
500 24 0640 67 6,7
1000 24 0628 63 63
TB 2j 24 0686 22 35
TV 24 0686 23 4.8
250 mg/kg 24 0664 14 114
500 24 0647 98 16 5
1000 . 24 U,IHé* 172 235
1B 3j 24 0687 2,2 5,17
TV 24 0687 19 6,7
250 mg/ kg 24 0666 16 190
500 24 0667 3,1 20,2
1000 24 0414 8,4 319
T8 LY] 24 0670 11 6,8
TV 24 0683 1,2 19
250 mg/ kg 24 0656 1,6 20,6
500 24 0655 21 223
1000 24 0416 23 34 2.

TYahilaan IV




ELIMINATION URINAIRE DES 5- HYDROXYINDOLES

~ chez le rat apres injection d'o phenylindole seul

) 5HO INDOLES
Traitement Intervalle de | Ppoids des Valeur Cumulee
des animaux temps - H rats - kg mg/ kg mg / kg
T8 T Y 0.665 0,17 16
TV 48 0,678 081 87
250 mg kg 48 0,651 0,76 214
500 48 0,641 10 233
1000 48 0,416 14 35,6

!

Tableau IV bis




Nb de Valeurs

217
28

19

VALEURS TEMOINS CHEZ LES RATS 22206

Excretion Urinaire

Acide Hippurique

Unite Moyenne Ecarttype
mg J=! 53
mg Kg='J~"! 412 21,3
mg -1 1,6 2,1

Acide SHO Indole Acetique

mg Kg—' J-! 1,12 085

Serotonine

mgKg-1J-" 0,096

Tableau ¥

Reference

97

62

36
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' . FIG: 5
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“kpour les animaux intoxiqués & 250 et 500 mg kg_l, 1'élimination

exprimée en valeur curiulée est relativement semblable. Celle-ci est liné-

aire a partir du 3éme jour. Nous observons pour la dose la plus élevée
1.000 g kg"l, une élinination urinaire supérieure & celle des 2 autres

doses.

Sur ces mémes urines nous avons dosé la sérotonine (voir cha-
pitre I, paragraphe 4) afin de déterminer si cette augmentation des
5-hydroxyindoles était uniquement due & 1l'acide 5~hydroxyindole acétique

ou & plusieurs de ces composés.

Le tableau n° VI présente les résultats obtenus d'une part

exprimés en mg kg"lj'1 et d'autre part les valeurs cumulées en mg kg-l.

L'’excrétion urinaire de sérotonine augmente aprés 1'injection
d'aphénylindole. La valeur chez les animaux témoins est en moyenne :

0,096 mg kg=lj-1. (voir tableau n° V, page 36).

La figure n° 7 représente les valeurs cumulées de 1'excrétion
de la sérotonine urinaire en fonction du temps. Les animaux témoins
(blancs et véhicules) excrétent une faible quantité de sérotonine. Nous
remarquons une trés légére augmentation pour les animaux témoins véhi-
cules au 3éme jour. Les Rats traités 4 la dose de 250 mg kg‘l excrétent
des quantités de sérotonine relativement constantes pendant les 4 pre-
miers jours. Pour les animaux traités a 500 et 1.000 mg kg'l, 1'excré-
tion en valeurs cumulées est lindaire du 2éme au 4éme jour. La valeur

la plus élevée se situe entre le ler et le 2éme jour.

L'excrétion de la sérotonine est en relation directe avec la
dose de toxique administrée. Si nous effectuons le rapport de 1'excré-
tion de la sérotonine urinaire exprimée en mg kg‘lj'1 sur les 5-hydroxy-
indoles urinaires exprimés avec les mémes unités. Nous obtenons les ré-
sultats indiqués dans le tableau ci-aprés. Ces valeurs sont exprimées

en pourcentage.



ELIMINATION URINAIRE DE SEROTONINE

chez le rat apres injection d'et phenylindole seul

Traitement Intervalle de|  Poids des smm?fflﬂf Cumulée
des animaux temps - H rats - kg mgrkgij mg /kg
T8 T Y 0,686 0,05 0,05
TV labrafil 24 0686 007 0,07
250 mg /kg 24 0665 0,66 0,66
500 24 0,640 10 10
1000 24 0628 0,87 0,87
8 2i 24 0686 0,05 0,10
TV 24 0686 0,05 02
250 mg/kg 24 0664 023 0,89
500 24 0647 140 240
1000 24 0.4123% 3,02 3,89
T8 3j 24 0687 0,19 0,29
™v 24 0687 0,38 0,50
250 mg/ kg 24 0666 1,0 1,89
500 20 0667 0,48 288
1000 24 0414 1,0 489
T8 4 24 0670
TV 24 0683
250 mg/ kg 24 0656 0,72 2,61
500 24 0655 0,75 3,63
1000 24 0416 14 6,29
- H _

¥ mort d'un animal

Tableau Yi
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Temps en Jours 1 2 3 4
Dose aphénylindole
mg/kg
250 6,6 3,1 62,0 | 45,0
500 14,9 14,3 12,9 35,7
IOOQ 13,8 17,6 11,9 60,8
Témoins blancs 8,6

Témoins véhicules 14,8

Pour les animaux témoins ce rapport est de 8,6 %. DREUX et
col., 1973 (30) donnent un rapport moyen chez 1'Homme de 2,1 % avec un

minimum de 1,3 % et un maximum de 7,1 %.

Pour les animaux traités a 250 mg kg"l, ce rapport est voisin
de celui des témoins durant les 2 premiers jours puis augmente brusque-

ment au troisiéme jour.

Pour les doses de 500 et 1.000 mg kg‘l, il est voisin de celui
des témoins durant les 3 premiers jours, puis il augmente au quatriéme

jour.

Les valeurs faibles du rapport correspondent parfaitement avec
les éliminations importantes des 5-hydroxyindoles urinaires aprés intoxica-
tion. Les valeurs fortes de ce rapport se situent au moment ou le taux

des '5-hydroxyindoles urinaires est revenu au méme niveau gue les témoins.

Ceci implique que 1'ophénylindole a probablement deux actions
distinctes au niveau du métabolisme du tryptophane. L'une de ces actions
se traduit par 1'augmentation de 1'excrétion des 5-hydroxyindoles uri-
naires dans les premiers jours yui suivent l'intoxication aigué. La
seconde, gqui est démontrée par 1'augmentation du taux de sérotonine uri-
naire, pourrait étre en relation avec une action inhibitrice de la mono-

amineoxydase lors de 1'intoxication par 1'aphénylindole.



La suite de notre travail sera dirigée vers 1'étude de ces

deux actions (élimination des 5-hydroxyindoles et de la sérotonine).

- Acide hippurique urinaire

Les qguantités éliminées par les animaux témoins sont présen-
tées dans le tableau n° V. Nous trouvons une valeur moyenne de

47,2 mg kg'lj'1 pour les animaux témoins.

La figure n° 8 représente l'excrétion de 1'acide hippurigue
urinaire en fonction du temps. Les valeurs sont indigquées dans les ta-
bleaux n° VII et VII bis. Pour les Rats qui recoivent les doses de 250
et 500 mg kg'1 les courbes d'élimination sont parfaitement semblables.
Le maximum se situe a4 24 h. et au troisiéme jour 1'élimination est reve-

nue au méme taux que les témoins.

Pour la dose la plus élevée (1.000 mg kg~!), le maximum de
1'élimination se situe aux environs de 48 heures et celle-ci revient a

une valeur normale a partir du quatriéme jour.

La figure n°® 9 représente les résultats cumulés. Pour les
doses d'ophénylindole de 250 et 500 mg kg“l, 1'excrétion est augmentée
par rapport aux témoins pendant les trois premiers jours et diminue en-
suite pour arriver a une quantité totale excrétée en 6 jours identique
a celle des témoins. Les animaux, qui ont recu le véhicule seul, excré-

tent une guantité d'acide hippurique légérement plus faible que les té-
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moins blancs. Pour les Rats traités & la dose la plus forte (1.000 mg kg~1)

1'excrétion est trés augmentée surtout pendant les trois premiers jours.

Ces courbes de 1l'élimination cumulée de 1'acide hippurique
aprés injection d'ophénylindole chez le Rat nous montrent qu'il y a une
régulation relativement rapide qui intervient dans les 3 jours,; pour la

dose la plus élevée (1.000 mg kg‘l) cette régulation est moins efficace.

Cette excrétion d'acide hippurique urinaire est en bonne corré-



ELIMINATION URINAIRE DE L' ACIDE HIPPURIQUE

chez le rat apres injection d'«-phenylindele seul

1]

ACIDE HIPPURIQUE _
Traitement Intervalle de| pgids des Valsur Cumulee
des animaux temps - H rats - kg mgskg /i mg / I(|_|
TB 1j 24 0,686 88 s
TV  labrafil 24 0}535 83 83
250 mg/kg 24 0665 146 146
500 24 0,5’40 139 139
1000 24 0628 121 121
T8 21| 24 0686 68 156
TV 24 0686 95 138
250 mg/ kg 24 0664 T4 220
500 24 0647 79 218
1000 24 0412% 160 281
TB 3j 24 0687 19 235
v 24 0687 57 195
250 mg/ kg 24 0666 45 265
500 24 0667 42 260
1000 24 0414 141 428
TB 4 24 0670 42 217
TV 24 0683 42 237
250 mg/ kg 24 0656 19 284
500 24 0655 21 281
1000 24 0416 29 457

¥ mort d’'un animal

Tableau VI



ELIMINATION URINAIRE DE L ACIDE HIPPURIQUE

chez le rat apres injection d'%-phenylindole seul

ACIDE HIPPURIQUE

Traitement Intervalle de Poids des Valeur Cumulee

des animaux temps - H rats - kg mg/kg/j mg ; kg

TB 5j 48 0665 45 322
TV L8 0678 26 263
250 mg kg 48 0,651 20 304
500 48 0,6 41 21 302
1000 48 0,416 30 487

Tableau ¥il bis
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lation avec 1’élimination des 5-hydroxyindoles urinaires.

' #*
Les coefficients de corrélation R pour les animaux traités &
1'ophénylindole entre 1'excrétion de 1'acide hippurique et des 5-hydroxy-~

indoles sont :

- pour les valeurs journaliéres (mg kg~1J3-1)

#*
R = 0,858 nombre de valeurs KN = 15

- Lour les valeurs cumulées

#*
R = 0,986 N =15

Il y a donc une relation directe entre 1'excrétion de 1'acide

hippurique et le métabolisme du tryptophane.
Nous allons étudier l'action d'un prétraitement au tryptophane

sur ces éliminations urinaires pour voir si cet acide aminé joue un réle

tres important.

c) Elimination urinaire de 1'acide hippurique et des

5-hydroxyindoles, chez le Rat prétraité au tryptophane

Nous avons prétraité des Rats avec une forte dose de trypto-
rhane, puis 5 heures aprés ils ont reg¢u de 1'ophénylindole. Voir chapi-

tre I, paragraphe 6 (Expérimentation animale).

Sur ces animaux nous avons dosé les 5-hydroxyindoles, la séro-
tonine et 1l'acide hippuriqgue urinaire.

-~ Acide hippurique (tableau n° X)

Les figures n° 10 et 11 laissent apparaitre :

+ Une augmentation de 1'excrétion de 1'acide hippurique (en-

viron X 10) dans les 5 premiéres heures qgui suivent l'injection de

48



EI.IMINATIO‘_P!MURINAIHE DE UACIDE HIPPURIQUE

chez le rat pretraité au tryptophane

49

i ACIDE  HIPPURIQUE
Traitement Intervalle dei Poids des Valeur Cumulée
des animaux temps ~ H i rats - kg mg /s kg /| mg , kg
TV eauy g.a Sh 5 0,744 29 6
Tryptophane seul 5 0,669 288 60
7 7 5 0,731 317 66
“ " 5 1,407 235 49
TV eau, ga. 1j 19 0,734 16 19
Tryptophane seul 19 0,745 4] 97
" + labrafil 19 0,704 11 75
" + KPIL 19 1,394 415 82
TVeau,ga 2 24 10,733 15 34
Tryptophane seul 24 0,693 14 111
" + labrafil 24 0,456 3 11 86
" s XWPI 24 0,911 3 130 212
TV eau,g.a 4j 48 0,720 7 48
Tryptophane seul 48 0,699 35 181
" + labrafil 48 0,450 43 172
" s P2 48 0,671 3 45 302
TV eau,g.2, 5i 24 0,761 34 82
Tryptophane sesl 24 om 12 193
” + labrafil 24 0,460 85 257
" ¢ XPT 24 0,682 92 394

3 mort d'un animal

Tableau X
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chez le rat pretraite au tryptophane
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ELIMINATION URINAIRE CUMULEE DE L'ACIDE HIPPURIQUE

chez le rat pretraite au tryptophane
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tryptophane.

+ Une deuxieme augmentation au cours du 2eme jour uniquement
pour les animaux gui ont regu, 5 heures apres le tryptophane, de

1'aphénylindole.

+ Une perturbation de 1'excrétion due au labrafil, notamment

au 5éme jour.

Les animaux prétraités au tryptophane qui recoivent ensuite
1'aphénylindole excrétent des quantités d'acide hippurique voisines de
celles des animaux traités & 1'aphénylindole seul, mais cette élimina-
tion est retardée de 24 h. comme celles des 5-hydroxyindoles gue nous

allons étudier maintenant.

- 5 hydroxyindoles (tableau n® VIII)

L'’analyse de la figure n° 12 nous montre 2 faits :

+ une augmentation de 1'élimination urinaire de ces substan-

ces dans les 5 premiéres heures qui suivent l’injection de tryptorhane

* une seconde augmentation au cours de la deuxiéme journée

aprés 1'administration d'ophénylindole.

La représentation des résultats en valeurs cumulées en fonction

du temps figure n° 13 laisse apparaitre 3 faits :

+ une élimination lingdaire en fonction du temps pour les

animaux témoins qui recoivent le véhicule

+ une augmentation en 2 temps pour les animaux qui regoivent

le tryptophane (les 5 premieres heures puis au cours de la 2éme journée)

+ une augmentation plus importante surtout au cours de la

2éme journée pour les animaux qui reg¢oivent le tryptophane, puis



ELIMINATION URINAIRE DES 5 -HYDROXYINDOLES

chez le rat pretraite au tryptophane

SHO-INDOLES
Traitement Intervalle de Poids des Valeur cumulee

des animaux temps — H rats - kg mg/kg/j ! mg ; kg
TV e2u4 9.2 5h 5 0,744 0,14 003
Tryptophane seul 5 0,669 380 081
" o 5 0,731 21 0,44
7 7 5 1,407 252 6,52
TV eau, g.a. 1i l; —0,734 | 055 047
Tryptophane szul 19 0,745 043 115
o + labrafil 19 0,704 033 0,70
" 4 RYTL 19 1,354 073 l,ld
TVeaw,ge 21| 28 | 0133 | 048 0,92
Tryptophane scul 24 0,693 140 255
1 + labrafil 24 0,456 ¥ 0,74 144
" + X9PI 24 0,911 ¥ 400 910
TV eau,9.2. 4 | 48 o720 | 022 136
Tryptophane seul 48 0,699 0,71 3917
1 + labrafil 48 0,450 0,37 2,18
" s 9t 48 0,671 ¥ 045 6,00
IV eau,ga  5i| 26 | o181 | o028 164
Tryptophane seul 24 0m 031 428
u” + labrafil 24 C,460 0,21 239
”" $ XPI 24 0,682 0,96 6,96

A e o amiamal Tahlaan V111
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ELIMINATION URINAIRE DES 5- HYDROXYINDOLES

chez le rat pretraite au tryptophane
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1'aphénylindole.

L'augmentation de 1'excrétion urinaire des 5-hydroxyindoles

aprés 1l'administration du tryptophane et de 1'aphénylindole est beaucoup

moins importante que celle obtenue avec 1'aphénylindole seul & la méme

dose.

- Sérotonine (tableau n° IX)

L'analyse de la figure n° 14 laisse apparaitre une augmenta-
tion de 1'élimination urinaire de gérotonine uniquement aprés 1'admi-

nistration de l'cphénylindole.

L'’injection de tryptophane seul provogue dans les 5 heures
qui suivent, 1'élimination importante des 5-hydroxyindoles et d'acide

hippurique.

Il était trés important de vérifier si lors d'une intoxication

chronique chez 1'animal, nous retrouvions ces mémes augmentations de
composés urinaires gue nous avons remarquées : lors d'une intoxication

aigué.

B ~ INTOXICATION CHRONIQUE SUR 6 MOIS

L'expérimentation est décrite dans le chapitre I, paragraphe 4

Les urines sont recueillies a) aprés 3 mois d'exposition

pendant une semaine du mercredl matin au mardi soir

b) apres 6 mois d'exposition

pendant 2 jours (mardi et mercredi).



ELIMINATION URINAIRE DE SEROTONINE

chez le rat pretraite au tryptophane

SEROTONINE
Traitement intervalle de Poids des Valeur cumulee

des . animaux temps — H rats - kg mg s kg /j mg / kg

TV eau, gr.a 5h 5 0,744

Tryptophane seu! 5 0,669 0043 0,009
" " 5 0,731 0034 0007
v o " 5 1,407 0,015 0,0:03

TV eau, g.a. 1j 19 0,734

Tryptophane seul 19' 0,745 0,010 0,017
" + labrafil 19 0,704 0,005 0011
" + KP1L 19 1,394 057 0585

TV eau,g.a 2} 24 0,733

| Tryptophane seul 24 0,693 0 0017

" + labrafil 24 0,456 ¥ 0 0011
" +XYPI 24 0,911 ¥ 1,27 1,85

TV eau,g.a Al 48 0,720

Tryptophane  seul a8 0,699 0,001 0,018
n 4 labrafit | 48 0,450 0 0,011
" + W1 48 0,671 % 0,21 2,27

TV eau,g.a. 5i 24 0,761

Tryﬁtophane seul 24 0711 0005 0023
“ + lahrafil 24 0460 0,007 0,018
" L XQI 24 0,682 088 3,15

#* mort d'un animal

Tableau I'X
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ELIMINATION URINAIRE CUMULEE DE LA SEROTONINE

chez le rat pretraite au tryptophane
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- Acide hippurique

Nous n'avons pas observé de différence significative entre
les Rats témoins et les Rats traitéds dans 1'excrétion de 1'acide hippu-
rique aprés 3 ou 6 mois d'intoxication & faible ou forte dose.

Nous avons effectué, le test de STUDENT pour comparer les va-
leurs moyennes des excrétions urinaires de 1'acide hippurique aprés

3 mois d'intoxication. (tableau n° XII).

Nous obtenons pour la faible dose comparde au témoin une va-

leur de t = 0,98.
Pour la forte dose t = 0,05.

Le nombre de degrés de liberté est de 12 dans lies 2 cas. La table

de STUDENT nous donne un "t" égal & 2,18 pour une probabilité de 95 %.

Dans les 2 cas les moyennes observées ne sont pas significa=

tivement différentes de la population témoin.

- 5«hydroxyindoles

% Excrétion chez les animaux témoins aprés 3 mois (tableau

n° Xr)

Nous observons que cette élimination (figure n° 15) est un
phénoméne cycliyue dont la période se situe aux environs de 24 heures.
Le maximum se trouve entre 9 et 15 heures et le minimum entre 3 et

6 heures. Ce phénoméne est & rapprocher de deux faits connus.

~ HARDELAND R. et col., 1969 (43) chez le Rat, puis RAPORORT
J.M, et col., (83] chez la Souris démontrent le rythme circadien de la
tryptophanepyrrolase.



ELIMINATION URINAIRE DE L'ACIDE HIPPURIQUE CHEZ LE RAT

aprées 3 mojis d'intoxication par inhalation

Icumutée on mg /kg

Etude sur une semaine Mercredi Jeudi Vendredi Samedi Dimanche Lundi ‘ Mardi Moyenne
Ecart type
Valeur 554
Journaliere TB 345 389 529 458 152 35,5 105 + 260
en mg kg—1J""
45)
, , Faible Dose 282 385 49 99 4y 549 528 + 99
*t=098
547
, Forte Dose 250 509 400 194 363 462 105 r218 ‘
*t =005 ,
Valeur T8 345 134 1263 1721 2413 2828 3788

, Faible Dose 282 667 1086 1636 2080 2629 3157
, Forte Dose 250 759 1159 1953 2316 2118 3828 !
|
L X -
t=testdss. Tableau Xil



ELIMINATION URINAIRE DES 5-HYDROXYINDOLES CHEZ LE RAT

apres 3 mois d'intoxication par inhalation

Etude sur une semaine Moercredi Joudi Vendredi Samedi Dimanche Lundi Mardi Moyenne 1
Ecart type
Valeur 0,490
Journaliere TB 0505 0622 0482 0576 0544 0320 0384 +0
1 =1 ! ' ' ) - 0,'06
en mg kg-'J
. 0542
" " Faible Dose 0,680. 0311 0725 0499 0613 0423 0545 + 0,145
*t=0,766
0797
" " Forte Dose 1068 1325 0833 0,764 0427 0466 0698 + 0319
*t=242 |
ﬁ
Valeur TB 0505 1127 1609 2185 2729 3049 3433
Cumulee en mg /kg '
" M Faible Dose 0680 09 91 1716 2215 2828 3251 3796
" " Forte Dose 1068 2393 3226 3990 44117 4883 9581
Tableau X| 2
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- COSTIL J. et col. en 1973 (22) montrent que 1'élimination
du 5-hydroxyindole acétate chez 1'Enfant suit un rythme nictéméral. .
L'élimination est élevée entre 8 et 20 heures, puis elle diminue de

moitié entre 20 et 8 heures.

Comme lors de notre étude en intoxication aigué, chez les Rats
témoins 1'élimination urinaire des 5-hydroxyindoles est linddire en
fonction du temps en prenant comme base 24 heures (figure n®° 16). Le
coefficient de corrélation pour cette droite est de : R = 0,9954. Le

calcul de la régression linéaire nous donne 1'équation suivante :
y = 0,491 x + 0,127.

* Excrétion des 5-hydroxyindoles aprés trois mois d'intoxi-

~cation
- Dose faible (figures n° 16 et 17)

Nous owservons une légére augmentation en fin de semaine, le
vendredi. Le tableau n°® XI nous donne la valeur moyenne de cette élimi-
nation ainsi gue la valeur du test de STUDENT par rapport aux témoins
t = 0,766 pour 12 degrés de liberté. La table de STUDENT nous donne une
valeur de "t" de 2,18 avec une probabilité de 95 2. Les 2 échantillons

observés ne sont donc pas significativement différents.

-~ Dose forte (figures n° 16 et 18)

Pendant le dimanche et le lundi cette élimination est identi-
gque a celle des témoins. Elle s'accroit ensuite & partir du mardi tout
au long de la semaine jusgu'au vendredi. Si nous effectuons la moyenne
des valeurs journaliéres (tableau n° XI) et que nous comparons cette
valeur a celle de. témoins, nous obtenons une valeur de "t" = 2,42. Les
2 échantillon: observés sont cette fois significativement différent®
2,42 > 2,18. L'élimination ayparait en général dés la fin de 1'intoxi-

cation et avec une journée de retard.
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ELIMINATION URINAIRE CUMULEE des 5-HYDROXYINDOLES sur 7 jours chez Ie rat
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ELIMINATION URINAIRE des S-HYDROXYINDOLES chez le rat
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ELIMINATION URINAIRE des 5-HYDROXYINDOLES chez le rat
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* Excretion des 5-hydroxyindoles aprés 6 mois d'intoxication
_yaroxy ll

- Dose forte : nous observons une aucmentation de 1'élimina-

tion urinaire des 5~hydroxyindoles (figure n° 19).

L'aghénylindole en intoxication chronique par inhalation chez
le Rat entraine : une élimination urinaire accrue et cycligue des
5-hydroxyindoles & la forte concentration. Cuant & l'élimination urinaire
de l'acide hiprurique, il est trés difficile de conclure. La dispersion

obtenue d'un jour a 1'autre, méme chez les témoins est beaucoup trop

Importante.
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CHAPITRE II

DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS



DISCUSSIONS et CONCLUSIONS

~ _Etude sur le Lapin

L'excrétion des noyaux indoles urinaires apparait beaucour
plus elevée que la guantité de toxique  inhalé, méme si une rartie sup-
plémentaire de toxigue est incérée par la voie rer os. Ces noiaux in-
doles proviennent selon toute vraisemblance bour une part d'un metabo-

lisme endoyéne perturbé : probablement le métabolisme du tryptorhane.

~ FEtude chnez le Rat

1°) Intoxication aigué

Bilan sanguin

Seule la baisse de la cholinestérase sériqgue est & noter.

Excretions urinaires

L'élimination urinaire de 1'acide hippurigue au premier jour

apres 1'administration d'ophénylindole est multipliée par 3 environ

quelle gue soit la dose administrée.



L'élimination des 5~hydroxyindoles est multipliée rar 9 pour

les doses de 250 et 500 mg/kg et par 15 pour la dose de 1.000 mg/kg.

Nous remarcuons que le taux de ces composés revient & la
valeur normale apres 3 ou ¢ jours, il v a donc une régulation qui in-
tervient. Ceci est probablement du au taux d'aphénylindole sanguin,
yul apres 3 ou 4 jours doit étre trés faible (voir IIIéme partie -

cinétigue sanguine).

Pour la dose de 1.000 mg kg—l, nous observons une élimination

supérieure aux 2 autres.

Remarquons qu'aprés une injection unique d'ophénylindole le

taux de mortalite est le suivant :

1 mort sur 3 animaux au ler jour & la dose de 1.000 mg/kg;

I mort sur 3 animaux au 6éme jour & la dose de 500 mg/kg.

Apres une injection de tryptophane (1.000 mg/kg), nous obser-

vons 3 faits dans les 5 heures gui suivent.

- Une élimination accrue de 1'acide hippuricue et des

5-hydroxyindoles urinaires.

- Aucune augmentation de 1'élimination de la sérotonine.
é_pgyrg§;a2£§§ : nous injectons de 1'aphénylindole (500 mg/kg). Nous

observons :

- une augmentation de 1'élimination de 1'acide hippurigue

urinaire plus breéve gue lors de 1'injection de l'aphénylindole seul;
- une augmentation moins importante des 5-hydroxyindoles;
- une augmentation de l'élimination de la sérotonine uri-

naire, sensiblement identique & celle de l'ophénylindole seul & la

méme dose.

10
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= Un taux de mortalité superieur a 1'uphénylindole seul pour

la méme dose.

L'injection de tryptophaune (1 000 mg/kg) aucmente donc .la

toxicité de 1'uphénylindole.

Le prétraitement au tryptophane active la tryptophane pyrrolase
(voir IIéme partie) et aucrente ainsi la meétabolisation vers la voie de la
cynurénine. Ce qui retarde et diminue la sortie vers la voie des 5-hydro-

xvindoles.

2°) Intoxication chronigue

Le taux de tryptophane libre aprés intoxication & 1'aphényl-
indole dépend d'une part de la dose de toxigue inhalée et, d'autre
bart, de la concentration normale de tryptophane 1ié dans le sérum

(voir tableau n®° XV). Celle-ci varie beaucoup d'une espéce a 1'autre.

Exemples : Rat et Souris ~ 18 ug/ml - Cobaye ~ 11,3 pg/ml -~
Hamster ~ 7,3 uwg/ml - Chat ~ 5,8 Ug/ml d'aprés BADZWY A.A.B. et EVANS M.,
1976 (6).

Faible dose : Légére action de 1'aphénylindole sur le méta-~
bolisme du tryptophane en fin de semaine. Probablement & partir du
moment ou les sites libres de 1'albumine sont saturés par 1'ophénylindole

(voir IIéme partie, chapitre I).

Forte dose : Les sites libres de 1'albumine sont saturés par
1l'aphénylindole en 24 h.. En effet 1l'augmentation de 1'élimination uri-
naire des métabolites du tryptophane (5-hydroxyindoles) apparait avec un

retard de 24 L. par rapport au départ de 1'intoxication.



CONCENTRATION DE TRYPTOPHANE DANS LE SANG ET LE FOIE

HOMME RAT FOIE PLASMA ou SERUM REFERENCE
ng g-! pg mi=1
Tryptophane Libre Typtophane Total
m o m to N m + G N
o 10,23 0,46 1,72 0,08 8 18,27 0,84 8 6
o 13,1 22 225 21 25
o 16,8 29
o 1713 037 21 17,08 317 21 11
o 139 0,07 26 12,4 0,30 26 21
° 11,0 13 25
o 212 0,67 16 1115 3.81 16 33
o 3,07 0,53 9 13 298 9 35

G = ecart typs

Tableau XV

N = nombre de valeurs

el
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Nous observons :
1 - une augmentation de 1'élimination des 5-hydroxyindoles urinaires.

2-
sion trop importante). Lors de 1'intoxication chronique, 1'action du

pas d'augmentation significative de 1'acide hippurique (disper-

tryptophane au niveau de la phénylalanine hydroxylase est probablement

- moins importante que lors d'une intoxication aigué. (taux de trypto-

phane libre plus faible).



II"™ PARTIE

ACTION DE L =<~ PHENYLINDOLE
SUR LE METABOLISME DU TRYPTOPHANE
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ETUDE DE L’ INHIBITION
DE LA MONOAMINE OXYDASE



CHAPITRE I

ACTION DE L< PHENYLINDOLE
SUR LE METABOLISME DU TRYPTOPHANE



ACTION DE L'oaPHENYLINDOLE

SUR LE METABOLISME DU TRYPTOPHANE

Le tryptophane dont la source principale est constituée par
l'alimentation, subit deux destinédes principales, DREUX C. et DELAUNEUX
B., 1964 (32). La plus importante normalement 90 % est constitude par

la synthese des protéines, le reste est dégradé selon 4 voies (fig. 20).

2 voies mineures : 1'une vers 1'indole acétate via la trypta-
mine, l'autre vers 1'indole lactate via 1'indole pyruvate. Ces composés
indoliques sont produits au niveau des tissus, mais une source importan-
te apparait au niveau des bactéries intestinales, WEISSBACH H. et col.
en 1959 (108).

2 voies principales : la plus importante conduit & la cynuré-
nine et au-dela aux acides cynurénique, xanthurénique et nicotinique et

& l'acétyl Co A (75 % de la voie catabolique).

La deuxieme voie conduit & la sérotonine qui est transformée
en différents composés (1l'’acide 5-hydroxyindole acétique, la 5-méthoxy-
tryptamine et la N-acétylsérotonine). Nous étudierons plus précisément
ces 2 voies du catabolisme du tryptophane, qui sont les plus importantes

(cynurénine et sérotonine).
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I.1 Etude du métabolisme du tryptophane

1°) Voie de la cynurénine
Cette voie métabolique est trés importante, elle permet d'une
bart la détoxification du tryptophane-et d'autre part la biosynthése de

N.A.D. via 1'acide nicotinigque, SCRIVER C.R. et ROSENBERG L.E., 1973

(94).

Le premier enzyme qui intervient au départ de cette voie est :
la tryptophane pyrrolase (E.C. 1.1.3...).{L. tryptophane oxygéne 2-3

oxydo réductasel.

C'est un enzyme du cytosol hépatique dépendant de 1'héme, qui
catalyse la conversion du L. tryptophane en formylcynurénine. Il est trés
Important, notamment parce qu'il agit sur la concentration libre du
tryptophane sérique. Nous avons réalisé une étude bibliographique de cet

enzyme, en décrivant toutes ses spdcifications.

Spécificités : KNOX W.E. et MEHLER A.H., en 1950 (53) indi-

guent sa spécificité avec certains dérivés du tryptophane.

Avec l'acétyltryptophane aucune amine n'est formée. La tryp-
tamine, 1'acide indole 3-acétique, 1'acide indole 3-propionique,
l'acide indole 3-butyrique, le scatole, 1l'oxindole et 1'isatin sont

tous inactifs.

Différentes formes : la tryptophane pyrrolase existe sous

trois formes.



inactive active
Apotryptophane + tryptophane Holotryptophane pyrrolase
—
byrrolase + hématine réduite
+ L. tryptophane - L. tryptophane

d'apres KNOX W.E. et .
PIRAS MM., 1966 (56) Holotryptophane pyrrolase

‘ oxydée

inactive

*

Dans les essais in vitro pour doser 1'ensemble de 1'holo

enzyme, KNOX W.E. et OGATA M., 1965 (55), puis KNOX W.E. et PIRAS M.M.,
en 1966 (56) ajoutent de 1'acide ascorbique comme agent réducteur pour
obtenir 1'holo enzyme sous sa forme active. BADAWY A.A.B. et EVANS M.,
1976 (6) recherchent les différentes formes de tryptophane pyrrolase
chez différentes espéces animales. Toutes les espéces testées présen-
tent une activité due 4 1'holo enzyme (Rat, Souris, Porc, Chat, Cobaye,
Hamster, Mouton, Lapin, ...). Parmi ces'espéces, certaines possédent
une activité due a 1'apo enzyme (activité plus élevde en présence d’'hé-
matine), nous trouvons notamment le Rat, le Porc et probablement 1'Hom-
me. Par contraste BADAWY A.A.B., en 1977 (5] précise qu'il n'y a aucune
activité apo-enzyme tryptophane pyrrolase chez le Cobaye, le Hamster,

le Chat, le Lapin et le Mouton.

Localisation :

KNOX W.E. et MEHLER A.H., en 1951 (54) précisent que la tayp-

tophang.pyrrotase est localisde au niveau hépatique.

11
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Activation :

SCHIMKE R.T. et col., en 1965 (92) décrivent deux types

d'activation de la tryptophane pyrrolase :

- bpar les corticostéroides, qui augmentent la vitesse de
synthése de 1'enzyme (apo enzyme);
- par le tryptophane, qui stabilise 1'holo enzyme et qui

diminuerait sa vitesse de dégradation.

BADAWY A.A.B., en 1977 (5) cite un autre mode d'activation

chez le Rat par le cofacteur de 1'enzyme, 1'héme.

Les espéces, qui ne possédent pas d'apo enzyme, sont plus
sensibles & la toxicité du tryptophane, car chez elles le mécanisme
d'induction hormonale de la tryptophane pyrrolase (apo enzyme) hépa-

tigque est absent (6).

De nombreux travaux ont été effectués pour étudier 1'activa-
tion de la tryptophane pyrrolase surtout chez le Rat (49, 85, 50, 76,
51).

Une activation du méme type que celle du tryptophane peut
étre obtenue par certains composés (ex.: salicylate) qui déplace le
tryptophane de son site de liaison & 1'albumine. BADAWY A.A.B. et
EVANS M., en 1974 (7) obtiennent une activation de la tryptophane pyr-
rolase chez le Rat avec une dose de 400 mg kg'1 de salicylate. Ils mon-
‘trent également qu'une dose non activante de 200 mg kg'l de salicylate
rend une dose inactive de tryptophane 50 mg kg-1 capable d'augmenter

1'activité de la tryptophane pyrrolase.
Rythme circadien :
HARDELAND R. et RENSING L., en 1969 (43) montrent, le rythme

circadien de la tryptophane pyrrolase hépatique chez le Rat et les va-

riations obtenues lors de 1'induction de 1'enzyme par 1'hydrocortisone



ou son substrat.

RAPOPORT J.M. et col., en 1966 (83) déterminent le rythme

circadien de la tryptophane pyrrolase hépatique chez la Souris.

Inhibition :

BADAWY A.A.B. et EVANS M., en 1976 (6) obtiennent une inhi-
bition de la tryptophane byrrolase (holo enzyme) hépatique de Rat IN
VITRO avec le 2,2-pyridyl et le salicylate.

BADAWY A.A.B., en 1977 (5) démontre 1'inhibition de 1'apo
énzyme hépatique de Rat.

a) 1IN VITRO
par N.A.D.P.H» inhibition N.A.D.P.
réversible
et N.A.D.Hp par N.A.D.
b) IN VIVO - (administration chronique)
éthanol
phénobarbitone augmente la concentration
morphine de N.A.D.H, et N.A.D.P.H,
nicotine

Le méme auteur (5), en 1977, étudie 1'action des substrats
de la glycine acyltransférase sur la tryptophane pyrrolase (apo-enzyme)

hépatique de Rat.

Prétraitement :

Les animaux adrénalectomiséds recoivent le benzoate ou le

P. aminobenzoate par voie orale dans 1'eau bidistillée a raison de

19



lg kg‘1 de poids corporel. Le traitement est le suivant : injecter

3 heures aprés par voie "intrapéritondale" duy tryptophane (500 mg kg'l)
ou du salicylate ( 400 mg kg‘l) . Les animaux sont sacrifids 1 heure
apres cette injection. Les résultats sont présentés dans le tableau

bage suivante.

Les substrats de la glycine acyltransférase diminuent 1'acti-
vité de la tryptophane pyrrolase (holo-enzyme). Ceux-ci diminuent le
pbool de glycine libre pour la 5-aminolévul inate synthetase, qui intervient
lors de la biosynthése de 1'héme. Celle-ci est nécessaire pour activer

la tryptophane pyrrolase (apo~-enzyme).

LABRIE F. et KORNER A., en 1968 (62), puis SATO . et
MARUYANA M., en 1572 (89) montrent gue le "turnover” de la tryptophane
byrrolase est rapide. D'une part la synthése de la tryptophane byrrolase
(apo-enzyme) est plus rapide que celle des autres protéines. D'autre
part, la vitesse de dégradation est €calement rapide dans les conditiéns

de base.

Toxicité du tryptophane :

HORITA A. et CARINO M.A., en 1970 .(45), BADAWY A.a.B. et
EVANS M., en 1974 (7) et BADAWY A.2.B., en 1977 (5) étudient la toxi-
cité du tryptophane. En absence de régulation hormonale de la trypto-
phane pyrrolase, 1'acide aminé serait métabolisé par d'autres voies
dont les produits seraient toxigues. Notamment par la voie des 5- hydroxy-
indoles, un des métabolites responsables de la toxicité du tryptophane
serait la sérotonine. Cette toxicité serait augmentée en traitant les
animaux avec un composé inhibiteur de la monoamine oxydase. Elle dimi-
nue lorsque les animaux sont traités avec la P. chlorgphénylalanine,

qui est un inhibiteur de la tryptophane hydroxylase.



cynurénine formée y mol. h~! g~! de foie
prétraitement eau benzoate P. aminobenzoate
Activité Activité Activité
traitement
holo enzyme totale " holo enzyme totale holo enzyme totale
néant 3,0 0,2 6,6 * 0,6 1,8 £+ 0,1 5,9 £t 0,4 1,9 + 0,1 6,7 + 0,4
tryptophane 13,5 +0,7\) 16,5 £ 0,9 9,6 + 0,6 18,6 £ 0,6 9,1 % 0,4 17,5 + 1,1
salicylate 7,7 0,8 11,7 + 0,7 5,3 +0,3 12,0 t 0,5 2,9 + 0,1 10,2 * 0,6
Moyenne * écart type . (d'apres EADAWY A.Z.EB. (5).)
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Régulationset fonctions de la tryptophane pyrrolase hépatique

chez le Rat (4)
L'enzyme est régulé par cing mécanismes :

- hormonal : induction par les glucocorticoides
- activation par le substrat

-~ stabilisation par le substrat

- activation par le co facteur (héme)

= Inhibition "feed back" par N.A.D.H, et N.2.D.P.H,

Les fonctions possibles sont :

- détoxification du tryptophane

- régulation du taux de tryptophane libre sérigue

- synthése de N.A.D.

C'est donc un enzyme treés important du métabolisme du tryp-

tophane.

2°) Voie de la 5-hydroxytryptamine (serotonine)

Le long de cette chaine métabolique deux enzymes sont impor-

tants pour notre étude.
a) La tryptophane hydroxylase (E.C. 1.99.1.4.).

b) La mono-amine-oxydase (E.C. 1.4.3.4.) que nous étu-

dierons plus en détail lors du chapitre suivant.
Tryptophane hydroxylase :
D'aprés LOVENBERG W. et col., 1968 (65) et GREEN A.R. et col.,

1976 (39) la tryptophane hydroxylase est l'enzyme limitant la voie de

métabolisation de la sérotonine.
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Propriétés de 1'enzyme de Rat

cerveau foie

' pH optimum 7,5 7,4

Km tryptophane 3 1074 2 10-3

Km cofacteur 3 1075 2 1074

Ki phénylalaninel 3 10~% 2 1074

d’aprés LOVENBERG W. et col., 1968 (65).

Le co-facteur nécessaire & la réaction enzymatique est iden-

tigue & celui de la phénylalanine-hydroxylase (tétrahydrophtérine).

Localisation : d'aprés LOVENBERG W. et col., 1968 (65)

Activité spécifique : n moles/mg protéine et par h.

Espéces Organes Act, spécif. . )
Rat cerveau 0,060
Rat foie 0,008
Rat rein 0,017
Rat glande pinddle 0,53
Rat muqueuse intestinale - < .0,002
Lapin cerveau 0,058
Homme blaquettes . 0,050
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Inhibition par les composés suivants :

- Pp. chlorophénylalanine
LOVENBERG W. et col., 1968 (65)
- Phénylalanine

~ Sérotonine "yeed back" BARCHAS J. et col. (9)

Nous pouvons donc penser qu'il y a une relation directe entre
la tryptophane hydroxylase, le taux de tryptophane libre et de phényl-
alanine sérigue. Pour réaliser une étude compléte in Vivo sur les diffé-
rentes voies métaboliques du tryptophane, nous avons utilisé cet acide

1l+C soit sur le carbone 3, soit sur le carbone 2. Le

aminé marqué au
composé marqué sur le C3 est le traceur des 4 voies métaboliques, (fi-
gure n° 20) alors que le C, est éliminé dés la premiére étape de la

voie de la cynurénine.

I.2 Technique de séparation des métabolites du tryptophane

Toutes les techniques de séparation des métabolites urinaires
du tryptophane sont basédes sur la chromatographie., MORRIS K.M. et MOON
R.J., en 1973 (70) préconisent d'utiliser la chromatographie bidimen-
tionnelle sur plaque. Nous avons préféré utiliser une technique de
chromatographie sur colonne, qui posséde un pouvoir de résolution supé-
rieur pour ces composés. Ce type de séparation a été utilisé par plu-

sieurs auteurs, qui décrivent des méthodes différentes.

'MORRIS K.M. et MOON R.J. (70) utilisent du D.E.A.E. cellulose
comme phase fixe, mais ils recommandent une deuxiéme séparation par

chromatographie sur plaque pour séparer chague fraction obtenue.

CHEN N.C. et GHOLSON R.K., en 1972 (17) préconisent d'utiliser
2 colonnes de D.E.A.E. cellulose sous différentes formes (amine et for-

miate).

CHILCOTE D.O. et MROCHEK J.E., en 1972 (18) décrivent une

technique qui nécessite 2 colonnes connectées. La premiére contient une



résine anionique et la seconde une résine cationique. Les auteurs pré-

sentent la séparation de 6 métabolites.

Nous avons préféré utiliser la méthode de BAKRI M. et CARLSON
J.R., en 1970 (8). C'est une séparation par chromatographie sur colonne,
qui utilise comme support du séphadex Q.A.E. A 25. Avec une colonne
unique de séphadex, nous obtenons une excellente séparation de 16 méta-
bolites du tryptophane. Par rapport aux techniques précédentes, le
séphadex a une double action :

- séparation par filtration

~ séparation par échanges d'ions.

Le séphadex est utilisé sous la forme Cl~, La tryptamine et
la sérotonine ne sont pratiquement pas séparées. Les auteurs préconi-
sent d'utiliser une deuxiéme colonne de carboxyméthylcellulose sous
forme Nat pour séparer ces 2 composés, si nécessaire. Nous utilisons

uniquement la premiére colonne.
Technique utilisée :
. Jlongueur de la colonne : 50 cm.
. Diamétre intérieur de la colonne : 10 mm.

. Température : 4 °C.

Le séphadex Q.A.E. A 25 est lavé, puis gonflé avec du tampon
Tris HCl 0,05 M pH 7,9.



Elution
Durée en Solution Composés élués
heures
1h Tris HCl 0,05 M basiques
: pH 7,9 et amphoteéres
Tris pH 7,9 + gradient
2 h. lindaire de O &4 0,15 M
de Na Cl
Acides
Tris pH 7,9 + gradient
2 h. linéaire de 0,15 & 1,5 M
de Na Cl1

. Longueur d'onde : 280 nm.

. Débit de 1'éluat : 150 ml/h.

Injection : 250 Ul d'urine + 250 ul

du mélange des métabo-~

lites ci-dessous (50 ug de chagque). Ceci afin de mieux les identifier

lors de la mesure de 1'absorption a 280 nm.

Mélange de métabolites : sérotonine, tryptamine, cyrunénine,

tryptophane, 5-hydroxytryptophane et 1l'acide 5-hydroxyindole acétique.

La mesure de la radiocaactivité de chaque fraction a été réa-

lisée par comptage en scintillation liquide. La correction de QUENCHING

est effectuée a 1'aide d'un standard externe.
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I.3 Expérimentation animale

Animaux : Rats E.O.P.S., origine SPRAGUE-DAWLEY, sexe : mdle,

poids : 220 g.
Nous formons 4 lots de 2 animaux par "randomisation". Les
4 lots sont placés dans 4 cages & métabolisme. L'urine est collectée
pendant les 5 premiéres heures gqui suivent l'injection de tryptophane.
Tryptophane utilisé :

D.L. tryptophane marqué au e (c.E.A.)

a) marqué sur le Cp, réf.: CCM 145
activité spécifique 17,5 y Cie ='1 m Mole.

b) margqué sur le C3, réf.: CCM 305
activité spécifique 25 u Cie = 1 m Moléd.

DOSE : 50 u Cie par Rat.

aphénylindole : dose 100 mg kg 1

véhicule : sérum physiologique (suspension)

Lot 'n° 1 2 3 4
lére sérum ) , sérum .
injection physiologique aphénylindole physiologique aphénylindole
I.P. 9 h.30 1 ml/100 g 100 mg/kg 1 ml/100 g 100 mg/kg
2éme tryptophane tryptophane tryptophane tryptophane
injection lic, l4c, 4e, he,
I.P. 10 h. 50 u cie/rat | 50 w cie/rat | 50 w cie/rat | 50 w Cie/rat




I.4 Résultats et Discussions

a) Etude du métabolisme du tryptophane

Sur les figures (n° 21, 22, 23 et 24) qui représehtent les
résultats de 1'élimination urinaire des métabolites du tryptophane, le
trait plein montre 1'absorption & 280 nm et l'histogramme hachuré la
mesure de la radioactivité de chaque fraction rapportée au volume d'urine

éliminée pendant 5 heures sur la quantité injectée.
+ figure n° 21 : animaux témoins tryptophane ;”C3 (lot n° 1).

# figure n° 22 : animaux témoins tryptophane I"CZ (lot n° 3).

+ figure n® 23 animaux traités aphénylindole tryptophane 1"’C3(lot ne° 2)

+ figure n° 24 animaux traités ophénylindole tryptophane I“CZ (lot n°® 4)
L'étude comparative de ces 4 figures nous montre gque, dans les
5 heures qui suivent 1'administration de 1'aphénylindole, le métabolisme

du tryptophane est augmenté.

- Voie de la cynurénine

Aprés traitement & 1'aphénylindole, la quantité de métabolites
urinaires de la voie de la cynurénine est multipliée par 4. (tableau
n°® XVII). Elle passe de 128 u Moles chez les témoins a 488 u Moles
chez les traités. Cette forte augmentation est principalement due a
trois métabolites du tryptophane (A - B - C), (figure n° 23). Ceux~ci
sont déja présents en quantité beaucoup plus faible chez les animaux

témoins (figure n° 21).



ELIMINATION URINAIRE DES METABOLITES DU TRYPTOPHANE ¢

pendant les 5 premieres heures apres I'injection

Tryptophane C ; Tryptophane c§ Tfyptopllnne’c; Tryptophane c§
Lot N2 Temoins Traites of ¢ { Temoins Traites « ¢
1 2 3 ’ 4
Injection
aux 2 rats 222 000 000 222000 000 170630000 202625 000
D.PM.
Quantite de
Tryptophane 4000 4 000 4490 5330
injecte p Moles
Volume d'urine
en ml 17 48 16 11
Activite totale
de l'urine 13552 400 37920 000 4400000 7391000
D.PM.
Excretion des
Metabolites radioactifs
en j Moles 244 683 116 195
E xcretion des Metabolites
radioactifs de la voie
de la cynurenine 128 488
seule en p Moles
Activitede l'urine
Activite injectes 6,1% 171% 26% 36%
%
Activite injectee
sur la colonne 3157000 1681 000 761500 1226000
DPM.
Somme des activites
des eluats 3146 000 1785000 569000 1066000

D.P.M.

wobhiaamss WYMHMIE




Le métabolite A est un métabolite neutre ou amphotére, il est
élué entre la sérotonine et la cynurénine. Il peut étre identifié comme
un dérivé de la cynurénine, (3-hydroxycynurénine, N-acétylcynéruriine,.

cynurénine-0O-sulfate).

Le métabolite B est un métabolite légérement acide, il est
élué aprés le 5-hydroxytryptophane et juste avant l'acide picolinique,
il s'identifie peut-étre comme un dérivé de 1'acide nicotinique (nico-

tinanide).

BAKRI M. et CARLSON J.R., en 1970 (8) ne citent pas ces deux

métabolites, lors de la mise au point de leur technigque.

Le métabolite C est identifié comme 1'acide guinolinique.

- Métabolites de la voie des 5-hydroxyindoles et des

voies mineures

L'excrétion de ces métabolites est légérement augmentée. Nous
retrouvons chez les animaux traités tous les métabolites présents chez
les témoins. L'élimination de ces composés margués est de :

116 y Moles = témoins
195 u Moles = traités.
Ce qui nous donne un facteur de 1,5 environ (tableau n°® XVII) pour

les animaux traités par rapport aux témoins.

- Etude comparative des métabolites urinaires chez la

Souris et chez le Rat

MORRIS K.M. et MOON R.J., en 1974 (70) étudient chez la Sou-
ris 1'élimination urinaire des métabolites du D.L. tryptophane marqué
au 1% sur le cycle benzénique. Les urines sont recueillies durant les
5 heures qui suivent 1'injection. Dans une seconde expérience, les

auteurs injectent également une surcharge de 20 mg de L tryptophane.

9%
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Les métabolites urinaires de la voie de la cynurénine chez
la souris qui ont été identifiés sont : la cynurénine, la 3-hydroxy-
cynurénine, 1'acide cynurénique, l'acide xanthurénique, la cynurénine-
O-sulfate et la N-acétylcynurénine. Ceux de la voie de la sérotonine
sont : 1'’acide 5-hydroxytryptophol-0O-glucuronide, le 5 H.I.A.A.-O-
glﬁcuronide. Une partie des métabolites urinaires ne sont pas identi-

fids. Le tryptophane lui-méme est éliminé au niveau urinaire.

sour1is (70) RAT
Témoin | Surcharge Témoin | aphénylindole
métabolites totaux
de la cynurénine 35,3 31,4
. 52,4 71,4
autres métabolites 15,4 18,6
métabolites totaux
de la sérotonine 14,0 9,5
47,5 28,5
tryptophane 27,7 36,6

Les résultats sont exprimés en pourcentage relatifs. Nous re-
marquons une nette augmentation des métabolites de la voie de la cynuré-
nine chez le Rat traité a 1'aphénylindole. D'autre part chez la Souris
aprés une surcharge de tryptophane, son élimination urinaire augmente.
Chez le Rat traité & 1'aphénylindole nous n'observons pas de variation

significative du tryptophane urinaire.

b) Etude de la liaison de 1'ophénylindole & 1'albumine

L'étude de la liaison de divers ligands indoliques sur 1'albu-
mine a été effectuée notamment par KRASNER J. et col., en 1966 (60),
Mc MENAMY R.H. et col., en 1968 (66), PANDE C.s. et col., en 1974 (77).

Tous ces ligands possédent le méme site de liaison sur 1l'albumine.



- Dans une premiére manipulation in vVivo chez le Rat, nous
avons mesuré le taux de composés marqués lids aux protéines sérigues;
aprés une injection de 100 u Cie d'aphénylindole par voie intrapérito-
néale. Le sang est prélevé sur héparine 30 minutes aprés 1'injection.
Les valeurs sont exprimées en pourcentage de l'activité totale dans le
sang. La précipitation des protéines a été effectuée avec le sulfate

d'ammonium (solution saturée).

Les pourcentages retrouvés dans les différentes fractions

sont les suivants :

. Hématie : 6,8 %

. Solution de lavage des hématies : 11,5 %

. Plasma total : 82 %

. ophénylindole et métabolites 1liés aux protéines du

plasma : 79 %.

La plus grande partie des composés radioactifs se trouve

donc liée aux protéines.

- Dans une seconde manipulation, la capacité de liaison aux
protéines sériques de Rat vis-a-vis du tryptophane a été mesuréde in
vitro & 1'aide de la dialyse & 1l'équilibre et de tryptophane marqué

au 1I+C.

Les conditions de la dialyse sont les suivantes :

. ph 7,4

. température : = 20 °C

. membrane : imperméable aux molécules ayant un P.M. supé-
rieur & 5 000

. temps d'éguilibre du tryptophane : 2 h. 30

. sérum dilué au 1/3 avec du tampon.
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Traitement des animaux : Rats

Les animaux regoivent 1'ophénylindole par injection I.P. en
suspension dans un mélange sérum physiolog¢icue + éthanol. L‘étude a été réa-
lisée avec 3 doses différentes (5,50, 300 mg/kg). Les animaux sont sa-
crifiés & 5 minutes, 4 heures et 24 heures aprés'l'injection. Le sérum
est ensuite prélevé, dilué au 1/3 v/v avec du tampon phosphate pH 7,4.

La dialyse a 1l'équilibre est ensuite effectuée en présence de trypto-

phane ll’Cz.
Exploitation des résultats :
Si nous tracons la courbe ({ig. 2C bis) y=Ff (x) d'aprés

SCATCHARD G., 1949 (90) ou

Tryptophane 1lié

Tryptophane libre

®
I

Tryptophane lié

Nous obtenons une hyperbole qui peut se décomposer en 2 droi-
tes asymptotiques. Ceci nous montre que le tryptophane posséde aux

moins 2 types de liaisons au niveau des protéines sériques :

L'une avec 1l'albumine et 1l'autre avec les globulines. Ne
connaissant pas la concentration exacte en protéines, nous ne pouvons
pas déterminer le nombre de sites. L'intersection de chaque droite avec
l'axe des x nous donne la capacité de liaison. La pente détermine la

constante de liaison relative.

Les différentes valeurs obtenues sont présentées dans le
tableau n° XVIII (capacité de liaison). Nous observons avec la protéine 1
(albumine) une baisse de la capacité de liaison, &4 4 h. pour 5 et 50
mg/kg, & 4 h. et 24 h. pour la dose de 300 mg/kg. Nous ne remargquons
aucune différence significative de capacité de liaison pour la protéine
n° 2, par contre la dispersion de cette capacité est beaucoup plus im-

portante aprés le traitement & l'aphénylindole.



(Teypt.Lie)
(Trypt.Libre)

FIG: 20 bis

ETUDE DE LA LIAISON DU TRYTOPHANE AUX PROTEINES SERIQUES

rat temoin

umM/L

(Trypt. Lie)



ETUDE DE LA CAPACITE DE LIAISON DU TRYPTOPHANE AUX PROTEINES SERIQUES DE RAT

Constante de

AP 1in vivo dose mg ke -1 5 50 300 lialson relative
Temps apres |'injoction 59 uh m 59 4h 2% 59 4h 24k
° * * ™ »
Prot N21| 419 24 256 454 4 35 38,2 390 179 155 k1= 00429
Essals N21
| prot N22| 727 157 760 613 656 638 623 569 101 k2= 0,0019
!
Prot N21| 495 391 364 513 *18,8 565 167 350 | k1= 0,0435 i
Essais N22 ‘
Prot N22| 1225 1091 1200 884 995 193 116 106 k2z 00031 {
i
. ) }
Yalsurs inférisures aux temoins (m -2 G‘]
Yaleurs Temoins 1 2 3 4
Prot N21 610 599 364 387 =49 *13 kl= 00477
Prot N22 704 844 908 194 k2= 00036

Tableau XV

66
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L'étude de la capacité de liaison de 1'albumine vis-a-vis du
tryptophane en présence d'ophénivlindole montre gu'il entre en compétition

avec le tryptophane pour le site de liaison des indoles sur 1'albumine.

Cette compétition se tradult par une augmentation du trypto-

phane libre sérique.

JACOBY J.H. et col., en 1975 (49), GREEN R.A. et col., en 1576
(39), vasouiER k. et col., en 1976 (107) et ETIENNE I'. et col., en 1976
(34) ont étudié 1'action de certaines drocues tels que le dipropylacetate
et le salicylate, ¢ui ont des actions semblables sur la liaison du tryr-
tophane a 1l'alburiine. Les rmiémes auteurs citent la relation qgui existe
entre le taux de triptophane sérique likre et le passage de la barriére

hémo—-encéphalique de cet acide aminé.

Ce taux plus €levé de triyptophane libre sérique aurait plusieurs

actions.

- Il aucmenterait probablement le taux de tryptophane au niveau

du systéeme nerveux central.

- La metabolisation du tryptcprhane au niveau péripheérique est

plus importante notamment par la voie des 5-hydroxiindoles.

- I1 aucgmente 1l'excrétion de 1'acide hippurigue urinaire. Il
acit notarment au niveau du métabolisme de la phénylalanine-tyrosine,

(tableau n° XIV).

D'a,rés STEIN il.K. et col., en 1954 (100), SCLEIRER K. et col.,
en 1954 (93), ARESTRONC M.D. et col., en 1955 (2) et CGRUMER K.O. et col.,
en 1561 (41) une partie de 1'acide hipjpurigue endogéne vient du metato-
lisnie ue la henylalanine via 1'acide phénylpyruvigue. Nous proposons ici
une iy othése de 1'action de 1'aphénylindole, qui expliquerait 1'augmen-
tation de 1'excretion urinaire de 1l'acide hippuricue. Cette action serait

due au tryjtophane. La phénylalanine hydroxylase (E.C. 1.99.1.2.) d'apres



METABOLISME DE LA

PHENYLALANINE ET DE LA TYROSINE

: Tyrosine
Phenylalanine § Phenylalanine OH { Tyrosine 1 OH
: 4 Hydroxylase 7 | Hydroxylase | OH
V 1 J: \ ‘ T > _—
CH, Gy . CHy
?"'N"}; Tyrosine CH-NH3 CH-NH3
Aminotransferase 000' coo-

Phenyllactate - coo”
————. > l
“;:%H \Phnnylpyruvato

ﬂ - _

3 4 Dihydroxyphenylalanine
P hydroxyphenylpyruvate :

‘OH
c00~ 2N
|
N
- CHz P hydroxyphenylacetate l\l.(Hz
Phenylacetate / C= ¢=0
~ 3 Foo- P coo™
"/’p\ i Benzaidehyde QHZ ﬂ' Fumarate —
\1¢) coo~ . N / -
~ coo™ R )
Glycine o l CH, - P ’
— | Acyltransferase \CHO\ oH \COO' Acetoacetate
Phénylacetylglycine Glycine Homogentisate
Acyltransferase '
Phéenylacetylglutamine &-mmem o inhibition] par le
Hippurate €—-—-— activation | Trytophane

Tableau XIV
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RENSON 5. et col., en 1962 (89) peut hydroxyler aussi bien la phénylala-
nine que le truptophane. Hais COULSON F.F. et col., en 1968 (23) préci-
sent qu'elle posséderait 2 sites réactionnels différents, 1l'un pour la
pnénylalanine, 1'autre pour le tryptophane. Elle hydroxyle la phénylala-
nine 30 fois jplus vite gque le tryptophane. LOVENBERG I/. et col., (65)
montrent ¢u'elle est inhibée en présence de tryptophane. Avec la trypto-
bnane hydroxylase, elles utilisent le méme co-facteur, la tétrahuvdro-
piitérine, c'est-elle qui limiterait l'activité de 1'enzyme. LOVENBERG W.
et col., 1968 (67) décrivent qu'elle a une forte activité au niveau du
foie et du rein chez le Rat. MILLER M.R. et col., en 1976 [69) chez le
Rat, puils PARQUER C.E. et col., en 1977 [78) chez 1'Horme, isolent 3 iso
enzymes hépatiques, qui possédent des propriétés différentes (spécifi-
cité et inhibition). Auparavant SCRIVER C.R. et ROSENBERG L.E., en 1973
k(94) avaient niontré que 1'enzyme hépatique chez ]'Homme et le Rat avait
des propriétés semblables. L'activité de 1'enzyme pour la phénylalanine
est donc plus faible en présence de guantité de tryptophane plus impor-
tante. D'aprés les mémes auteurs, guand l1'hydroxylation de la phénylala-
nine est altérée, la vitesse de métabolisation vers les voies mineures
est augmentée. LABRIE et KORNER A., en 1968 [62] décrivent 1'induction
"de la tyrosine transaninase (tableau n°® XIV) E.C.2.6.1.5. (L tyrosine-2-
oxo-glutarate-aminotransférase), gui utilise comme substrat la tyrosine
et la phénvlalanine, par le tryptophane ou par un mélange complet d'aci-

des aminés chez le Rat adrénalectomisé.

Le tryptophane a donc deux actions distinctes au niveau du

métabolisme de la phénylalanine :

1 - il inhibe la phénylalanine hydroxylase,

2 - 1l induit la tyrosine transaminase.

Ces 2 actions augmentent la biosunthése de 1'acide phényl-

pvyruvigue et par la méme voie celle de 1'acide hippurigue.

A l'aide de 1'aphénylindole margué (1"C2), apres une purifica-
tion et une mesure de la radioactivité de 1'acide hippurigue, nous avons

montré que celui-ci n'est pas un métabolite de 1'aphénylindole.

102



103

I.5 Conclusions

L'ophénylindole in vivo diminue la capacité de liaison de
1'albumine sérique vis-a-vis du tryptophane. Il entre en compétition

avec lui pour les sites de liaison indolique de 1'albumine.

L'action de 1'aphénylindole au niveau du métabolisme du
tryptophane et de la phénylalanine (figure n° 25) chez le Rat peut se

décomposer ainsi :

- Augmentation de la concentration du tryptophane libre
dans le sang par compétition de 1'aphénylindole avec le tryptophane
lié a 1'albumine.

Cette augmentation agit & 2 niveaux.

1°) Action au niveau du métabolisme de la phénylalanine
qui a pour conséquence une élévation de la quantité d'acide hippurigue

excrété dans 1'urine.

2°) Action au niveau du métabolisme du tryptophane.

Nous observons dans un premier temps pendant les 5 premiéres heures une
métabolisation plus rapide, principalement par la voie de la cynurénine
(figure n° 20). Celle-ci se traduit au niveau urinaire par la sortie de
3 métabolites, (un dérivé de la cynurénine, 1'acide quinolinique et un
dérivé de 1'acide nicotinigue), ceux-ci sont tous des intermédiaires
dans la voie de synthése de N.A.D. On retrouverait donc probablement
une synthése de N.A.D. plus importante. Celui-ci aprés réduction pour-

rait alors inhiber la tryptophane pyrrolase par "feed baék"'{S);

La biosynthése de 1'acide hippurique diminue la quantité d'héme
formée (chapitre I.l1 inhibition).Celle-ci est nécessaire pour activer la

tryptophane pyrrolase (apo enzyme).
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Pour ces 2 raisons, 1l'activation de la tryptopkane pyrrolase
serait ensuite diminuée. Le tryptophane serait alors métabolisé par les

autres voies et notamment par celle des 5-hydroxyindoles.

La toxicité du tryptophane est due pour une part importante &
la sérotonine (7], (5). Cette toxicité est augmentée en présence d'un

inhibiteur de la mono-amine-oxydase (45).

Lors d'une intoxication chroni¢ue chez 1'animal, le taux de
tryptophane serique li€ joue un réle trés important. L'ophénylindole en
intoxication chronique déplace le tryptophane de son site de liaison &
l'albumine a partir du moment ot tous les sites libres de 1'albumine
sont saturés par l1'ophénylindole. Nous avons regroupé dans le tableau n° XV,
pvage 72, les differentes concentrations du tryptorhane, dans le foie, le
sérum chez 1'Homme et le Rat, citées dans la littérature. Ces valeurs
sont voisines. Mais chez certaines especes, ce taux de truvptophane lié
est plus faible, environ 10 mg/1 (exemple : "le Cobave") (6). Par contre,

elles sont plus sensibles a la toxicité de cet acide aminé (5).



CHAPITRE I

ETUDE DE LINHIBITION
DE LA MONOAMINE OXYDASE
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ETUDE DE L'INHIBITION DE LA MONO AMINE OXYDASE

La mono-amine-oxydase (M.A.0. E.C, 1.4.3.4) catalyse la
désamination oxydative d'un grand nombre de mono-amines physiologiques,

en aldéhydes correspondants, suivant la réaction

R-CH3-NHy + Oz + Hp O — R-CHO + NH3 + Hz O

Parmi ces amines se trouvent les catécholamines, la tryptamine

et la sérotonine. Le pH optimum de cet enzyme est de 7,3.

II.1 bescription de ‘1'enzyme :

La constitution compléte de 1'enzyme est encore inconnue. Il

contient notamment un groupe flavinique ainsi que plusieurs groupes SH

libre. GORKIN Vv.z., 1973 (38).

- Localisation

Il est largement distribué dans 1'organisme BLASCHKO H, 1952
(13). Des concentrations particuliérement élevées sont observées dans

le foie (cellules parenchymateuses), le tractus digestif (épithélium

muqueux de l'intestin) et le cerveau. Le taux d'enzymes serait plus

faible dans le rein.
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ROBINSON D.S. et col., en 1968 (86) montrent une activité

M.A.O0. du plasma et des plaquettes chez 1'Homme.

Dans la cellule l'enzyme est situé pour une large part (70 %),
dans les mitochondries d'aprés HAWKINS J., 1952 (44). OUGAL B.S., 1977
(32) montre gqu'il est probablement localisé aux niveaux des membranes
intra et extra mitochondrialles. On le retrouve aussi dans la fraction

microsomale.

-~ Différentes formes de la mono-amine-oxydase

Depuis 1966, GORKIN V.Z. (37] on sait que cet enzyme peut se
pbrésenter sous plusieurs formes. De nombreux travaux sont publiés sur
ce sujet. Les différentes formes sont séparées par électrophorése sur
gel de polyacrilamide. Suivant les auteurs et les techniques utilisées
le nombre de bandes obtenues varient de 1 & 5 pour un organe identique

d'une méme espéce.

Etude du nombre d'iso-enzymes de la mono-amine-oxydase

organes | mitochondrie HOMME RAT BOEUF
Nbre de Nbre de Nbre de
bandes REF bandes REF bandes REF
3 (47)
foie -
* 5 (111) 5 (111)
il
2 (48)
* 1 (111) 2 (111)
cerveau
* 5 (20) 4 (112)
2 (76)
rein » 1 (32)
placenta * 2 (111)




Tous ces 1so enzymes présentent des propriétés spécifigues en
matiére de substrat, de pH optimum, de température d'inactivation et

d'inhibiteurs.

- Réle physiologique

La désamination oxydative par la mono amine oxydase .intervient
a plusieurs stades du métabolisme des amines biogénes catéchiques et
indoliques. Elle participe &4 la détoxification de ces amines, formées
dans le tractus gastro intestinal et synthétisdes au niveau du systéme

nerveux central ou dans d'autres organes (38).

- Inhibition

De nombreux travaux ont été publiés concernant 1'étude de
1'inhibition de la M.A.O. par divers produits. Nous citerons ici quel-
gues inhibiteurs des M.A.O. parmi les plus connus : les propargylamines,
les amphétamines, les phénylpipéridines, le sulfate de tranylcypromine,
le phosphate d'iproniaside et 1'isoniaside. Ces inhibiteurs ont été
étudiés in vitro et in vivo notamment par : ROBINSON D.S., en 1968 (26),
WILLIAMS C.H. et -col., en 1974 (110) et par WILLIAMS C.H., 1974 (109).

SHAWKY A.A. et KNOWLES C.O., en 1973 (96) étudient 1'action
de plusieurs inhibiteurs de la mono amine oxydase de foie de Rat in
vitro. Ils utilisent comme substrat la cynurénine et déterminent les

doses qui inhibent 50 % de 1l'activité enzymatique. Ces doses sont de

-7 M1

-6 .. .
5,310 N1 pour 1'isoproniaside et de 5,810 pbour la tranylcypro-

mide.

D'aprés PATEK D.R. et col., en 1974 (79), puis ROTH J. A. et
col., 1974 (87] le site d'inhibition pour des inhibiteurs tel que la

phénylhydrasine, est le groupement flavinique de 1'enzyme.
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Toutes les préparations sont inhibées par les agents chéla-
tants, ce qui suggére qu'un métal peut étre invogué dans 1'activité de

1l'enzyme. Le cuivre parait jouer un réle important bien que mal précisé.

D'aprés NOTER D., 1978 (74), scHLooTr W., 1969 (92) certains

inhibiteurs de la M.A.O. inhibent aussi la N-acétyltransférase.

II.2 Méthode de mesure de l'activité mono-amine-oxydase

Ces méthodes sont de 4 types :

. consommation d'Oj
. taux de NH3 dégagé
. quantité de substrat restant

. quantité de produit formé.

Le dosage de la mono-amine-oxydase se pratique soit: sur
1'homogénat total, sur 1'homogénat aprés une légére centrifugation,
sur la fraction mitochondriale. Il y a une treés grande différence de
sensibilité entre la fraction mitochondriale et 1'homogénat total. Il
est évident que pour réaliser une étude courante d'activité enzymatique,

1'homogénat est le mieux adapté.

a) Dosage de 1'ammoniac dégagé

Le dosage peut étre effectué selon deux méthodes :

. dans une enceinte a diffusion de CONWAY

. par colorimétrie (hypochlorite de sodium).

Cette néthode n'est pas utilisée.
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b) Mesure de la consommation d'oxygene

Cette mesure est effectuée a 1l'aide d'une électrode de
CLARCK. WILLIAMS C.H., en 1974 (109) a utilisé différents substrats.
Cette technique est relativement peu sensible et sa spécificité est

discutable.

c) Les 2 derniéres méthodes sont les plus utilisées.

Le choix de la méthode dépend en grande partie du choix du

substrat.
Les substrats utilisés sont :

- des amines physiologiques : tyramine, tryptamine, 5-hydroxy-

tryptamine, adrénaline, noradrénaline, dopamine, ... etc;

- des amines synthétiques : cynuramine, benzylamine, butyl-

amine, ... etc.

- Les techniques radio-métrigues utilisent des substrats
marqués au ll’C, on mesure la quantité de produit formé. Elles font partie
du quatriéme groupe de méthode. Les amines sont absorbées fortement sur
des résines cationiques. Plusieurs types de résines peuvent étre utili-
sées, citons 1'amberlite CG 50, la Biorex 70, la Dowex 50 W H C R et la
Dowex X 8. Les auteurs qui ont décrit de telles méthodes sont :

ROBINSON D.S. et col., 1968 (68), Jain M., 1973 (50f, ROTH J.A. et col.,
1974 (87) et DEMISCH L. et col., en 1976 f{24).

Pour celles-ci les substrats utilisés sont :



. 1'hydrobroriure de tyranine 1“C1
. le bisuccimate de tryptamine 1402

. la 5 hydroxytryptamine 1"“Cz hydrogéne oxalate

. la norépinéphrénine l4e

]

-2
. 1l'havdrochlorure d abenzylamine'lqc

. la dopamine lhe
. et la Bphényléthylamine 1”C1.

Ce sont des analyses relativement longues a affectuer.

- Le dernier groupe de technigues utilisées est basé
sur la mesure de 1'absorption ou de la fluorescence de 1'amine ou du
produit formé suivant le cas. Un des substrats les plus utilisés est
la benzylamine ou ses dérivés. Le tableau n° XX nous présente les dif-

férentes méthodes ainsi que leurs auteurs.

Nous avons utilisé la technique décrite par WESSBACH H. et
col., en 1960 (108] qui permet de suivre directement la réaction enzy-

matique a 37 °C rar la disparition du substrat & 360 nm.

PAYENDA R., en 1969 (80) préconise d'utiliser la mesure de
la formation de 4-hydroxyquinoline par la différence d'absorption de
celle-ci entre 329 et 340 nm. Cette mesure serait plus satisfaisante,

mais il est nécessaire de précipiter les protéines auparavant.

m
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METHODE DE DOSZGE DE L'ACTIVITE MONO-AMINE-OXYDASE

ABSORPTION OU FLUORESCENCE

non du méthode produit
AUTEURS
substrat de dosage dosé
venzijlamine fluorescence benzaldéhyde ZAITSU K. et col., en 1977 (113)
extraction
¢ hydroxy au toluéne aldéhyde
4 , s (o]
3 méthoxy absorption | = vanilline CHRISE W. et col., 1973 (19)
venzylamine & 345 nm
extraction
. . h , . BIDARD J.N. et col., 1972 |12
benzylamine cyclohexane benzaldehyde ‘ ’ ( )
absorption: TABOR et col., 1952 (102]
a 242 nm
extraction
P. benzylamino cyclohexane aldéhcde M.2.0. test. dans le sérum
azoBnaptol absorption coffret BIOLYON
a 500 nm
cynuramine fluorescence aldéhyde KRAJL M., en 15965 (59]
abs ti
orption WESSBACH H. et col.,
i il ] b
cynuramine directe substrat en 1960 (109]
a 360 nm

Tableau n°® XX




d) Technique de mesure de 1'activité de la mono-amine.

oxydase

d'aprés WEISSBACK et col., en 1960 (109).

- Solutions

. Solution de RINGER
. Tampon phosphate 0,05 pPH 7,4.

. Substrat = dihydrobromure de cynuramine 3 uM dans
1 ml H)O - P M = 326,1.

. Inhibiteur iproniazide P M = 277,2 concentration finale
dans la cuve 6,310 M/1.

- Méthodologie

Les animaux sont sacrifiés par décapitation sans anesthésie

préalable. Nous prélevons les organes (foie, rein, cortex) trés rapide-

ment. Ils

sont ensuite lavés dans une solution de RINGER & 4 °C, puis

homogénéisés a 1l'aide d'un appareil de POTTER, dans 1l'eau bidistillée

4 4 °c. pour 1 g de tissus ajouter 4 ml d'eau. Les homogénats sont en-

suite centrifugés a 4 °C, 15 minutes & ¢4 000 g. Ceci afin d'éliminer

les débris cellulaires et les grosses particules qui pourraient ensuite

perturber
suivie au
dative de
ment soit

subir une

la mesure. La disparition du substrat (la cynuramine) est
spectrophotometre a 360 nm et & 37 °C. La désamination oxy-
la cynuramine (I) produit un aldéhyde II, qui peut théorique-
se condenser pour donner la 4-hydroxyquinoline III, soit

oxydation ultérieure en un acide IV ou une lactame V .

(figure 26).

La 4-hydroxyquinoline n'absorbe pas a la longueur d'onde de

360 nm. Ses maximums d'absurptions se situent a 315 et 329 nm. Elle n'in-

terfére pas sur la mesure. Le coefficient d'extinction moléculaire de

3 -
la cynuramine a 360 nm est de € = 4,510 ML l. Il nous permet de calcu-

ler 1'activité enzymatique en unité internationale. ( y moles de cynu-

ramine transformée par srzmme de tissus et par heure).

13



Fig:26

9 ) 0 i
n
C-CHZ-CHZ-NHZ - C-CHZ—CHO
CYNURAMINE -—M—A—o-') \
- NHz , N \NHz
I S N ]
’ \
0
" 0
OH C—CH,~COOH "
‘ ..........
*0
H H
Y v il

& HYDROXYQUINOLINE

TRANSFORMATION DE LA CYNURAMINE SOUS LINFLUENCE DE LA MONOAMINE OXYDASE

il



Mesure de la M.A.C. in vivo

Volume de Volume de volume
FOIE substrat tampon d 'homogénat
ml ml ml
Témolin (0] 2,8 0,2
Essai 0,1 =0,3 uM 2,7 0,2
REIN Volume de Volume de Volume
et substrat tampon d'homogénat
CORTEX ml ml ml
Témoin (8] 2,50 0,5
Essai |0,050=0,15 uM 2,45 0,5
Mesure de la M.A.0. in vitro
Volume de Volume de Volume Volume
FOIE substrat tampon d'homogénat | d'inhibitéuny
ml ml ml ml
Témoin (0] 2,8 0,2
: po Extrait
Essai 0,1 2,7 0,2 témoin
Test de 2,6 0,1 >
1'inhibition 0,1 2,2 0,2 < 0,5

Le taux de M.A.O. est plus faible dans le rein et le cerveau.

ces 2 cas.

Pour compenser cette faible activité, nous avons ajouté un volume
d'homogénat plus important (0,5 ml) lors de la mesure de l'activité

M.A.O. .Parallélement un volume plus faible de substrat est ajouté dans
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II.3 Expérinentation

a) Technique d'extraction d'un métabolite hérpaticue de

1'ephénylindole

Les animaux (RATS) recoivent une dose de 4CO mg kg~!

d'aphénylindole par voie I.P. . Le véhicule utilisé est 1'H.P.M.C.

Les animaux sont sacriiiés 3 heures aprés l'injection.
L'homogénat de foie a 20 % s'effectue dans 1'eau bidistillée & 4 °C.
Aprés une centrifugation de 10 riinutes a 4 000 g, a 2 ml de surnageant
nous ajoutons 5 ml d’'éthanol absolu pour précipiter les protéines. Une
seconde centrifugation de 10 riinutes a 1 400 g est effectuée, puis le
surnageant est concentré sous vide a 35 °C. L'extrait est ensuite
chromatographié sur une plague de gel de silice MERCK a 1'échelle pré-
parative avec le solvant suivant : n butanol, acide acétique, eau
(12, 3, 5 v/v). Une tache fluorescente en relation avec l'injection de
toxigque est observée a 254 nm, le R.F. de celle-ci est de 0,66. Le foie

d'un Rat témoin ayant recu le véhicule seul est traité en paralléle

afin de réaliser un extrait témoin.

Le pouvoir inhibiteur de ce métabolite hépatique est testé

in vitro.

b) ExpéEjmentation animale
Animaux : Rats E.O0.P.S., origine SPRAGUE-DAWLEY
Sexe : ndle

Poids : 250 a 280 g

Les rats ne recoivent pas de nourriture pendant les 12 heures

qul précédent le sacrifice.
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- Activité M.A.0. 1In vViVO

Véhicule : H.P.M.C.
Voie : I.P.
Dose gphénylindole : 400 mg/kg

Sacrifice : 3 heures aprés 1'injection.

Les animaux témoins recoivent le véhicule seul sous le méme
volume. L'injection du produit ou du véhicule est toujours effectuée
entre 9 h,30 et 10 h.30.

- Activité M.A.0. in vitro

Toutes les mesures sont effectuées sur la M.A.O. du foie de

Rat non traité.

II.4 Résultats

a) Etude du k.m. de la cynuramine

Dans nos conditions expérimentales pour la M.A.0. de foie de

. .. ...=5
Rat, nous obtenons un k.m. moyen de 2,320 M. La figure 27 représente

2 droites de LINEWEAVER-BURK pour 2 homogénats différents. ROBINSON D.S.,
en 1968 (86] a étudié les k.m. d'autres substrats pour la mono amine
oxydase des mitochondries de foie de Rat, il obtient les résultats sui-

vants :



AN\
ETUDE DU KM DE LA MONOAMINE OXYDASE 1
v
Suhstra( = Cynuramine
2
V=pM/mn
s=M/L
Essais 1 Km=2,20 IIJ_5
2 Km=243 10
9 T 1 T 0 | T T T
-1 ' _g 10 _gn! -10" 10' g0’ g0t W 1
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Substrat< k.m.

Benzylamine 4,510 M

Tryptamine 4,510 M

Tyramine 6,310 M

Sérotonine 4,010 M

b) Action de l'aphénylindole (in vivo) sur la mono-

amine-oxydase de différents organes chez le Rat.

Le tableau n° XXI présente les différentes valeurs de 1'ac-
tivité de la M.A.0. chez les animaux traités et témoins. Cette activité
est mesurée sur le foie, le rein et le cerveau (cortex). Nous observons
une inhibition de 25 % pour le rein, 32 % le cerveau, 36 % le foie.
Nous avons comparé les moyennes entre témoins et traités dans les trois

cas,

Le test de STUDENT FISHER nous donne les valeurs de "t”

ci-aprés avec la probabilité P, d'étre significativement différentes.

1ng
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Etude de 1'activité de la M.A.0. chez le Rat 1in vivo

Inhibition
TEMOINS TRAITES %
Nonbre de mesures 6 6
moyenne 1,00 U.I. 0,767 U.I. 25 %
écart type 0,14 0,080
REIN
Nompre de mesures 9 6
royenne 24,0 U.I. 13,3 U.I. 36 %
écart type 10,0 4,6
FOIE
Valeurs de la littérature
moyenne 16,4 U.I. (82)
moyenne 22 U.I. (12)
Normore de mesures 6 6
noyenne 2,26 U.I. 1,54 U.I. 32 %
écart type 0,72 0,29
CERVEAU
Valeurs de la littérature
moyenne 2,8 U.I. (82)
moyenne 5,2 U.I. (12)
1Uu.I. =1 yuMHT gl

Tableau n° XXI
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Organe Valeur de t | Nombre de D.L. Probabilité
Rein 3,54 ’10 99 % >
Foie 1,98 13 2 % >

Cortex 2,27 10 95 % >

L'cphénylindole in vivo a donc une action inhibitrice sur la
mono-amine-oxydase de ces 3 organes étudiés. Chez les animaux "témoins"
véhicules", nous avons obtenu pour le foie et le cerveau, des valeurs

sensiblement égales & celles de la littérature (12), [80). (tableau
n° XXI).

c) Etude de 1'inhibition de la mono-amine-oxydase de

foie de Rat in vitro

Action de 1'iproniazide (figure n° 28)

La concentration finale de 1'inhibiteur est de 6,310-6 M/1.
Dans nos conditions expérimentales, le pourcentage d'inhibition obte-
nue est de 21 %. A la méme concentration et avec le méme substrat
SHAWKY A.A. et col., en 1973 (96) obtiennent une inhibition de 50 %.

- Action de 1'aphénylindole (figure n° 28)

La concentration finale de 1'ophénylindole est de

1,730 M/1. Aucune inhibition n'est observée in Vitro en sa présence.

Action d'un métabolite hépatique de 1'aphénylindole

Technigque d'extraction (voir chapitre II.3 d}).
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ETUDE DE L'INHIBITION DE LA M.A.O DE FOIE DE RAT IN VITRO

par I'4 | et | Iproniazide

Fig: 28

0,500 -

1
2

1 Substrat seul 0.3 I:M

. TR
2 lproniazide 6,3 M/L Inh.=21%
3% 1,77 mM/L Inh. = 0%
0,100 ]
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Dans tous les cas nous obtenons une inhibition, le taux de
celle-ci varie d'une expérience & l'autre, en fonction de la guantité
de métabolites présente dans 1'extrait. Le pourcentage d'inhibition
obtenu est de 44 % environ. Ces expériences ont été réalisées plusieurs

fois avec plusieurs extraits du méme métabolite.

- Action du méme métabolite extrait de 1'urine de Rat

L'extraction de ce métabolite est décrite dans la IIle par-
tie (chapitre I.5). La concentration du métabolite est inconnue. La
figure n° 29 représente la mesure de l'activité sans inhibiteur
{courbes 1 et 4) avec le métabolite (courbes 2, 3 et 5). Le tableau

ci~-dessous présente les différents résultats obtenus.

Quantité de Volume %
substrat d'inhibiteur . d'inhibition
0,100 ml 15 %
0,6 v M :
: 0,200 ml 24 %
0,3 UM 0,200 ml 36 %

II.5 Conclusions

L'action inhibitrice sur la mono amine oxydase du foie, du
rein et du cerveau de Rat, observée in ViVO n'est pas due a 1'ophényl-
indole lui-méme. En effet il n'a aucune action sur la M.,A.O0. du foie

de rat in vitro. Alors que sur le méme homogénat 1'iproniazide, a la

: -6
concentration finale de 6,310 M/1 provogue une inhibition de 21 %.
par contre le métabolite le plus important de l'aphénylindole, extrait
a partir du foie ou de 1'urine de Rat traité, montre une action inhi-

bitrice trés nette sur la M.A.0. in vitro.
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ETUDE DE L'INHIBITION DE LA M.AQ DE FOIE DE RAT IN VITRO

par un meétabolite de I'& phenylindole

Fig+ 29
D.O.

Substrat Metabolite Inhibition %
0.6 ||M 0

0.1ml 15%
0,600 - 0.2 ml 24 %
0

0.2 ml 36%

0,200 3
4
5
0 T T L L | %
0 5 10 15 20

Temps mn
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Dans la IIIe partie de notre travail, nous étudierons plus
particuliérement le métabolisme de 1'aphénylindole chez le Rat et le
métabolite qui posséde un pouvoir anti mono-amine-oxydase sera identi-

rfié.
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ETUDE DU METABOLISME

DE L'oPHENYLINDOLE

L'étude des cinétiques et du métabolisme nécessite de nom-
breuses mesures dans les différents milieux biologiques. L'usage des
radio-éléments facilite grandement ces mesures et permet de pousser
les investigations avec finesse et diversité. C'est pourguoi une syn-
thése de la molécule d'aphénylindole dont le carbone 2 est un atome de
carbone 14 (l%) a été étudide et réalisée au sein du service des molé-

cules marquées du C.E.N. SACLAY (C.E.A.).

126



CHAPITRE I

TECHNIQUES UTILISEES



127

I - TECHNIQUES

I.1 Cathétérisme permanent chez le Rat vigile

L'étude de la cinétique d'une substance sur animal nous place
devant une alternative guant au choix de 1l'espéce. En effet 1'animal
doit étre de taille suffisante pour permettre un échantillonnage sanguin
important en volume, fréquence et durée, mais le prix de revient de la
molécule marquée limite fortement cette taille. Le choix s'est porté sur

le Rat qui réalise un bon compromis entre ces deux exigences.

La technique utilisée est décrite par BONNET P. et col.,cen
1978 (14). La canulation de la carotide et de la vessie est effectuéde
chez le Rat au cours d'une breve intervention chirurgicale. L'implanta-
tion de tels cathéters permet ensuite des prélévements de sang et
d'urine chez le Rat vigile, non contraint. De cette fagon nous pouvons
procéder & un nombre important de prélévements sanguins voisin de 15
en 24 heures. Le prélevement urinaire correspond a4 un lavage de la
vessie par du sérum physiologique (2 ml) introduit par le cathéter vé-
sical. Il est ainsi possible d'effectuer les cinétiques sanguines et

urinaires des toxiques.

La chronologie des prélévements sanguins et urinaires peut

8tre modifide suivant les conditions expérimentales.

I.2 Mesure de la radioactivité totale des échantillons biologiques

Le carbone 14 est transformé par combustion (oxymat IN 4101)
en COy, qui est piégé dans un mélange scintillant spécial contenant de
la phényléthylamine. La mesure de 1'activité de 1'échantillon est en-

suite effectuée a 1l'aide d'un compteur a scintillation liquide (type



Intertechnique S L 30). La correction de QUENCHING est effectuée par

la méthode du standard externe.

I.3 Technigque d'autoradiographie sur le Rat

Les animaux recoivent le produit par différentes voies. Ils
sont endormis puis congelés immédiatement dans 1'azote liquide. Aprés
un séjour d'au moins 48 heures dans un congélateur a - 30 ou - 35 °C,
ils sont découpés au microtome & congélation en coupes longitudinales
de 20 a 30 y d'épaisseur, recueillis sur ruban adhésif. Les coupes
ainsi obtenues sont aussitét placées dans un congélateur & - 30 -~ 35 °C
ol une sublimation avec dépdét de glace sur les parois froides de 1'ap-
pareil les déshydrate en 10 & 15 jours. Les coupes débarassées de 1'eau

peuvent alors étre ramenédes & la température ambiante.

Dans une chambre noire, ces coupes sont collées grdce au ruban
adhésif sur un film radiographique type KODAK. L'ensemble est laissé
en contact pendant 4 jours, puis les films sont développés selon le pro-

cédé classique.

On obtient ainsi une coupe deshydratée qui aide & la locali-
sation de 1l'image radiographique ol le taux de radioactivité se traduit
par toutes les teintes allant du noir & la couleur du fond du film

développé. Les autoradiographies sont ensuite analysées.

I.4 Technigues de séparation des métabolites de 1'aphénylindole des

milieux biologiques

a) Recherche et séparation des métabolites libres.

Pour le foie, nous réalisons un homogénat avec 5 g de tissu
et 20 ml d'eau bidistillée a 4 °C. L'homogénat est ensuite centrifugé

15 minutes & 2 000 g.
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~ Technique de précipitation a 1'éthanol.

Nous avons appliqué cette méthode sur différents milieux bio-

logiques et sur le foie.

Volume utilisé | Ethanol
ml ml
Homogénat de foie P 5
surnageant
Bile 0,2 1
Perfusat 0,4 1

Les différents mélanges sont agités, puis centrifugés 10 mi-
nutes 4 1 300 g. Chaque surnageant est concentré sous vide a 30 °C,
puis chromatographié sur une plaque de gel de silice (MERCK) avec le

solvant (1) : chloroforme, méthanol (6, 4, v/v).

- Technigque de précipitation au tungstate

Nous avons appliqué cette méthode pour la bile, le perfusat,

l'urine et le foie.



Volume H.0 “Tungstate Hoy SOy

utilisé | “2° | de Na 10 % | 0,66 N

ml ml ml ml'
Homogénat de foie P 0.5 1 1

surnageant !

Bile 0,2 2 1 1
Perfusat 0,4 2 1 1
Urine 1 1,5 1 1

Aprés agitation, chaque mélange est centrifugé 20 minutes a
1 300 g pour éliminer les protéines. Le surnageant est ensuite récupéré
et extrait avec 4 ml d'éther éthylique, celui-ci est séparé puis éva-
poré. L'’extrait sec est repris avec 100 ul d'un mélange d'isopropanol

eau (v/v). Ce nélange est chromatographié sur plaque.

absorbant : gel de silice MERCK.

solution de migration (2) : Isopropanol, ammoniaque,

eau (8, 1, 1 v/v).

La plague de chromatographie est activée au préalable par

chauffage, 30 minutes a 100 °C.

- Apreés séchage des plaques chromatographiques la mesure
de l'activité le long du chromatogramme est effectuée avec un compteur

& circulation de gaz (méthane) BERTHOLD.

b) Recherche et séparation des métabolites conjugués

Nous appliquons cette méthode pour le foie, la bile, le per-

fusat et 1l'urine.
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La technique utilisée est identique a celle décrite ci-.
dessus (précipitation au tungstate et extraction). Mais nous pratiquons
une hydrolyse acide (0,2 ml d'acide perchlorique 60 %, 10 minutes a

100 °C) avant 1'extraction a 1l'éther éthylique.

I.5 Technique de séparation et de purification du métabolite principal

de l'urine de Rat

~ Le protocole est décrit dans le tableau n° XXII.

L'utilisation du porapack O (résine de polystyréne neutre)
rermet d'extraire les composés indoligues des solutions aqueuses

d'aprés NIEDERWIESER A. et col., en 1971 (71).

Une autre technique décrite par ASATOR A. et DALGLIESH C.E.,
en 1956 (3), gqui préconisent d'utiliser du charbon partiellement désac-
tivé avec différents composés. Cette méthode nous est apparue moins

sélective et plus complexe & utiliser. Nous ne l'avons donc pas retenue.
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TECHNIQUE DE PURIFICATION DU METAECLITE

PRINCIPAL URINAIRE DE L'OPHENYLINDQOLE

ACTIONS CONDITIONS REFERENCE
; s
150 8,200 L & urine sus
Ajouter 10 mg d'acide ascorbigue
Ajuster a pH2 avec HC1l concentré
Centrifuger 10 minutes & 1 700 g
Ajouter 5 g de Porapack @ (71]
Agiter 15 minutes
Filtrer sur vérre fritté
Laver avec au moins 200 ml d'eau
jeter le filtrat
Désorber lentement avec 400 ml éthanol/eau v/v
Evaporer 1'éthanol sous vide a 30 °C
Verser la phase sur une colonne de résine
' aqueuse IR 120 H* (5 g)
Laver la colonne avec 50 ml d'eau bidistillée
Saturer la fraction agueuse avec Na Cl
Extraction au 1 butanol v/v
Concentrer le 1 butanol sous vide & 35 °C
Chromatographie gel de silice (préparative)r
sur plaqgue solvant (chloroforme-riéthanol 6,4)
Gratter la bande éluer avec de 1'éthanol - analyser)
fluorescente

Tableau n°® XXII
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Méthodes d'analyse du métabolite principal

I.6

- 'Spectre infrarouge

Ils sont realisés sur les composés de synthése. Le métabo-

lite extrait de 1'urine de Rat nous donne un spectre difficilement

exploitable.
- Spectre de masse sur le métabolite et les composés

de synthese

Les différents produits sont étudiés par introduction

directe.

Chromatographie en phase gazeuse

gaz vecteur No, 2 bars
: 200 °C

Colonne : QFy
injecteur et détecteur

Teripérature .
colonne : 160 °C

détection par ionisation de flamme.

Chromatoc¢raphie sur plague gel de silice

chloroforme méthanol (6,4 v/v)
réactif de PILET (lére partie).

Solvant :

Révélation :
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I.7 Technique de separation de 1l'Ophénylindole et de son métabolite

principal

a) séEaration a partir des tissus

Nous avons utilisé la technique décrite dans le chapitre
précédent (extraction a 1'éthanol). Elle est appliquée pour le foie
et le rein, dans le cas du cerveau nous avons ajouté de la soude N

pour saponifier les lipides dans le milieu éthanol.

Dans tous les cas, nous avons réalisé une extraction a

l'aide du 1 butanol avant d'effectuer le dépét sur la placue chroma-

tographique.

b) Séparation a partir du sang

(cinétique du métabolite et de 1'ophénylindole)

Le volume de sang prélevé est de 500 ul, il est centrifugé
3 minutes & 1 400 ¢, puis le plasma est récupéré. Sur une aliquote,
nous effectuons une mesure de 1‘'activité totale. Un volume de 200 ul
de plasma est prélevé auguel nous ajoutons 800 ul d'eau bidistillée
et 2 ml de 1 butanol, afin d'extraire dans la phase organicue
1'ophénylindole et son métabolité principal. Apres agitation et cen-
trifugation 15 minutes & 1 400 g, le surnageant est déposé gquantita-
tivement sur une plague de chromatographie.

Support : gel de silice (MERCK)

Solution de mic¢ration (1) : chloroforme, méthanol (6,4).

L'activité le long des chromatogrammes est mesurée a l'aide

d'un compteur & circulation de gaz (méthane) BERTHOLD.



I.8 Techniqgue du foie isolé et perfusé de Rat

La technique utilisée est celle décrite par CATAU G. en
1975 (16). Le milieu de perfusion est constitué par du sang de Rat
dilué. La solution de diiution contient : différents sels minéraux,
de 1'albumine et du glucose. La dilution du sang est la suivante :

65 ml de soluté + 25 ml de sang hépariné.
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EXPERIMENTATIONS ANIKALES

Pour toutes les recherches du métabolisme nous avons uti-

lisé les animaux suivants :

Rats E.0.P.S. albinos souche O.F.A.
Origine SPRAGUE DAWLEY
Sexe : mdle

Seul leurs poids varient d'une expérience a 1'autre.

II.1 Cinétigues globales

Poids des animaux 350 g

Rats instrumentés (chapitre I.1)

Dose de toxigue e ¢ 100 u Cie

Véhicule : éthanol 100 ul

Voies : orale, intrapéritonéale (I.P.), injection directe

" dans la circulation I.C. (carotide).

Les prélévements de sang et d'urine sont effectués d'aprés

le protocole suivant :

. pour les voies I.P. et per os, toutes les 30 minutes
pendant 2 heures, puis toutes les heures pendant 6 heures;

. pour la voie I.C., toutes les 15 minutes pendant 2 heures,
puis toutes les 30 minutes pendant 2 heures également et

enfin toutes les heures pendant 3 heures;
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. A partir du 2éme jour les prélévements sont eflectués

tous les jours ouvrables.

II.2 Autoradiographie

Poids des animaux : 110 g
Voies : per os et I.P.
Dose : aphénylindole 1”C2 100 u Cie par Rat

Véhicule : éthanol.

. Voies per os : les animaux sont sacrifiés & 5 minutes

et 3 heures aprés l'administration du
produit.
. Voie IiI.P. : les animaux sont sacrifiés 5 minutes,

1 heure et 2 heures aprés 1l'injection.

IT.3 FEtude des métabolites urinaires

Recherche du nombre de métabolites urinaires

Poids des animaux : 350 ¢

Doses : ophénvlindole marqué 1“C2 100 y Cie/Rat
aphénylindole non marqué 200 mg/kg

Voie : I.P.

véhicule : éthanol + sérum physiologigue.

Le rat est placé dans une cage & métabolisme afin de

recueillir 1'urine de 24 heures.
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- Séparation et identification du métabolite principal

urinaire

Poids des animaux : 300 g

Nombre : 6 Rats

. 1 Rat traité avec de 1'ophénylindole e 100 u Cie
+ 200 mg/kg d'aphénylindole non margué;

. 5 Rats traités avec de 1'ophénylindole non margué
200 mg/kg

Véhicules : éthanol + sérum physiologigue

Voie : I.P.

Les urines de 24 heures sont recueillies.

II.4 Cinétique sanguine de 1'Ophénylindole et de son métabolite

principal

Animaux : Rat instrumenté d'un poids de 300 g

Dose : ophénylindole I4c 100 u Cie/Rat
Voie : I.P.

véhicule : éthanol

Le protocole des prélévements sanguins est le suivant :
prélévements a 5, 15, 30, 45 et 60 minutes, puis toutes les heures

pendant 5 heures.

II.5 Cinétiques du foie isolé et perfusé

L'aphénylindole e (25 u cie) est mélangé au perfusat au
temps "t=0". Des prélévements de bile et de perfusat sont réalisés
pendant la durée des expériences et, & la fin de celles-ci, le foie

est prélevé.
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1°) La mesure de l'activité totale est effectuée sur les

différents échantillons biologigues.

2°) Lors d'une autre expérience, nous séparons les métabo-
lites du perfusat, de la bile et du foie, de facon a
déterminer leurs cinétiques notamment au niveau

biliaire.

II.6 Répartition de 1'aphenylindole et de son metabolite principal

dans différents tissus

Poids des animaux : 300 g

Dose : ophénylindole 4 100 ncie/Rat + ophénylindole non
marcué 200 mg/kg

Voie : I.P.

Veéhicule : éthanol + sérum physiologigue.

Les animaux sont sacrifiés 3 heures aprés l'injection. Les

" organes sont prélevés trés rapidement.
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RESULTZTS et DISCUSSIONS

III.1 Etude sur le Rat instrumenté - cinétigque globale ~

Nous avons réalisé plusieurs cinétigues par différentes
voies (I.P. - per os - I.C.) et avec différents véhicules (éthanol,

H.P.M.C., D.M.F. 50 %, suspension dans du sérum physiologigque).

- Quelle que soit la voie ou le véhicule, nous retrouvons
du %c dans le sang, les urines et les féces. Nous présentons ici

les cinétiques obtenues avec 1'éthanol comme véhicule.

La figure n° 30 représente l'activité mesurée dans le sang
en fonction du temps. Nous remarguons que la concentration en lhe
dans le sang est maximale rapidement aprés l'injection, l'utilisation
de 1'H.P.M.C. comme véhicule provogue un retard de ce maxinum {30 & 45
minutes). Avec la voie orale (figure n® 30), nous remarguons 2 maximums
1'un & 40 minutes et 1l'autre & 6 heures. Le premier traduit le pas-
sage de 1'aphénylindole au niveau sanguin, le deuxiéme serait proba-
blement due & 1'action de métabolisation de 1'ophénylindole par la
flore intestinale, puis passage des métabolites au niveau sanguin.

Dans les 2 autres cas, la décroissance suivant le maximum est d'al-

lure exponentielle.

La figure n° 31 représente le débit de la radiocactivité uri-

naire exprimé eu D.P.M. par Leure. Danc tous les.cas, nous observons un
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parallélisme entre la courbe de concentration en l%C dans le sang et
la sortie urinaire. 24-heures aprés 1'administration du toxique la
concentration sanguine est tres faible, elle n'est plus mesurable &
pbartir du quatriéme jour. L'élimination urinaire, elle aussi, est
trés importante dans les premiéres 24 heures suivant 1'administra-
tion. Mais elle continue trés longtemps, & un niveau beaucoup plus
faible jusqgu'a au moins 1 mois et demi (mesurée dans le cas I.P.
éthanol). Les cinétigues sanguines et urinaires sont semblables pour
les voies I.P. et I.C..L'élimination urinaire aprés 48 heures est

identique pour les trois voies.

Dans tous les cas, nous observons aussi une sortie de luc
dans les feces, ce qui montre 1'élimination de métabolites par la
voie biliaire. Cette excrétion est d’ailleurs probablement aussi

importante gquantitativement cue 1'excrétion urinaire.

Nous n'avons pas pu quantifier exactement l'importance de
la sortie fécale car l'extraction des féces est difficile & effectuer

avec un renderient constant.

Le bilan actif des cinétiques n'étant pas complet, nous
avons été amenés a mesurer la racioactivité du CO» -expiré, .celui-ci
est actis, des le premier prelévernent, 30 rinutes aprés 1'injection

(voie I.P.).

ITII.2 Etude autoradiographique de 1'ophénylindole

Cette etude a eteé réalisée avec de 1'uphénylindole rarqué
sur le C%. Les autoradiographies présentent donc la répartition dans

1'aninal de ce Carblone?.

II7.2.1 Voie per o0s
Les animaux ont ete sacrifies 5 minutes et 3 heures aprés

l'administration.
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* Aprés 5 minutes

Le produit se trouve dans le tube digestif, portion anté-
rieure (cavité buccale, oesophage, estomac et duodénum). Le foie ren-
ferme une quantité non nécligeable de radioactivité. Les cortex rénal
et surrédnalien, le myocarde, le poumon et le tégument (épiderme,

derme et peaucier) commencent a étre marqués.

# Apres 3 heures (figure n° 32)

Tout 1'organisme présente une radioactivité plus ou moins
importante selon les organes et tissus, mais on peut définir un fond
d'intensité modérée (muscles, systéme nerveux central, encéphale et
moelle épiniére, moelle osseuse, testicules) et des zones de concen-
tration plus grandes. Ce sont dans 1'ordre croissant :

. le tégument, les glandes salivaires et lacrymales, les

sinus nasaux, le sang, le pourcn, la graisse brune et

lé tissu adireux crural et para épididymaire.

. une partie du cortex rénal

. le foie et certaines zones du cortex rénal (le rein a

un aspect "pigueté")

. le contenu du tube digestii antérieur ...

Il faut signaler :

. la surrénale n'a pas été retrouvée sur les coupes

. les parois osseuses et le thymus ne sont pas marqués
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. La inwcellie osseuse et le systeme nerveux sont narqués mais

comme le fond.

L'anal. ce de ces imaces montre :

i

.. gu'il v a une awvsorption du e en irovenance de 1'uphén

[§

indole

.. yu'on le retrouve dans le san¢, ¢ul le distribue rapice-
ment aans prescue tout l'organisme avec des répartiticons
differentes (tissus c¢lanculaires, tissus adipeux, tégumert,

eeo

.. en l'occurence une substance radiocactive traverse la kar-

riere hémato-menincee

.. 11 existe des concentrations rérales de la radiocactivité

(voie d'elimination?).

AUTORADIOCRAFPHIE (P.O. - 3 h.)
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ITI.2.2. Voie intrapéritonéale

Les animaux ont été sacrirfies 5 minutes, 1 heure et 2 heures

apres 1l'injection.

# Apreés 5 ninutes

Le produit se distribue dans tout 1'organisme plus rapidement
yu'aprés administration orale, si bien ¢ue dans les images autoradio-
graphicues, il est possible de définir un fond (muscle, moelle osseuse
et médullosurrénale) et des zones ou la radioactivité est plus intense.
Dans 1'ordre croissant, ce sont :

. les glandes salivaires et lacrymales, le systéme nerveux
central (encéphale et moelle épiniérej, le sanc, le tegurent,
le tissu adipeux crural et para épididymaire.

. le niyocarde

. la graisse brune et le cortex rénal

. le foie et la corticosurrénale

. le systeme biliaire intra et extrahépatigue et le contenu

du duodénum.

La zone interviscérale est fortement marquée en raison de la

voie d'administration.



précédent

1417

* Aprés 1 heure

On retrouve une disposition analogue & celle du paragraphe

seules les variations sont mentionnées ci-aprés :

le rein est ¢énéralement plus marqué et présente des
concentrations focales aussi sombres que le svstéue .
biliaire

par contre le myocarde, le systeme nerveux central
(encéphale et roelle épiniére) et la médulla du rein

sont moins marqgués

la zone interviscérale est moins marguée.

Apres 3 heures

On remarque une diminution de la radiocactivité dans certains

foyers modifiant la répartition précédemment établie. On reconnait

toujours un fond (muscle, moelle osseuse, systéme nerveux central) et

les concentrations croissantes suivantes :

¢landes lacriymales, tégument, graisse brune, tissu adipeux
crural et paraépididymaire, portion du cortex rénal et

corticosurrénale

fole

systeme biliaire intra et extrahdpaticue, contenu du tube

digestif antéromédian (duodénum, jéjunum).

L'’analyse de ces images montre conme précédemment :
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.. une absorption du e gue 1'on trouve dans le sang et qui

se distribue rapidement dans tout l’'organisme

-+ un passage de la barriére hematoméningée

.. une voie d'elimination rénale est possible

.- en outre, une seconde voie d'élimination : la bile. Nous
avons localisé un composé radioactif dans le canal cholé-

dogue et au niveau Intestinal lors de 1'injection de

1'aphénylindole par voie I.D,

III.3 Mesure de l'activité dans différents tissus aprés 1'injection

d'aphénylindole (l%cy)

La mesure de l'activité dans les différents organes montre
la présence de lhe grincipalement dans le foie. (voir tableau n° XXIII).

Ces reésultats confirment 1'étude autoradiocraphigue.

Le réle du foie est confirmé ici. L'activité dans cet organe
est la plus importante a 5 minutes aprés l'injection. Elle décroit
ensuite en fonction du temps, mais reste toujours la plus importante
rar rapport aux autres organes. La répartition de la radioactivité est
dirférente suivant les lobes. Il est probable ¢ue tous les lobes du

foie n'aient pas la méme fonction.

Nous pouvons classer les différents organes en 4 groupes

d'aprés leurs cinétiques dans le temps.

- groupe 1 : cervelet, poumon, rate, testicule.

Dans ce groupe la radioactivite décroit de 5 minutes & 3 heures.

- groupe 2 : surreénales, foie.
La radioactivité diminue rapidement de 5 minutes & 1 heure puis,

plus lentement entre 1 et 3 heures.
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- groupe 3 : coeur, cerveau, bulbe.
La radioactivité est stable de 5 minutes & ! heure, puis elle

décroit de 1 heure & 3 heures.

- groue ¢ : rein.
La radioactivité augmente de 5 minutes 4 1 heure, puis diminue

ensuite.
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REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE DANS DIFFERENTS TISSUS

Temps
5 minutes 1 heure 3 heures
Organe
Sang 35.200 D.P.K/ml 105.500 D.pP.M/ml 24.200 D.pP.M/ml
356.890 D.P.M 372.700 D.P.M 54.480 D.P.M
Cerveau 0,2 % 0,2 % 0,03 %
72.600 D.P.K 48.313 D.T.K 13.600 D.P.M
Cervelet 0,04 % 0,02 % 0,007 %
61.320 D.P.M 82.460 D.P.M 4.400 D.P.M
. Bulbe 0,03 % 0,04 % 0,002 %
1.017.910 D.P.M 535.840 D.P.M 330.880 D.P.M
Poumon 0,5 % 0,3 % 0,2 %
366.730 D.P.H 346.840 D.P.M 82.800 D.P.M
Coeur 0,2 % 0,2 % 0,04 %
25.647.840 D.P.M 14.931.470 D.P.M 11.035.430 D.P.M
Foie 13,4 % 7,4 % 6,25 %
1.434.780 D.P.M 2.263.030 D.P.M 1.395.890 D.P.M
kein 0,7 % 1,1 % 0,8 %
265.540 D.P.M 73.730 D.P.K 55.890 D.P.M
Surrénales 0,1% 0,04 % 0,03 %
1.537.050 D.P.K 205.850 D.P.M 85.040 D.P.M
Rate 0,8 % 0,1 % 0,2 %
2.818.570 D.P.M 645.070 D.P.M 361.210 D.P.M
Testicules 1,5 % 0,31 % 0,05 %

s

% = pourcentage d'activité dans 1'organe par rapport & l'activité injectée.

D.P.M. = activité totale par organe.

Tavleau n®° XXIiIT



IIT.4 Etude des métabolites urinaires de 1'ophénylindole chez le Rat

A) Recherche du nombre de métabolites urinaires

L'urine de 24 h. d'un Rat ayant reg¢u de 1'oaphénylindole Ihes

+ aphénylindole non radioactif est traité suivant le protocole décrit

dans le chapitre II.3.

La figure n° 33 représente la mesure de l'activité le long

de 2 chromatogrammes, 1'un pour les métabolites libres, 1'autre pour

les métabolites conjugués. Au fur et a mesure de leur mise en évi-

dence les divers métabolites ont été repérés par une lettre (A, B, C,

D, E, F). L'ophénvlindole est représenté par la lettre I. Nous retrou-

vons dans 1'urine 6 metabolites (A, B, C, D, E, F).

METABOLITES URINAIRES (RAT)
Solvant 2 libres % conjugués Solvant !
R.F. I I + IT II R.F.
A trace 0,36
0,55
C trace 26 % 0,65
) trace de
0,63 D 50 % ? ce ae 0,76
conjugué
trace 0,28
trace 0,46

Solvant n° 1

Solvant n° 2

: isopropanol, ammoniacgue, eau

: chloroforme, méthanol

(e, 1, 1 v/v).

(6,4 v/v).
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Le niétabolite D, se trouve principalement & 1'état libre. Le
composé C est éliminé pour une large part sous forme conjuguée. Les
métabolites A, B, E, F sont cuantitativement moins importants et sont
tous excrétés principalement sous forme conjuguée. Le métabolite D est

le métabolite urinaire le plus important (environ 50 % de l'activité).

Nous n'avons jamais retrouvé d'ophénylindole non métabolisé

dans les urines.

B) Identification du métabolite urinaire principal (p)

Le spectre infrarouge du métabolite (p) extrait de 1'urine de

Rat n'est pas exploitable. Le spectre de masse de ce méme composé
(figure n° 34) nous indigue un poids moléculaire de 209. (aphénylin-
dole 193). Ce qgui nous donne une différence de 16 qui correspond a
l'addition d'un atome d'oxygene. Le métabolite est donc probablement

un hydroxy phénylindole. Il reste maintenant a déterminer la position
exacte de cette fonction huydroxvle. Plusieurs composés hydroxylés ont
été synthétisés : nous citerons notamment le 5-hydroxy-2-phénylindole,
le 6-hydroxy-2-phénylindole ét les hydroxy-2-phénylindoles pour les-

quels la fonction OH se trouve en Ortho ou Para sur le phényl.

Les spectres de masse des composés hydroxylés sur le phénul
sont trés différents comparés a celui du métabolite. Les spectres de
masse des dérivés hydroxylés en 5 ou en 6 sont relativement proches
du spectre de masse du métabolite, mais ils ne sont pas parfaitement
identiques. La synthése du composé 3-hudroxy-2-phénylindole fut alors
réalisée. La forme énol (1) de ce composé n'est pas stable (voir fi-

gure ci-dessous).
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cétonigque (coniposé o). Ses spectres de masse et infrarouge sont repré-
sentés respectivement par les figures n° 35 et n° 36. Le spectre de
masse du composé (a) est parfaitement semblable a celui du métabolite;

excepté un pic & 64 qui est présent unicuement avec. le métaktolite uri-

naire.

(oxo 3-phényl-2-indole forme oxydée). Les spectres de masse et infra-
rouge de celui-ci sont représentés par les figures n® 35 et n° 37. Les

spectres de masse des composés o et B sont parfaitement identiques,

Nous obtenons donc 1'oxo-3 phényl-2 indole sous la forme

Par oxydation de ce composé o nous obtenons un produit 8

excepté 1'ion noléculaire.

ION MOLECULAIRE

Produit o

209

avec un 207 important

Produit B

207

avec un 209 presque inexistant

en solution réagit avec le solvant pour donner le produit y suivant

la réaction ci-dessous.

(B)

D'aprés RICHMAN R.J. et HASSNER A., en 1968 (85) le composé B
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Si nous utilisons la solution de mi¢ration suivante :

chloroforme, méthanol (8, 2 v/v), pour effectuer une chromatographie

sur plague des 2 composés o et B obtenus par synthése; guel que soit

le solvant utilisé (eau, méthanol, éthanol), chague composé nous donne

2 taches bien séparées et probablement identigues. En solution il est

donc probable gue nous ayons les 2 ou méme les 3 formes (a, B, Y) en

éguilibre.

Si nous pratiquons la méme chromatographie sur le métabolite

extrait de 1'urine de Rat, nous obtenons 2 taches semblables (méme

R.F. et couleur identique au réactif de PILET, "orange").

- FEtude par chromatographie en phase gazeuse

L'étude du temps de rétention par chromatocraphie en phase

gazeuse nous donne les résultats ci-dessous. Les conditions de cette

chromatographie sont décrites dans le chapitre I, paragraphe 6.

Temps de rétention
- en secondes -

. Nombre de pics

composé B

coriposé o 490 1
composé B 481 1
métabolite urinaire 488 1
métabolite + surcharge 487 1

Les 2 composés de synthése sortent avec le méme temps de ré-

tention que le métabolite.

Le métabolite D est donc 1'oxo-3 phényl—-2 indole mais nous ne

bouvons pas préciser sous guelle forme exacte il se trouve in vivo. Il

est probable qu'il soit sous forme o et B .
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51 nous comparons les valeurs des R.F. dans 2 solvants diffé-
rents. Le métabolite C pourrait s'identifier comme le 5-hydroxy-2-phénul-

indole.

Une étude des métabolites urinaires en fonction de la voie
d'administration nous montre que le raprort des métabolites b est
inversé lorsque 1'on passe de la voie I.P. & per 0s. Nous avigns remar-
qué également une différence entre ces 2 voies au niveau des cinétiques.
La voie per 0§ montre 2 maximas au niveau sanguin et urinaire qui cor-
respondent. Parmi plusieurs hypothéses nous retenons celle-ci : le

deuxiéme maxima dans le sang pourrait étre le passage du 5-hydroxiy-2-

phénylindole métabolisé par la flore intestinale.

IIZ.5 Cinétiques de 1'aphénylindole et des métabolites

A) Dans le sang (in vivo)

La technigue utilisée est décrite dans le chapitre 1.7 et

1'expérimentation animale dans le chapitre II.4.

La figure n® 38 représente la radioactivité totale dans le
serum, la radioactivité de 1'aphénylindole seul et enfin la radiocactivité
de 1'oxo-3-phényl-2-indole. Le maximum de la radioactivité aphénylindole
seul se situe & 15 minutes environ. A ce moment précis, il représente la
moitié de la radioactivité totale du seérum. L'autre moitié est constituéde
par le métabolite. Le maximum de la radiocactivité totale correspond au
maximum de la radioactivité de 1'oxo-3-phényl-2-indole. Il se situe en-
viron a 1 h., ce qgui est en accord avec les cinétiques totales du cha-
pitre III.1. Lors de 1'étude précédente, la guantité de sang rrélevée
pour chague mesure était beaucoupr plus faible. Dans la cinétique ci-dessus,
l'animal est plus perturbé, ce qui peut expliquer la légére différence
du maximum d'activite. D'autre part, ce maximum est étakbli sur le sérum
alors que lors de 1'étude des cinétiques totales, les mesures sont effec-

tuées sur le sang total.
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La différence observée entre la somme de la radioactivite .
du metabolite et de 1'uphénylindole et la radioactivité totale du séxum
est due aux autres riétabolites sancuins gque nous allons étudiex plus.

precisémént avec le roie isolé et perfusé.

B) In vitro & 1'aide du foie isolé_sf_perfusé de rat

1) Mesure de la radiocactivité totale
- cinétique totale dans le perfusat

Aprés 15 minutes 1'activité tombe & 30 % de sa valeur ini-
tiale, puis augmente lentement jusgu'a 2 h. pour rediminuer ensuite

(figure n° 39).

Pendant les 15 premiéres minutes, la baisse observée peut
se traduire par la fixation rapide dans le foie. La légére augmenta-
tion gui suit est probablement le relargace des métabolites dans le
berfusat. La baisse observée entre 2 h. et 5 h. s'expligue par la

perte de COy, qui n'est pas piégé lors de la perfusion.
- cinétigue biliaire totale

L'élimination de composé radiocactif dans la bile est trés
rapide, en effet nous décelons de l'activité 5 minutes aprés 1'in-
jection de 1'aphénylindole 1“C2. Cette élimination rapide par la voie
piliaire a déja été mise en évidence lors de 1l'analyse des autoradio-

graphies (chapitre III.2).

L'ensemble des résultats conduit & une courbe d'activité
cumulée, qui suit de trés prés le débit biliaire en volume cumulé

(figure n° 40).



CINETIQUE TOTALE DANS LE PERFUSAT

Fig:39

DPM
|
4X10°
2x10°
0 1 2 | 3 4 : 5

DUREE DE LA PERFUSION /Heures

£ol



CINETIQUE DES METABOLITES MARQUES Fig:40

m0PM ' o DEBIT BILIAIRE
ACTIVITE BILIARE : ( vol. Cumules)
cumulees
1
104

0 1 2 3 4 E
DUREE DE LA PERFUSION en HEURES

791



A la fin de la perfusion (5 h.), nous retrouvons de 17 a

35 % de 1l'activité injectée dans la bile.

- bilan complet de la radiocactivité

6
Activité injectée 56 10 D.P.M., soit 25 u Cie.

Radioactivité totale du perfusat & 5 h. 37 2&. 751 10° D.P.M.
Radioactivité totale dans la bile 35 20.020 10° D.P.M.
Radioactivité totale dans le foie & 5 h. 11 7.282 103 D.P.M.
Activité de la solution de lavace du foie 266 103 D.P.M.
Somme 86 48.319 19° p p..

Le bilan de l'activité en fin d'expérience n'est jamais

complet. Le déficit se situe entre 14 et 20 %. Cette disparition d'acti-

vité peut s'expliguer par la formation de 1l+C02 gui n'est pas récupéré

dans le dispositif expérimental.

Cette hypothése est confrontée par 1'élimination de l“coz lors

des cinétigues totales.

En fin d'expérience la radiocactivité mesurée dans les diffé-
rents lobes se situent entre 13 et 28 % de l'activité initiale. Ce qui
nous fait penser que tous les lobes n'ont peut étre pas les mémes fonc-
tions, nous avions déja fait cette méme remarcue lors des autoradiogra-
pbhies. Nous retrouvons également ici comme lors de 1'étude des cinédti-

qgues totales (féces) une élimination biliaire aussi importante cue la

concentration des métabolites du perfusat (élimination urinaire).
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2) Recherche des métabolites biliaires, hépatiques et san-

-guins (perfusat)

Les techniques utilisées lors de cette étude sont décrites

dans le chapitre II, paracraphe 4.

Nous utilisons les mémes lettres pour repérer les mémes méta-

bolites qgue lors de 1'étude urinaire (chapitre IV),

Le tableau n° XXIV présente les résultats des différentes
chromatographies. L'aphénylindole correspond au procuit repéré par la

lettre I et 1'oxo-3-phényl-2-indole par la lettre D.

Nous séparons 6 métabolites par chromatographie (A, B, C, D,

E, F).

Les nétabolites B et F sont typiquement biliaires. Nous re-
trouvons les metabolites suivant dans les différents milieux biologi-

ques :

6 dans la bile
3 dans le foie en fin d'expérience (B, C, D)

4 dans le perfusat (A, C, D, E).

Les métabolites A, B, E sont conjugués; C, D, F sont princi-
balement sous forme libre. Le métabolite D est partiellement détruit

au cours de 1'hydrolyse, alors que le composé C résiste bien.

Dans la bile les plus abondants sont : A, B, C, D. pans le
perfusat le métabolite D est le composé principal. L'aphénylindole I

est totalement métabolisé par le foie perfusé en moins de 5 heures.

Nous retrouvons ici les mémes métabolites gue nous avions

séparés a partir de 1'urine (A, B, C, D, E, F).
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(foie perfuse)

SOLVANT 2 - LIBRES CONJUGUES SOLVANT 1
R.F. R.F.
% BILE
A 0,36
B 055
c c 0,65
0,63 1% D D Trace 0,76
E Trace 0,28
F Trace 0,50
FOIE
B 0,52
C 0,65
063 D 0,73
PERFUSAT Imn
A
c } Trace 0,65
D 0,76
0,86 66% I E
IH
A 0,38
{ c c 0,66
0,63 19% D D Trace 0,76
E 0,27
0,84 5% I
5H
A 0,38
H c 0,64
0,62 n% D D Trace 0,72
E 0,27

Bile A+B+C+E+F = 83% Tableau: X X1V

Perfusat I minute A+E = 26%
1 heure I = 11%
5 heures re = 26%



Les métabolites B et F de 1'urine sont absents du perfusat.

Ils sont excrétés dans la bile, puis absorbés au niveau de 1'intestin.

Nous retrouvons, dans cette étude du foie perfusé, tous les
métabolites isolés inm VIVO. Tous ces composés sont donc métabolisés au

niveau du foie. (tableau n°® XXIV).

3) Cinétigues de 4 métabolites biliaires

Nous avons réalisé 1'étude comparative de la cinéticue d'ap-
parition des métabolites biliaires. Les résultats obtenus lors de cette
étude ne sont pas absolument quantitatifs. Les différents rendements
sont difficiles & évaluer. Le but de celle-ci est de connaitre la ciné-
tiyue d'élimination biliaire des ¢4 métabolites les plus importants
(&, B, C, D). La cinétigue d'apparition de ces 4 composés est-elle

identique ?

La figure n° 41 représente le débit d'activité (D.P.M. par
minute) en fonction du temps. La courbe gue nous avons tracde est

plus représentative qu'un histograrme.

L'alinination maximum se situe pour les 4 métabolites entre
30 et 60 ninutes. La représentation en valeur cumulée (figure n° 42)
laisse apparaitre des cinétigues d'élimination paralléles pour les
metavolites (A, C) d'une part et (B, D) d'autre part. Le composé A est

le plus important au niveau de 1'élimination biliaire.

L'excrétion biliaire lors de cette étude est représentée par
la figure n° 43.

4) Conclusions

La méthode de perifusion du foie im vitro a permis de montrer

avec précision 1'importance de l'élimination fécale des métabolites de



CINETIQUES DE 4 METABOLITES BILIAIRES

Metabolites

Th

2h

A 4

Fig: 41

Temps



DPM

Fig:42
'? Metabolites

c

.

—'/‘—-—

. /‘ - D
-

B

CINETIQUES DE 4 METABOLITES BILIAIRES

valeurs cumulees

 §

4h30 5h30

Temps

oLt



EXCRETION BILIAIRE

Fig:43
(valeur cumulee)

Poids de bile

29+

-

0 1 2 3 z 5 é Temps Houres

i1l



172

l'uphénylindole et de les dénombrer. Le foie isolé et pverfusé- realise

iei les meilleures conditions pour étudier la totalité des nétavolites
hepatiyues de 1'ophénylindole. Cette technique pesmet également de- mon-
trer la réabsorption au niveau .i-ntestinal‘de certains métabolites bili-
aires (B, F) wue l'con retrouve au_niveaq u;inaire lors des expéfiences
realisées tn ViVo. iLlle concentre au niveau du periusat les métabolites
qui normalement sur 1'animal gptier‘peyvent étre»éliminés'pa; la voie

urinaire (taileau n°® XXV).

IiI.6 Repartition de 1'uphénylindole et de son métabolite principal

dans quelgues organes

Le métabolite principal (oxo-3 phényl-2 indole), posseéde un
pouvoir inhibiteur sur la mono amine oxuvdase. Il était important de
rechercher la nature de la molécule radioactive qui a été localisée et me-

surée sur les différents tissus, lors des études d'autoradiograrphie.

Nous avons étudié les organes suivants : le foie, le rein,
le cerveau. Ceux-ci ont montré (partie II) une baisse d'activité de la
mono-amine-oxydase in ViV0 aprés traitement & 1'aphénvlindole. Le méta-
bolite D (oxo-3 phényl-2 indole) représente une partie trés importante
de l'activité dans le foie et le rein, respectivement 85 et 60 % (fi-
gure n° 41). La quantité de produit non métabolisé est trés faible

dans les 2 cas.

Dans le cerveau (figure n° 44), nous observons un rapport in-
verse; le métabolite D est en faible concentration, alors gque 1'ophénul-

indole représente la plus ¢rande partie de 1'activité.

Etant donné gue nous avons trouvé une baisse d'activité de la
mono-amine-oxydase au niveau cérébral, ce résultat nous indigue gue les
mono-amine-oxydases du systéme nerveux central seraient plus sensibles
a 1'inhibiteur que celles des or¢anes périphériques.(foie, rein). Ceci
est en accord avec les travaux de ROTH J.2A. et GILLIS C.N., en 1974

(87] sur 1l'inhibition des mono-amines-oxydases du foie et du cerveau.



ETUDE DES DIFFERENTS METABOLITES DE L' A

PHENYLINDOLE

FOIE PERFUSE

ETUDE IN VIVO

Jheures apres l'injection

METABOLITES

METABOLITES

METABOLITES

METABOLITES

o PHENYLINDOLE LIBRES CONJUGUES o PHENYLINDOLE LI BRES CONJUGUES
PERFUSAT A REIN A 0a TRACE
Omn I I C D
60%
PERFUSAT A LA URINE | [ a
Imn C D | C D JAoRe@ s
I CDATEBEF:
% TRACE o
PERFUSAT A 0a Oao s HEMATIE A A
Ih I C D C DAE I D
PERFUSAT UAon SERUM A 0 A TRACE
5h 0a CDAE ; C D
C D
Trace
BILE Oa o UAole CERVEAU A A
C D F CDAESB I D 7%
FOIE Oa ° FOIE A A =
CoD B I D 85% e

Tableau: XXV
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I1i.7 Comparaison du métabolisme de 1'ophénylindole et de 1'indole

Le métavolisme de 1'indole 1%C, a été étudié par KING J.L.
et col., en 1966 (52).

Le metabolite principal de 1'indole est 1’'hydroxu-3-indole

appelé courarment indoxyle.
Il représente 72 % des rietabolites urinaires chez le Rat.

Coniparaison des 2 métabolismes

ophénylindole indole
Fornwuie
N N
| |
] n
24 h. 14 % 75 %
urine —-———~————f—rm e e e e e e
48 h. 16 % 80 %
Valeur approximativement
féces 48 h. identigue a 1l'urine
15 % 10 %
eo, air expiré preésence de 4o 2 %
2 2
foie perfusé en 5 h.
bile
35 % 5 %
metavolite oxo-~3 phényl-2 indole indox)yle
principal
0 (] ]
4
|
H
L
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Nous observons 2 différences fondamentales entre ces 2 méta-

bolismes.

1°) L'elimination urinaire a4 partir de 1'indole est trés

rapide 75 % de la dose injectée en 24 heures.

L'aphénylindole s'élimine beaucoup plus lentement par cette

méme voie 14 % en 24 heures, il est donc retenu dans 1l'organisre.

2°) L'élimination par la volie viliaire est faible avec
1'indole 5 %. pour 1'cpnénylindole, elle est du méme ordre ¢ue 1'excré-

]

tion urinaire (™~ 15 %).

Les 2 metabolites les plus importants sont oxydés sur la
wosition 3. Il est donc possible que ce soit le méme enzyme guli méta-
bolise ces 2 toxigues. D'apres le méme auteur (52] cette oxydation
n'est pas efrectuée au niveau microsomal. En effet, il a réalisé des
essais de métabolisation de 1'indole in vitro avec une fraction micro-
somale hepatigue. Lors de cette recherche, il retrouve les métabolites

de l'indole sauf 1'indoxyle.

III.8 Toxicité de 1'oxo-3-phényl-2-indole

Nous avons étudié la toxicité chez le Rat de 1'oxo-3-phényl-
2-indole obtenu par synthése. Les qyelques essalis réalisés a faible
dose (10 et 30 ny/Rat) par voie I.P., nous ont permis de relever les

conclusions suivantes :

- Le premier symptdme ¢uil apparait tres rapidement aprés
7 ; - 5 3 [ TR ' . .
l'injection est un désordre de 1l'équilibre, avec yuelcues instants pius

tard une paralysie des pattes arriere.

- Trés rapidement apres ces rremriers eifets (quelgues minu-
tes), 1l'animal passe par un etat comateux, qui évolue ensuite vers la

mort.
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Faute de produit nous n'avons pu déterminer sa D.L.s5p.

Cette bréve étude nous montre que comparativement a 1'aghényl-

indole son metabolite (1'oxo-3-phényl-2-indole) est beaucoup plus toxique.
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CONCLUSIONS GENERALES

Tous ces reésultats expérimentaux obtenus chez 1'animal, arrés
diverses expositions a court et long terme nous permettent de présenter

les conclusions sulvantes :

- Au point de vue biochimigue seule la baisse de la cholin-
estérase sérique obtenue en intoxication aigué par 1'aphénylindole chez
le Rat nous parait surfisamment margqué e pour étre relevée. D'autres
paramétres sérigues biochimigues nous donnent des résultats significa-
tivement différents aux tests de STUDENT, mals ces variations aléatoires

ne nous paraissent pas représenter la réalite.

- Lors de 1'étude du métabolisme de 1l'aphénylindole chez le
Rat nous avons remarqué, qu'un composé€ radiocactif se répartit trés rapi-
dement dans tout 1l'organisme quelle gue soit la voie d'administration.

Citons guelques zones de concentrations particuliéres (foie, rein, sang).

Le métabolite urinaire le plus important apres administration
du produit par voie I.P. chez le Rat, est l'oxo-3-phényl-2-indole. C'est
une pseudoguinone, ¢uil est beaucoup plus toxigue gue 1'ophénylindole

lui-méme.
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Corparativement au netabolisme de ;’indole l'excrétion urinaire
dans les premieres 24 h. des 6 metabolites de lfaphénylindole est beaucouyp
blus lente, respectivenrent 75 et 15 % de quantitée injectée. Par contre
l1'élimination dans les réces est identique & l'excrétion urinaire unigue-=.

ment dans le cas de l'aphénylindole.

- LZu point de vue de 1'action pharmacologique nous avons noté
l'action inhibitrice d'un métabolite (1°oxo-3-phényl-2-indole) sur les nono-

amines-oxydases aux niveaux central et periphéricgue.

Une partie de 1'action de 1'aphénylindole est due a la toxicité
du tryptophane libéré au niveau sérigue. Cette toxicité est augmentée

par la présence d'un inhibiteur des mono-amines-oxydases.

- Test d’exposition

Lors de 1'exposition de rats a des atmospheres contenant de
1'ophénylindole, 1'action toxi¢ue du tryptophane se traduit par une éli-
mination urinaire accrue des 5-hydroxyindoles et notamment de la séroto-
nine. Cette toxicité peut-étre évaluée par un dosage urinaire de ces

métabolites du tryptorhane.

Cette exposition peut donc étre évaluée en recherchant dans

les urines un des nétabolites et plus particuliérement 1'oxo-3-phényl-

-

2-indole qui est un bon signe d'imprégnation.
g g
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