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7'a*héngTinci.oLe synthétisé 1:ar tsISCHLER À., en 1892, est

utiLisé deituis 1969 en tant que stabiJisant dans Ia fabrication de

divers produits à base de 1;olychLorure de vinETe.

D'autres produits 1;euvent être utiTjsés à 7a ç;Lace de

1'apnénglindole pour 7a protection des L;Lastic; 'ues contre les ragons

uLtrav ioLets.  i ta is  L 'uphényTindoTe a sur  eux L 'avantage de donner

une coloration bLeutée particulièrement jnÈéressante pour J,es eaux

minéral"es.

Les études connues sur La toxicité de l 'aphénglindole

n'avaient potté avant ce ttavaiT c.ue sur -l,a toxicité giat voie otale.

Se-lon LEFAUK R., en 1972 (At), i7 s'agit d'une substance faiblenent

toxique aux doses courén;hlent uti-Zisées. La dose 7éthale 50 (D.L.59)

par voie orale chez 7e Rat a été trouvée éEate à 10 g/kg (ef).

La tctxicité à Tong terme par voie orale a été étudiée par

NOTHil.IRET H. et coL. , en 1964 (Zl). Ces auteurs n'onÈ constaté aucun

trouble, ni renarqué de hésion organique.

Aucune étude n'a été conduite p,at voie pulmonaite.

Les signes cliniques sujyants observés chez des ouvrjers ont

été rapportés a L'exltositjon à L'uphéngTindole :

1") Derftatoses (eczéma, conédon)

2") Troubles iÉmatoTogiEues (inversion de formule).

Contpte tenu de cjue-lçues observations de Tabotatoire, i7 a

paru intéressant de s'attacher à l'étude biochiniçue de ce conposé,

I'abordant par 2 voies :
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- son action ou cefles de ses nétabolites sur 7e ntétabo-

fisae généra7

- sa nétaboLisation chez 7'animal de Taboratoire.

Ces connaissances peuvent conduire d'une part à une mei-lfeure

appréciat ion de sa tox ic i té  s i  e77e exis te,  d 'autre par t  à 7a mise au

point de dosages bioToEiclues permettant d'évafuet 7'exp;osition et' 7e

cas échéant, Le risque toxir ';ue.



PROPRIETES PHYSTCOCHTMTgUES

nom o4héng7 indole = pléngl- 2-indole

Fornule

déveToppée

fotnuLe brute

conyosition en %

C14 I f  11 IV

c = 8 7 t O 1  9 6  I I = 5 t 7 8 9 t  N = 7 1 2 4 %

sËructure mol-écuLe plane

poids moléculaire P . M .  =  1 9 3 . 2 3

aspect poudte fine de couJ,eur crème

point de fusion 180  -  185  0C

point de subLination 196 "c

sol.ubiJ.ite

soJ,ub]e dans Jes sol.yants organiques (Ethanolt
E ther ,  n  ButanoT,  . . .  ) .
Très peu so-l,ubJ.e dans 7 'eau et 7es méTanges
(eaut éthanol).

p'roduit de

décomposition

dans  7 'a i t

à  35o 0c

HCI = 47t2 % pas de toluène

C O  =  1 %  r é s i d u = 4 O t 2 %

Benzène = 5114 %

C O 2  =  1 . 7  %



P R O P R I E T E S  T O X I C O L O G I Q U E S  ( T r a v a u x  r . f ' t . R . ^ 5 . )

animal- véhicule voLe sexe
D.L .  so

ns/kg

R.P.T
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,t

H .  P . M . C .

,,

T .  P .
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I .  P .
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t
?
3
I

600

> 1o,c,0

= 20,00

> 30c,0

SOUIITS
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,t

t t

J . P .

T . P .

Pe r .  Os .

T
I

I

400

520

500
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P A ; < A I { L : T R E S  s l O L O G r ç U E S  E N  R E L A T I O N

A V E C  L ,  E X P O S T T I O I T  A  L ,  g , P H E I T Y L T N D O L E

HETT;ODOLOG TE

I.1 Dos. tEe et  ident i t icat ion des ux indol-es dans L'urine

Dans une étude toxicologiçue à caractère biocltinic;ue une c'es

litenières éta1;es consiste à recherclter une uéthocle de d.osage au toxic-ue

et des ntétaboLites dans Les nil ieux bioTogiçues et notarunent dans

l-'urine. KonM. et i:oGGoIt H. en 1965 (Ss) ae"rivent une techniçue de

dosage de 7'ctphéngrindole par spectro'çIntocoLorinétrie. cel-ui-ci en

1trésence d'cr -odjchlorodipiténglmétltane et en mil-ieu sulfuric;ue déve-

Jolto,e une coLoration rouge. ^Ious ayons p;référé utjJiser une néthoô.e de

dosage pTus générale (noyaux indoTes) ç'ui nous permettait de doser Les

rûétabolites urjnajres éventuefs ajnsi que 7'uo-hénglindole. La téacticn

de SALKII , ISKI  (1883-1885) nodi f iée par  îLLET en 1961 ( t r )  est  b ien con-

nue.  Cet te méthode nous a pernis  de réaLiser  i -e  b iTan de L 'excrét ion

des cot::t1tosés jndoiigues urjnajres.

3'g"it'z

?arni toutes les réactions spécific-'ues ciu nogau indoTe, ceLle

de SALKO,iSKI apparaît comme la plus utj l, jsée. C'est la réaction du no7au

indole avec 7e chTorure ferriçue en présence d'acides ninéraux.

Dans certains cas, La colotation peut être modifiée seLon 7a

nature de 7a chalne 7atérale.



- Réactifs

Sol .uÈjon . .  Peser  1,216 g de Fe CIgr  6 H2 O, a jouter  53 nI

d 'eau b id is t i lTée,  après d issol ,ut ion compTète verser  Tentement ,  en

agitant constannrcnt sous un courant d'eau froide, 60 nI dracide sulfu-

rique concentré 98 %. compJéter ensuite avec 50 mL d'eau bidistiTlée.

Jeglnique

A l nL d'échantiTl-on, ajouter 4 nl de réactif ci-dessus. .te

mé7ange est, chauffé 30 minutes à 40 oC. Mesurer ensuite lrabsorption à

546 nn contre un bl-anc réactif .

La gaflane d'étalonnage est effectuée avec du 2-phéngTindole

( f iS.  1)  que - l 'on so- lubiT ise dans de l té thanoL.  L 'addi t ion du solvant

nta pas dtact ion sur  - le  dosage.

- Identif ication des

sut couche mince

nogaux !91 " "Ær 
chromatogr ^Ehi"

Jvous ayons utiJ.jsé l-a tecLvtique décrite par STOWE B.B. et

THII.IANN K.V. en 1954 (fOl) d.ans TagueTl-e Le papier Whatnan no 7 est

remplacé par des plaques (cefful-ose) prétes à 7'enpToi pour chromato-

graphie sur coucàe mince (I,Ierck). Le soLvant uti l, jsé est Le sujyant :

fsopropanoT,  eau,  amnoniaque 28 % (8,1r1,V/V).  Le réact i f  de révéTat ion

est -le méIange : de PILET cité plus haut. IL est dilué au 1/2 (V/V) avec

de L 'éthanoJ juste avant  L 'emp7oi .  SrcwE B.B.  et  THIMANN K.v.  ( lOf)

citent dans Leur articTe, 35 dérivés indoliques dont 7e 24théngTindoTe

en précisanù -l,eurs R.f. et Leurs cou-Z,eurs après La réaction d,e SALKONSKL.
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f .2  Dosage et  ident i f icat ion de L,ac ide h ippur ique ur inai re

Ces dernières années de nombreux auteurs ont décrit et uti l- isé

différentes méthodes de dosages de L'acide hippurique. foutes ces

méthodes ont été réaJ-isées pour étudier 7'éTinination urinaire de cet

acide après diverses expositions (to7uène, xgl-ène). Jvous pouvons cJ,asser

ces méthodes en 3 groupes.

1") Wr-q""" ut i l , isant  La chromatographie

- Chromatographie en phase gazeuse

Cette technique nécessjte au préaTabLe une extraction,à

L 'acétate d 'éthg7e a jns i  qu 'une nétngTat ion.  ELl ,e a été décr i te  par

BUCHET J.p.  et  LA:uËiERTS À.R.  ,  1973 ( r r ) .

Chromatogtaphie sur coJ-onne

sflw#l s.Jv. et 1ABRIELI E.R. , 1968 (SA) preconisenÈ d,utj-l jser

une coTonne de séphadex Glg pour séparer J'acide hippurique et j ls

mesurent ensujte 7'absorption à 232 nn. Cette technique n'est pas spéci-

fique, d'autres composés peuvent être é7ués en même temps et absotber à

ceÈte nêne Tongaeur d'onde.

Chromatographie sur plaque ou sur papier

?AFFNEIr c.w. et coL., 1954 (:U) uti-l jsent 7a chromatographie

sur papier Whatman no J sans extraction de,L'acide hippurique urjnajre

au préalable. La révéLat,ion est effectuée à L'aide du p. dinéthglamino-

benzal-déhgde en milieu anhgdrique acétique.

ocATA I.t. et col., 1969 (ZS) preconisent une exttaction à pH 2

avec 7e mé7ange éthanoT/éther (1/1, v/V) avant 7a séparation chromato-



I

graphiwe' qui est effectuée soit sur papier, sojt sur une praque de gel

de siTice. Le méLange de migration est -Le suivant ; tol.uêne, acid,e

acétique, eau 1@/50/2,3 (v/v). La révélation peut être effectuée soit

avec l-e réactif de GAEFNEY c.tl. et co7. (rU) ou Le ëbTorure aè benzène-
gultonyle.

TEU1HY H. et VANSWERE C.F., 1969 (tol) ae"tivent une technique

gui nécessjÈe une extract,ion de I 'urine à l racétate d'éthgle pH < 2. puiÉ

une sépatation sur une plaque de chromatographie prépatée avec un né7ange

de 50 g de ge7 de siLice et 50 g de ceTlufose conne suppart. La détection

est  ef fectuée avec Le réact i f  de GAFFNEr c.W.,  tg ,4 ( r t ) .

ces différentes teclnigues chromatographiques s radaptent mal

à 7'analgse en grande série et e-L-l,es nécessitent un traitement d.e Lrurine

avant le dosage (extraction, méthglation).

MATSUT H., KASAI M. et IMAMITRA 5., rcZA (SZ) d.écrivent une

teclnique de dosage de L'acide hippurique par chromatographie hauËe

pression. cette néthode est simpre, sensjbl,e et spécifique, nais erle

nécessite un matérieJ sophistiqué pour étre réa_lisée.

2") Technieues coforinétrjgggt

LMBERC,ER C.J. et  FTORESE F.F.,  tg63 ( lOe) ae.r jyenÈ une

technique de dosage coTorimétrigue de J,acide hippuriq,ue urinaire qui

uÈiJjse 7e cltlorure d,e benzènesulfanyie.

Tf,ItoKUNr K. et ocATA M., 1972 Qoa) pratiquent une néthode

anaTogae.

I<ANEK2 I. et coL. en 1975 (Sl) f" modifient à des fins d'auto-

matisation.

ces techniques, gui uÈitisent Le câr.orurë de L,enzènesu!Êongr€ sonË



l0

reconnues conme étant peu spécifiques. En etfet L'acide salicylurigue et

gueJqnres acides aminés interfèrenù sur 7e dosage.

IûIKfuSKI P. et wIcLUsZ R. en ISZO (AA) décrivent une méthod.e

col-orimétrigue gui utiJise -le p. dinéthglaminobenzaldéhgde en miTieu

anhydride acétique avec conmte catalgseur de. Ia réaction du chl_orure

fettique anhgdre. Cet,te technique nécessite une extraction à 7'acétate

d'éthgle. L'urée interfère mais eLl,e est éliminée presque totalement

Lors de l- 'extraction. Cette méthode est Tongue et dilf iciTe à réaTiser

en grande série.

Ivous ayons préféré utjl,iser une tecfùrigue pJus ancienne

nodifiée. En 1940 DENI1ES G. (te) décrit une réaction coTorée gnur

7'acid.e hippuriq'ue, elfe est, nodiliée par DEyssON c. et ALLT}T M. en

naZ (zz), puis pal. GRTILER R. et co|. en 1978 (oo).

PRITVCIPE ..

Cette néthode de dosage coTorimétrique est .basée sur .l,,action

de 7'hggnbromite en miLieu alcalin sur J.,acide hippurique. En fin de

réaction Ie composé coToré est extrait pat un soJ.vant organique.

DEïSS2N c.  et  ALLI7T M. (ZZ) c i tent '1 , ' jn ter férence d.e I 'u tée. . 'Celhe-e l

réagit avec Lthgpobromite (dégagement gazeux). Dàns notrè -néthode nous-

ajoutons de llhypobromite et de 7a saude en excès pout éIininer l!,action*

dé 7'urée. La mesure de 7a densité optique est eftecÈuée à 313 nm de

façon à augmenter -La sensibj-lité de La néthode. Le maximwn d'absorption

se s i tue à 260 nn,  mais à cetÈe Tongueur d 'onde,  d 'autres produi tsr ' te l

que 7a cAnurénine interfèrent.
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TECHNTQUE DE DOSAGE :

Réactifs I

Soude à 40 g % dans de 7 'eau b id is t i l jée

.  S o - l u ù i o n A :  B r o m e

166,5 g:, de bromure de potassiun + 2gO nl H2 O

+ 25 nI de brome.

. SoLution B : Hgpobromite

80 nl_ de soude à 40 % + O,3 g d,iodure de potassium,

compTéter à 15o m7 avec Hz o. Ajouter lso nr de so]uÈi on A.

tléthodoTogie

eré7evpr 2oo ul d'urine dans un tube à essais, ajouter g@ vL
de soude à 40 %, puis 2r5 n7 de solution B. Les Èubes sont chauffés

5 mjnutes au bain-marje à loo oc puis refroidjs. Le composé coloré est

ensuite extrajÈ par 1 ml- de tétrachlorure de carbone. La mesure de 7a

densjté optique sur Ja phase organique est effectuée au spectrophoto-

mètre à CJ3 nm.

Une vérification par chromatographie sur plaque (geL ète

siJjce) est effectuée sur pJusieurs urines contenant des quantités

variabTes dtacide hippurique. Ls sorvant de migration utjljsé est Js

sujyant : chLoroforme, acide acétique (SO/2O).

3" ) l(éthode de.dosaye perc;lytac|;ophorèse

soLLENBERc J. et BALDESTEN A., 1977 (SS) ae.rivent une

nouvelTe méthode d'anaLgse de l,acide hippurique et de certains autres

acides organiques. EIIe est basée sur Le principe ële rrél.ectrophorèse

dans un sgsÈème d'éLectroJyÈes discontinus. Cètte technique est simple

et spécifique, mais eJ,l.e est très récente et nécessite un matérier

spécia7 q,ue nous ne possédions pas au moment d,e cette étude.
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I.3 Dosage et identif ication des S-hgdroxgindoLes urinaires

Les r"étlrccies de dosaEes de ces cTérivés sont de quaÈre types

1" ) H"S"t cpnapragh:luues

JvïsItIJvo M. ' NOGU1HI T. et KIDT R. ' 1972 (72) uti-lisenÈ une

teclnigue de séparation des S-hgdroxgindoles urinajrec par chtomato-

graphie d'échanges d'ions et mesurent 7'absorption de chague fraction

à 275 rn.

Ilne teclnique récente décrite par. HosKINs A.J. et NLLITT R.J.

en 1975 (nr) utjl ise des standards jntetnes d'acide S-hgdroxgindole

acétigue et d,acide indole acétique deutériés. Ie"d dosageË sont ensujte

effectués par chromatographie en phase gazeuse coupTée à un spectro-

gtaphe de masse.

BECK O., PALI,TSKOG G. et HWTI,IAN 8., rczl (lo) déctivent une

néthode pour Ia déternination quantiÈative de 7'acide S-hgdroxgindole

acétigue urinajre. Celle-ci est basée sur -la chtomatograpàie liquide

haute performance â phase jnyerse. La détection est effectuée par

fluorimétrie.

2" ) I,léthodes ig.lgrigaes

et col., 1973 (AA) ae.rivent une technique de

spécifique et sensible, basée sur fe principedosage de

sujvant s

SAAVEDRA J.M.

ta séroti.onine
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Ac .  Co  A .
Sérotonine N atcétglsérotonine

8 . C . 2 . 3 . 1 . 5 .

3H méLatonine

E . C .  2 . 3 . 1 . 5 .

E . C .  2 .  1 .  1 . 4 .
3n s .a .u .

Ac.  Co A.

N acétgltransférase

hgd r o x g i ndo 7 e -O-méthg 7 t r an s f é r a s e

3a ,étngl-s-adénosyl I néthionine

acétgL Co enzgme A

La méTatonine formée est ensujte exttaite par un solvant otga-

nigue, puis Ia radioactivité est mesurée. C'esÈ une méthode Tongue,

coûùeuse gui s'adapte ma7 aux dosages en gtandes sérjes.

3") Méthode de do sage spectrof Tuor imétr ique

Les dérivés indoliq,ues subsÈitués en 3 et portant, en 5, un

gtoupement-OV ou -@Hg présentent après excitation à 295 nm un speetre

de fluorescence avec deux bandes d'absorption, une bande à 34O nm qui

décrolt en miLieu fortement acide et une bande à 54O-55O nm dont L'inten-

siÈé est inversement proportionneTle au pH.

Ces méthodes ont été appTiguées par s

.5EMrE'JVÀC ROUT,|ANOU H. et col. en 1967 (rr), DRETTX C., 1968 (re), LOREZ

H.P.  et  DA PRADA M.,  1978 (Aa).

Cette teclnique nécessite une purif ication des dérivés indo-

Iigues. EIIe peut s'effectuer sojÈ par :

- extraction séTective (butanoT)

chronatographie d' échange d I ion

adsorption sur fTorisil de cerùajns composés acjdes (pigments).

E . C .  2 . 1 . 1 . 4 .
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Chez L'Hormne cette technique est parfaitement applicabTe pour

re sang et J, 'ur jne. chez L'Animar (Rat) nous n'arr ivons jamais à éLi-

minet totaLqnent fes pigments urinajres, gui perturbent 7a spectro-

fluorinétrje. ÀIous avons donc recherché une Èecànique coTotiméttique.

4") Méthodes ?olginétrigg

Méthode de IIANSON modifiée par SHIRARDIJV Il. et METAIS p. en
/ \

1e6o le7J.

Àprès extraction par L,éther en miTieu acid,e, Ie soJ.vant est

técupéré puis évaporé et 7'extrait sec est reptis avec de lracide

chTorhgdrigue O'IN. La réaction de IIANSON uti-Zise fe p. aminobenzaldé-

hgde en miTieu chTorhgdrique. MaTgré l- 'extraction, cette méthode n'est

pas spécifique.

lvous avons uti-lisé 7a méthode i'IID.ENFRTEND S. à l

SnaphtoT, e71e a été décrite ou nodifiée par^ :

rÆ,ENFRTEMD s. eÈ co7. en 1958 (toS), DREUr c. et DELAUNEIr

( : r ) .

'cnitroso-

B .  en  1964

Principe

.L'onitroso$naphtoT réagit avec de nombreux phéno7s substitués,

en présence d'acide nitrigue. .Les S-hgdroxgindoles réagissent dans des

conditions différentes, en a.bsence d'acide nitrique mais en présence

dtacide chTorhgdrique ou sulfuriq,ue diLué contenant des traces de

nitrite. Dans ces conditions 7a réaction est spécifique. Le composé

formé est rzio-Zet. En miTieu chTorhgdrique ou suJ,furigue, Les dérivés du

phénol ne téagissent pas ajnsj que 7e trgptophane, 7a trgptanine, 7e

7-hgdroxgtrgptophane eù 7a 7'-hgdroxgttgptamine. La réaction avec le

5- hgdroxgtrgptophane, Ia S-hgdroxgtrgptanine, 7 t acide S-hgdroxgindole

acétique et probablement 7a ùacétglsérotonjne nous donne des chromo-

phores avec des spectres patfaitement semblabl,es. Lorsque nous effectuons
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l-a reaction directement sur -1,'urine, nous dosons probai-.1-ement ces 4

conposé s sjnul, tanénent.

- Reactifs

Sol-ut ion A :  c tn i t roso$nal i l t toT à OrI  9,J  dans-  L 'ét I ;anol  à.95i?,

Solution B : acide nitreux i,réparé extem]totanénent, 5 nI

a 'ac ide suTtur içue 2 N + Or2 mI de n i t r i te  de sodiwi  à

2 ,5  % dans  de  7 'eau  b id i s t i l l ée .

Tecinigues

Les urines sont acidif iées à p,H 2 avec de 7'acide chTorhg-

ciriç ue.

I r réLever 2 r 'ù-  d 'ut ine,  a jouter  1r . : l -  de sol , .  À et  l  n t l  de sol .  ts .

Chauffer 5 minutes au bain-narie à 55 oC, I;uis Laisser refroidir. .t 'èxcès

d'crn j t rosoinatr i i toL est  ensuj te é7in iné par  une extract ion au d ichLoto-1-2-

étlnne. Ea nesure cie L'absorption est effectuée au photomètte à 546 nn

sur .La phase aEueuse contte un bLanc utine sans onjÈtoso$natr;hto7.

Nous avons reaLisé 2 gammes d'étaLonnage, I 'une avec de la séro-

tonine,  7 'autre avec de L 'ac ide S-hgdroxgindoie acét iEue ( t ig .  2) .

Lors aes Cifférents dosages effectués dans cette première 1'artie

neus avons uÈjJisé 1;rincipaTenent des tectvtiEues coLorimétriçues plus pra-

ÈiEues â réal.iser; nais nous sorîrmes conscients que ces tecltniques peuvent

être eueJ.c.ue :lois nloins spécitiques gue d'autres méthocies plus é7aborées.

La révéLation des plaques chronatographiclues est effectuée avec

Ia nêne technique (L,ufvérisation des 2 réacti is, puis clrauffage à 55 "C).
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I.4 hsage et révéTation de La sérotonine dans L'urine

Les méthodes de dosage utj l, jsées sonÈ identiq,ues à cel.l.es

décrjÈes dans Le paragraphe précédent. Cependant avant d'appliquer ces

méthodes, j i . est nécessaire d'extraire spécifiquement Ia sérotonine en

éTiminant J,es autres S-hgdrôxgind.oles (acii le S-hgdroxgind.ole acétigue

et S-hgdroxgtrVptophane) .

Jvous ayons uti i isé l-a technique de DREL;X C., leAt (Za) ex-

traction au butanol- en niTieu al-caLin, puis reTargage en miTieu açlueux

par 7'heptane. Le dosage colorimétrigue q'ue nous avons uti l- isé est jden-

tique au dosage des S-hgdroxgindoles urjnajres.

La vétilication de fa présence de sérotonine dans Les urjnes

eÈ dans -1,'exùraiÈ butanolioue a été etfectuéè par chroriatàgra7,hie sur l,laque
de ceTLuLose avec I solvant et 3 révélations différentes.

Sol-vant  :  Isopropanol- ,  ammoniaque,  eau (8r1r l ) .

RévéTations : - ninhgdrine

- composés indoJigues

-  5 HO-indoLes.

I.5 Dosages sanguins

Les différentes techniques de dosages sont pratiquées sur J,e

sérum. Ivous avons uÈjJisé Les cofftets Boerhinger non optimjsés eÈ

téa7isé ces dosages en microméthodes. Pour fes chJ,orures nous ayons

appliqué La méthode coLorimétrique au perchTorate de fer décrite par

KWCKE r . ,  1969  (U r ) .
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I.6 Expéylr,r"rtation aninal-e

a) animaux

- Lapins néozél_andais,  drun ç;o ids compr is  entre 2r5 et  3 kg. .

ces anintaux ont subi une 1tériode d'adaptation en animarerie, d.rune

dizaine de jours avant  Le début  de 7,expér ience.

-  Rats E.o.P.s.  aTbinos (soucl rc  2FAS),  or ig ine sprague-Dawleg,

cie sexe nâLe et L'enel7e, d,un poids comç,ris entre 160 et 24O g.

b) Expérintentations chroniçues .. Intoxication 1,ar-inÂtuti; -

- Lapins

Les 2 anintaux sont pracés dans la même cage à intoxication.

Caractéristigues de 7a cage à intoxication : paralléIépiç;ède

rectanEle en pTexigl,as d'un volume de 12A J,jtres.

Les animaux sonÈ intoxiclués I heures par jout, 5 jouts pat

sentaine pendant 5 senaines. fls ont placés en cage à nétabol-jsme Ia nujÈ

et -Ze week-end afin de récupérer Jes urines.

Les Tapins ténpins sonx pTacés uniquement en caEe à métabolisne.

-  Rats

CaractérisÈiq'ues des ceTluJ,es à atmosç;hère contrô\ée : Vo|ume

u t iTe  =  77O L i t r es  ( f i g .  2  b i s ) .

Chaçue cel-IuLe est éEuipée drun séparateut ,rutine-fèces', en té-

i lon. .Les urjnes, f iTtrées, sont i;ompées au fut et à mesure de Leur émission

et dirigées vers un coTTecteut de fractions, pTacé dans une enceinte réfri-

gérée à 4 oC.
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Les animaux sont traités 6 heures par jout, 5 jours par

serrajne pendant 6 mois.

?rois LoÈs sont constiÈués eÈ traités sel_on ie tableau

suivant

Lot  No Nombre d'animaux
Concentration

(en mg d 'uphéngl indoLe
pu,  ,3 1

1 - 2 2 x 1 2 O Témoins

3 - 4 2  x  1 2 20

5 - 6 2 x 1 2 60

.Les Rats sont exposés par groupe de 12 dans chaque cel.J.uJe. La

nourrjture eÈ J.'eau de bojsson Leur sont présentées en dehors des heures

d'exposi t ion.  L 'aphéngLindoLe est  subl - iné à 196 oC à I 'a ide d, in jecteurs

spéciaux.

- Contrôl.e de La concentration en aphénglindole dans L,air

Des pré7èyements d'atmosphère sonÈ effectués sur fiTtres,

.deux teclzniq,ues peuvent être util-isées ..

1"  )  f  iL t re d 'a l - fa  et  d 'amiante hgdrofugé,  so iubiJ isat ion de

7'uphéngl indoLe dans -2, 'acétate d 'éthg7e,  puis  analgse par  f luor imétr ie

(exci tat ion à 315 nn)  i

2")  f i f t re  de papier ,  so lubiT isaÈjon dans 7 'éthanol  absolu

et anaTgse par spectrophotométrie à 31O nn.
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c) Expérl1men,lu*, 4g

- Animaux RaÈs femeTl-es d'un poids mogen de 22o g.

1")  BiLans b iochin iEues sanguins

Voie d 'adminis t rat ion :  I .P.  ( in t rapér i tonéaLe)

véhicuJ.e : PoTgvingTpgroTidone (PM 25.O0O-3O.OOO Merck).

soJ.utjon aqueuse à 3 %. C'est un véhicule approprié pour

de suspension d'aphéngTindofe à l-a concentration maximaTe

injectabTe par voie intrapéritonéa7e.

P . V . P .  e n

Ia réal isat ion

de 20 %,

Administration du produit : 2 Lots de 30 animaux sonÈ effectués par

"Randomisation". L'un d'eux reçoit 7'aphénglindole à La dose de 5OO ng/kg,

sous un voLurne de O,5 nL/2OO g. Le deuxième 7ot reçoit Le véhicuJe seuf

sous J.e même voLume. Dans chaque 7ot, 10 animaux sont sactif iés à 24, 48

et 72 h.. Des examens biochiniques sont ensuiÈe ptatiqués sur -le sérum.

Des animaux témoins, ntagant rien teçu, sont égaTement sacri-

f iés. Les animaux traiÈés n'ont pas perdu de poids par rappott aux té-

moins. Aucune nortal-ité n'a été observée, à -la dose de 5OO ng/kg, pendant

-Zes 3 jours de 7 'expér ience.

2o)  Etude de L 'éLiminat ion ur inai re des S-hgdroxgindoTes,  de

l-a sérotonine et de L,acid.e hippurique

- Après une injection d'aphénglindol.e seu-Z

Animaux .. Rats 
I 

poids 22O g.

Vo ie  :  I .P .

VéhicuLe : LabrafiL.

L 'o.phéngl indol -e est  sof  ubiL isé dans I 'é ther ,  cet te soiuÈion

est mé7angée au véhicufe, 7e sol-vant esÈ ensuiÈe évaporé sous vjde. Jvous
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obÈenons une so-Lut ion d 'uphéngl indole dans 7e labtaf iL .

Nous formons 5 lots de 3 animaux pat "randomisation" ; 1 fot

témoin bfanc ; 1 l-ot témoin, qui teçoit Ie véhicule sous 7e même vofume

gue 1es animaux traités ; 3 fots d'animaux recevant des doses croissantes

d'aphéngTindofe (25O, 5OO, LOOO ng/kg) dans un même voLume de véhicufe

(O,5 n7/1OO g de poids corporel). Les animaux sont placés par 2 dans des

cages à nétabof isme,  af in  de recuei l - l - i r  l , 'ur ine toutes Les 24 heures.  I7s

d. isposent  de La nourr i ture et  de L 'eau ad L ib i twn.

- Àprès un prétraitement au tr7ptophane et une injection

d'aphéngT indoLe.

Animaux : Rats 
I Poids = 22O g.

Vo ie  :  I .P .

Véhicul-e : o,phénglindoLe Labrafi l-

Trgptophane gomme atabique (5 % dans H2 O).

Dose : aphénVLindoJ.e 5OO nS/kS

3 Trg?toghane IOOO nS/kS-

Vofume de véhicuie : O,5 nl/l)O g de poids cotpoteT'

La solution d'aphéngTindole est prépàrée comme ci-dessus. JVous

formons 5 LoÈs de 3 animaux pal^ "randomisation". Le tableau ci-après nous

montre 1e traitement de chaque 7ot d'animaux. Les Lots 4 et 5 suLrjssent un

traitenenÈ identicue.

-

IV"  du fot I 2 3 4 5

, è t e
in ject ion

VéhicuJ-e seuL
gomne arabique 5 %

x o o o o

Trgptophane
lOOo ng/kg

o x x x x

,ème
injection

Véhicule seul
Labrafil

o o x o o

aphénglindoTe
5@ ng/kg

o o o x x
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Les animaux reçoivent fa deuxième injection 5 heures après la

pranière. Pour chaque lot, Les urines sonÈ recueiTlies pendant Les 5

heures gui suivent la premiète injectiont Puis toutes les 24 àeures

pendant 5 jours.

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

Libitun,
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-
R E S U L T A T S

II.1 Experiritentation sur Le Lapin

Cet te exp;ér in:entat ion a pour but  de téaLiser  Le b iLan de L 'é l - i -

mination urinaire des composés indoLiques après intoxication par inhala-

tion d 'a4-théngJ indol-e.

Les résul-tats sont exprimés en ç'uantité d'aphénglindole excrété

dans l-turine. En effet, nous ne connaissons pas La nature des différents

corr tposés dosés.  Les f igures 3 et  4 nous mont tent  7téTiminat ion ur inai re

des coirposés indoli<;ues chez 2 Tapins intoxiqués par inhalation à 7'ap;héng7-

irtdol-e (concentration mogenne 5O ng/n3). ÀIous remarquons une augmentation

<ie l - 'eL i rn inat ion après chaEue pér iode d ' in tox icat ion.  Pendant  Le week-end 7e

taux de cette éLirnination d.e nogaux incioles, revient pratiquenent à La même

vaLeur que J.es témoins.

Les tabLeaux I et II regroupent Les concentxations d'aphénglindoLe

cians l , 'a tnospàère,  7a durée de 7 'exposi t ion,  La durée du pré7èvement ur inai re

ajnsj clue ies ya-leurs cie la concentraÈion des comp;osés indoliques urjnaires.

D'après GwToN A.C. ,  1947 (nZ) chez 7e Lapin Le volume courant

est de 21 nL et La tréctruence respiratoire, 51 mouvements par minute : ce

çui nous donne un voLume d'échange pulmonaire mogen de 60 7/h.

Le dispositi l  expérinentaT ne T,ermet pas de contrôLer La concentra-

tion atmosphérigue en cphéngfindole. IVous observons rjes variations d'un

jour  à L 'autre pouvant  a l ler  du s inple au doubTe.
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DOSAGES DES i lOYAUX I I {DOtES

urano de hpin

Durôr  dr  l '
intor icrt ion
rn hruros

Gonccntrrtion de
14I lndolc cn

n !1m3

DurÔc du prch-
Ycmcnt  d 'u r inc

cn  h lu rc r

Conccnt r r t ion  dcs
noyrux  Indo lc r  d rns

l ' u r in r  cn  G l I
r'=lo rïol

8,15 63,2 t5

orTl 1,00

E,45 50,9

15 ,25 l , l  5 l,||o

8,35 39

15,15 l ,o2 0,82

48 0,68 0,62

8,40 67,2

| 5,30 0,98 l,(|8

8,30 56,9

t520 l ,  lo l , l 5

E,25 60,4

| 5,45 l ,2 l 1,29

8,30 47,7

|  5,30 1,22 1,36

8,30 4q2

| 6,50 l , l  7 1,82

46,40 0J2 0J2

8d35 2qE

| 5r25 0,7 6 0,58

Iablcru I
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DOSAGES DES [ {OYAUX I t {DOtE S

ur inG dc  l tp in

Durôr  dc  l '
into r i  cr t ion

cn hauror

Concentrr t ion
doC Çlndoh

drns l 'rtmosphàrc
ml tnS

Ourô e du prôlc -
Ye mont  d  u r in r

Gn hourcs

Conccn t r r t i on  dc r
noyrux  Indo lc r  d rns

l ' u r in r  cn  G l  I
a a

[=76 . il=107
I

8,3 5 78,6

|  5 ,25 l , l 3 1 ,36

8,3 5 77.9

16 ,5  5 l , l  I 1 ,29

8 . 44,8

3eJ 5 0,58 0,73

48 0,40 0,55

8,40 40,9

15,20 0,64 0,83

8,35 3 9,4

|  5,25 l,o2 l , l  6

E,35 42,5

| 5,25 1,06 0,83

8,50 40,9

t5 0,83 0,67

Irtlmu ll
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ELimination urinaire de nogaux indofes

chez Les .Lapins témoins et trajtés

Nombre de val-eurs

rË
m  t o

s/1

2 Témoing 2 x 3 o r 4 1  !  o r  1 5

Lapin N" 76 1 9 o, 92 !  o , 2 5

Lapin No 1O7 1 9 o , 9 9  !  o , 3 3

f* mogenne ! écart tgpe

La dutée de L ' in tox icat ion étant  en mogenne d.e I  h .4O par  jour .

Nous obtenons un voLume d'échange puTmonaire pendant l, intoxication de

52o 1 soiÈ envj ron or5 n3.  ce qui  représente,  s j  tout  éta i t  absarbé,  une

quantité mogenne d'aphéngTindoLe de 25 mg J-L.

Pour des animaux de 216 kg re vol-ume urinaire mogen est de

160 nL pat 24 h. Nous uti l. isons ce voLume mogen pour 7e cajcuL car nous

ne disposons pas des urines de 24 h.

Les quantités mogennes de nogaux ind,oLes excrétées en 24 h.

sont  (d 'après 7e tabLeau c j -dessus)  :

65 ng J-l pour J.es témoins

147 ng J- l  pour  7e Lapin no 76

158 ng J- l  pour  7e Lapin no lO7.

Àu vu de ces résuJ, tats ,  i7  est  Jogiç 'ue .de penset  gue Je b i lan
de L'excrétion journaliège oes contç;osés ind.olicrues est Jargenent excéd.en-
taire par rapL)ort à ra çuantité <i,uphéngrindole Eui peut être absorbée.

Les composés indol,iques du nétabolisme normaL présents dans

l-'urine sont principalenent tous des métaboJ.ites du trgptophane.

Jvous avons donc poursuivi notre étude en étudiant -l,es nétabo-
IiÈes urinaires du tryptophane et plus partjcuiièrernent Les nétaAolites
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de l-a voie des 5-hgdrox;indoLes. Cette voie de nétabolisation cond.uit à l-a

fottnation d.e substances p)lçsiologicruenent active conlne 7a 5-Itg'dtoxgtry;g;ta-

mine. Cel-l-e-ci a une action au niveau du sgstènte nerveux central , ctest,

conne dtautres amines, une substance neutotransmetttice, EARCÈ;AS J. et

|SDIN E. '  1973 ( ,g) .  
" 'aug ' r : tentat ion 

de f 'excrét ion de ces métabol i tes l -ors

<le l - ' incoxicat ion par  7 'a iL l 'éngJindoJe,  exL. f  iquerai t  pour  une par t  Les con-

centtaiions très éLevées en con.lposés indol-ic. 'ues urinajres rettouvés chez

Les 2 Lapins t ra i tés à 7 'e. ; ,héngTindole.

rl- est po::sibLe a;ue res 2 nogaux composant J,aphénElindole aient

des actions indétr'endantes. celTe du nogau inciole sera étudiée pTus en cie-

taiL dans La suite de notre travaiL. Parmi Les actions probab.Ies du no;au

piÉngl nous en avons retenu une : action au niveau du cgcle phénglalanine-

tgrosine. Pour vérii ier cette h;o^othèse nous avons dosé L,acide hippuriçue

ur inai te.

I I .2  Expér inentat ion sur  Le Rat

Nous avons réal isé 2 tgpes a ' in tox icat jons . .

11)  une intox icat ion a ig 'uë

E77e contporte une injection uniçue d.u toxiçue à cies doses él,e-

vées, Les aninaux sont suivjs pend.ant un terirps Èrès courÈ 3 à 6 jours.

2") une intoxication chroniçue par inhalation (faibie dose)

p;endant 6 mois.
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A - TNTOXTCATTON AIGI]E

a) Eil-an biochimiçue sanguin

Le o i l "an a été réaLisé sur  3 jours (voi r  chapî t re r ) ,  paragra-

lzes 5 et 6. Les préJèvements sanguins sonteîlectués ;:ar section, de La

caroti<ie, l-e natin de t h. à 11 lt. 30. Tous l-es dosaEes sont effectués

sur -l,e sétunt. Les dosages d'enzgmes et de bil- irubines sonÈ réa-Ljsés

dans Les 3 àeures ç'ui suivent l-e préièvement. Les autr'es ciosages sont

etfectués sur -le sérun conqeJ-é.

.Les résuJ.tats obtenus sonÈ présentés dans ie tabLeau no rrr.

Itous rentarquons Eue naJjré queTç'ues résul,tats significativement

différents seuJe La baisse des citol-inestérases nous apparaît connne suffi-

sar'Tnent riiarçuée pour être reTevée.

Ii lous avons ef fectué -Les comparaisons de tl iog-ennes suivant ]e

test de STIJDENT - ITISI{ER conne suit :

Témoins vehicules contre Ténpins bLancs

Traités contre Téntoins vehicuLes

Les vaLeurs significativement différentes sont marquées ainsi :

xx

x

xx

xxx

Probabil ité

, t >

t , >

9 0 %

9 5 ' / .

9 9 %

voi r  tableau no I I I

b ) Elinination urinaire des S-hydroxe-indoTes et de 7'acide_ _
Itil;'1iuriç.ue après une in j  ect ion unigue d '  aplénEl indoLe

Exp'éyi*"ntation (cliapître I), néthodoloçie (paragraphe 4).
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OOSAGES SANGUINS SUR RATS IEMETTES INTOITOUES PAR [ 4.PHEtUTtIttIDOIE

DOSAGES IIIORM.
( tômoins'absolus 

I

T.V.
24h

TRAITES
24h

T.V.
48h

TBAITES
48h

T.V.
72h

TRAITES
72h

G'P'T 
utrt

ll,7 r 0,9 12/1 t0J0 12,27 t0J3 12,4 t0Ji 17,9 i 0J3 f 3,g , f,05112 I 0,8

G.O.T
ut,  t 99 t 8,2 44 t \5

X X X

62,5 t 3/ 139,8 t l6,t l6 3t  13,3 ll I t 13,4 ll2 t 0,6

Protélnes Totales
srL

71,3 t 0,75 70 tQ5 OtO , O,g 6?,6 r 0/S 66,3t Q35 ?1,5 tQ9l

x X X

65,8 t QB

Cholesterol grt 1,24 !0p4 fsrïopq l,l3 t 0,01 tJÛta,22li lr0p3l 1.25 rQ06 f,SA , qôt

Uree
gf t

0,35 t |lpl Q3l t 002 Q3l t opl Q34t0p0lQ36 tQ03 0,4 0tQ00l Q4 | t 0,64

gpldes tot.ur 
nr,

10,3 r 02 5,0A, qZZ 178 r olt ,,ri' qrn9l t o,ot 12,6 t gjll l4 ! 0,22

Chlore tét,Ou,f,rOr,99 t2 .8 88,5 r 2,4t 95 t l6t ezJ t \01 93,7 tl/0 85,6 t 2,1 8{l t l,3l

Ghollnestérare
ulrt

2140 ! i l7 2997 t  73

x

l83E t  Zl 2198 t  9Z

X X X

l52l tttz 2063 t 78,5
X X X

1384 t 57

Phosphatrso
Alcaline 

Ulil.
23r l 21,2 r lJ9 22,2tlJ 28,1 r 1,36 29,7 t1,65 43,0 t 2/ 51,?=;

[.0.H Total. 
UllI

1207 r90 767 t6 [5

x x x

1028 t l0 l 2218!217 1996 t  96 1859t  169

x x x

l 26E t  103

Bilirublne Totale
mg'I

l,gl 10J2 l,3l 1 0J6 2,34rfJ9166 t 0J5

x x x

2,510J4 lpl. O,tf 3,40 t Q20

Bilirublne Dlrecte
mg 1 [

033 t 0.03 9,5 4 t Q02 r.roîz 0ll t sJs 1,27 t 0,15 Q3 3 t g.g4
X X

1,20 t 0,2 5

Créat ln lne mg |  [ 2.1 t 0,00 2,û2 t 0.ll z,lo r 4 3,1 r 0,04

x x

2.61 0,09 2,2870p4 e,3 * 0,1|

xxx  >  9g l
xx  >  051
'  >907

. . .  >  gg t6
.  >  95 '6

ïalloru lll
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Après l ' in tox icat ion l -es ur ines sont  recuei l " I ies Èoutes J,es

24 neures pendant 5 jours, puis dosées suivant i.es technic1ues décrites

dans Le cnapÎtre I, paraEraphes 2 et 3.

Pour Les S-hgdroxgindoles,  1 'ac ide h ippur içue et  La S-hgdroxg-

t r9; l t tan ine ur inai res,  7es résul taÈs sont  expr in iés d 'une par t  en àg par

kg de p<t ids corEoreL et  par  jour  (mg icg- I i - t )  e t ,  d 'autre par t  t r ;our  7es

val-eurs cun:uLées en mg kg-r . Pour fes jours au cours ciesE.ueJ,s un aninal-

est  ntor t  Le cafcuf  est  ef fectué en éLiminant  7e poids de cel -u i -c i .

Pour l-es S-hgdroxgindoTes Les résuftats sont présentés dans

Les tabLeaux no ÎV et IV bis. La val-eur mogenne chez les ténoins est de
- r  i - r

1 ,12  ng  kg - t t - t ,  7 ' éca r t  t gpe  es t  de  O ,85  pou r  15  vaLeu rs  ( t ab leau  no  V ) .

La f igure no 5 re-présente L 'éLiminat ion ur inai re de ces composés en

lonction du tenps.

IVous observons aucune différence significative entre Les té-

moins bLancs et J.es témoins véhicuLes, Pour Les animaux intoxiqués à la

dose de 25O rng kg- I ,  7e maximun de f  'é l - iminat ion se s i tue dans ies pre-

miètes 24 h.  D'autre par t ,  3  jours après L ' in tox icat ion,  cet te éTin ina-

Ëion est revenue à une valeur identicue à ce7le des témoins.

Four.Z.es animaux intoxiciués à 5oo et l.ooo ng/kg, 7e maximum

d'éTimination se situe au 2ène jour. Les valeurs reviennent ptatiquement

identiçues à ceLles des témoins au 4ème jour.

La figure no 6 représente L'éTimination des 5-hgdroxgindc-l.es

urinaites exprinée en vaLeut cumulée en fonction du tenps. Pout fes ani-

rnaux témoins (bTancs et véhicules) L'éTinination est Linéaire en fonc-

tion du Èenps en ptenant 24 Lteures coIITme unité de base.
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ETIMIII|ATIOI{ URII{AIRE OES 5 - HTDROTTII{DOtES

chez le rat rpràs injection d'c phôntlindole seul

Trai t  ement
des  an imaur

lntervalle de

temps - ll
Poir ls des
rats - kg

5H0- tHDotES

mg /kg
I  Va leur  Gumule e

t i  I  ms lkg

TB

TV

r i

2

5

l ab ra f  i  I

50  mg l kg

00

00t0

24

24

24

24

24

0,6 g6

0/6 86

0,6 05

0,6  40

0,6 2g

1,3

25,

| 0/0

6,7

ô,3

1,3

2,5

| 0/0

6,7

6,3

TB 2i

TV

2 50 mgTkg

5 00

l0  00

24

24

24

24

24

0,6 g6

0,6 86

0,664

0,647

0,4  |  2*

2,2

2,3

7,4

9,8

172,

3,5

4,8

17,4

|  6 ,5

23,5

TB

ïv

3i

250 mg/  kg

500

t00 0

24

24

24

24

24

0,687

0,0 g7

0,666

0,6 67

0,4  14

2,2

1,9

1,6

3,7

8,4

5,7

6,7

rq0

20,2

31,9

TB I i

TV

2 50 mg,  kg

500

t000

24

24

24

24

24

0,670

0,683

0,656

0,6 55

0,41 6

l , l

1,2

1,6

2,1

2,3

6,8

7,9

20,6

22,3

34,2

* mon d'un anlnal Iablcau lU
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ETITITATIOT URI] IAIRE OES 5. HTDROIII iOOTES

chsz le rat apràs injection i 'ot phenylindole seul

T ra i tement
dcs  an imau r

lntervallo de
temps - H

Po ids  des
ra ts  -  kg

5H0 t t {DotEs

mglkg l i
lVa leur  Cumulee

I  tgrrg

T8 5 i

TV

250 mglkg

5 00

t0  00

48

48

48

48

48

0,0  65

0,6  7g

0,6  51

0,0  4 l

0 ,4  16

017

0,8 |

0,76

1,0

1,4

7r6

8,7

21,4

?3,3
35/6

Tatloau ll tls
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vArEU RS rE M 0t  i lS  CH E Z t_ES BATS 
I  

2  20 c

Excrc t ion  Ur in r i re

Ac ide  H ippur ique

ilb de Vrlours Unite Moyonne Ecart type Befcroncc

t5 mg Kg-l J-l

mg Kg-l J-l

q3

47,2

7 1 6

Acidc 5H0 Indole Acet ique

ltlz

Serotonine

0r096

mg J - l

mg Kg- lJ- l

n[J - l

97

27
28

27,3

2r7

q85

62

ïatlrau U
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Èour feÉ'anintaux in tox içués à 25O et .5OO ng kg- l ,  I ,é I in : inat ion

exltrinée en valeur cun;uLée est rel-ativenient sembLabl-e. CeLf,e-cj est Liné-

aire a l.tartit ciu 3ènte jour. À'ous observons pour 7,a dose 7a pTus é7evée

1.oOO t,tg kg-L,, une éiit; irtation urinaire supérieure à ceiJ,e cies 2 autres

doses.

Sur ces mêmes urjnes nous ayons dosé 7a sétotonine (voir cha-

pître I, paragraphe 4) afin de déterminer si cette augmentation des

S-hgdroxgindoies était uniquement due à l 'acide SltgdroxgindoTe acétique

ou à pJ.usieurs de ces composés.

Le tabJ-eau no VI présente J.es résu-ltaÈs obtenus drune part

exprimés en mg kg'Ij- l et d.'autre part Les vaLeurs cumuLées en mg kg-l.

L'excrétion urinaire de sérotonine augmente après 7'injection

d'aphénglindoLe. La val,eur chez 7es animaux témoins est en mo7enne ,

0,096 ng kg- l j -L .  (vo i r  tabieau Do V. ,  yage 36) .

La f igure n"  7 représenÈe -Les vaJ.eurs cumuTées de 7 'exctét ion

de Ia sérotonjne urinaire en fonction du temps. Les animaux Èérnojns

(bl-ancs et véhicules) excrétent une faibLe guantité de sérotonine. .ôIous

rematquons une très Jégère augmentatjon pour 7es animaux témoins véhi-

cul.es au Jème jour. -Les Rats traités à La dose de 25o ng kg-l excrétent

des quantiÈés de sérotonine teLativement constantes pendant 7es 4 pre-

miers jours.  Pour Les animaux t ra i tés à 5oO et  1.ooo mg kg-L,  l rexcré-

tion en yafeurs cumulées est Ljnéaire du 2ème au 4ème jour. La vaLeur

7a p lus éLevée se s j tue entre 7e ler  et  l -e  2ène jour .

L'excrétion de La sérotonine esù en relation ditecte avec 7a

dose de toxique administrée. Si nous effectuons 7e rapport de L'excré-

tion d.e La sérotonine urina ite exprimée en ng kg-lj- l sur 7es SJtgdroxg-

indoLes urinaires exprimés avec Les mêmes uniÈés. Ivous obtenons Les té-

suJ.tats indiqués dans -Ze tabLeau ci-après. Ces valeurs sont exprimées

en pourcentage.



ETIMITIATIO]I UBITTAIBE DE SEROTOIIIilE

chez le rat oprès injection dT phsnflindole seul

40

Traiteme nt
des an imaur

lntervalle ds

temps - ll
Po ids  des
rats -  kg

SEBOI

'srrg;l
0tt| I trl E
IEËut 

'cumuléo

mg rkg

TB

TV

r i

2

5

l0

labra f  i l

50  mg l kg

00

00

24

24

24

24

2 t l

0,686

0/686

0,0 65

0,6 40

0,6 2g

o,o5

(l,o 7

0,6 6

lo
0,E 7

0,05

o,ol

0,6 6

1,0

0,97

TB 2i

TV

2 50 mgTkg

500

r0 00

24

24

24

24

24

0,6 g6

0,6 80

o,o ol

0,0 4 l

0 ,4  |  2*

0,05

0,05

0,2 3

lt40

3,0 2

0,10

0,12

0,89

2,40

3,Eg

TB

TV

3i

250.m9/  kg

500

t00 0

24

24

24

24

24

0,097

0,6 g7

0,666

0,6 67

0,410

0,1 I

0,3 g

1,0

0,4 I

1,0

0,2I

0,5 0

l ,E  I

eE8

4,8I

TB Ti

ïv

250 mglkg

500

t000

24

24

24

24

24

0,6  70

0,683

0,6 56

0,6 55

0,41 6

0,72

0,7 5

1,4

2,6 |

3,63

6,29

{t mort d'un animrl Iallur ll
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Tenps en Jours 1 2 3 4

Dose aphénglindoTe
ng/ks

250 6 r 6 3 , 1 6 2  r o 45 ,o

500 1 4 , 9 1 4 , 3 1 2 , 9 3 5 , 7

1o/o.0 1 3  , 8 1 7 , 6 1 1  , 9 6 0 , I

Témoins bl-ancs 8 r 6

Témoins véhicufes 1 4 , 9

Pour Les animaux ténoins ce tapport esÈ de 816 %. DREUX et

coL., 1973 (-fO) ao""ent un rapport mogen chez l-,Homme de 2,1 % avec un

minimum de 7r3 % et  un maximum de 7,1 %.

Pour -Zes animaux traités à 25o mg kg-L, ce rappott est voisin

de ceLui des témoins durant Les 2 premiers jours puis augmente brusg.ue-

ment  au t ro js jème jour .

Pour -l,es doses de 5OO et 1.O@ ng kg-l , i l, est voisin de celui

des ténoins durant -zes 3 premiers jours, puis i7 augmente au quatrième

jour .

' 
Les val-eurs faibLes du rapport correspondent parfaitement avec

Les élininaÈjons importantes des S-hgdroxgindoles urjnaj.res après intoxiea-

tion. Les val-eurs fortes de ce rapport se situent au momenÈ où Ie taux

des'5-hgdroxEindol-es urjnaires esÈ reyenu au même niveau gue fes témoias.

Ceci impTique que 7'aphéngJindoTe a probablement deux actions

djstjnctes au njveau du métaboTisme du trgptophane. L'une de ces actions

se t radui t  par  7 'augmentat ion de L 'excrét ion des 5-hgdroxgindoTes ur j -

naj res dans Jes premiers jours qui  su ivent  L, in tox icat ion a iguë.  La

seconde, q'ui est démontrée par 7'augmentatjon du taux de sétotonine uri-

naire, pourrait être en refation avec une action inhibitrice de 7a mono-

amineoxgdase - l ,ors de L '  in tox icat ion par  7 'uphéngTindol-e.
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deux

La sui te de notre t ravaiL sera d i r igée vers 7 'étude de ces

actions (él-inination des S-hgdroxgindofes et de 7a sérotonine).

- A"ia" nippyiSue uranar le

Les quantités éIinjnées par Jes animaux témoins sont présen-

tées dans Le tabl-eau no V. l/ous Èrouvons une vaLeur mogenne de

4712 mg Xg-Li-t pour Les animaux témoins.

La f igure n"  I  repîésente 7 'excrét ion de L 'ac ide h ippur ique

urinaire en fonction du temps. Les vaLeurs sont indiquées dans -Zes ta-

b leaux no VI I  e t  VI I  b is .  Pour Les Rats qui  reçoivent  Jes doses de 25O

et 5Oo ng kg-l -2"" courbes d'éfimination sont parfaitement semblabfes.

Le maximum se s j tue à 24 h.  eÈ au t ro is ième jour  7 'éTiminat jon esÈ reve-

nue au même taux que Jes témoins.

Pour l-a dose J-a pTus é7evé" ( I.OOO mg kS-l ) , 7e maximum èle

L'él-imination se situe aux environs de 48 heures et cel,le-ci revient à

une vaJ.eur normaLe à partir du quatrième jour.

La figure no 9 représenùe J.es résuJ,tats cumuLés. Pour fes

doses d'tphényTindoLe de 25o et 5oo mg kg-I, f 'excrétion est augmentée

par rapport aux témoins pendant Les trojs premiers jours et diminue en-

suite pour arriyer à une quantité totale excrétée en 6 jours identique

à ceiJe des témoins. .Les animaux, qui ont reÇu Le véhicule seu7, excré-

tenÈ une quant i té  d 'ac ide h ippur ique 7égèrement  pJus fa ibLe que 7es té-

moins bfancs.  Pour J .es Rats Èrai tés à la  dose 7a p lus for te (1.OOO ng kg- l )

I 'excrétion est très augmentée surtouÈ pendant -l.es trojs premiers jours.

Ces courbes de l 'éTiminat ion cumuLée de 7 'ac ide h ippur ique

après in ject ion d 'aphéngl indoLe chez Le Rat  nous montrent  9u ' i7  g a une

réguJation relativement rapide ctrui intervient dans Les 3 jours; pour Ia

dose l -a pTus é7evée (1.ooO ng kS- l )  cet te réguTat ion est  mojns ef f icace.

Cette excrétion d'acide hippurigue urinaire esÈ en bonne corré-
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ETIMIilATIOTI UBIilAIBE DE IACIOE HIPPURIOUE

chrr b rrt rprôr inirction d (-phÔnflinJrh rul

ïrlhru lll

Trrit rnrtt
drr r l inrrr

lnterYalle de
temps - ll

Poidr dcr
rrtr - kg

ACIDE }

mgrke , i

I IPPUNIOUE
lYrbur  Gurr l r
t -

I  t l  r rs
I

TB t i

TV h l r t f  i  I

2  50 n t  l l t

500

r0  00

24

24

24

24

24

0,6 t6

0/686

0,0 65

0,6 40

0,6 2g

88

83

r46

t39

t2 l

t f

t3

t { t

r3t

l 2 l

TB 2i

TV

2 50 ngTkg

500

t000

24

24

24

24

24

0,6 g6

0,6 g6

0,664

0,647

0,4  |  2*

68

55

74

79

t60

t56

t3E

220

2tr

2El

TB

TV

3i

250 mgl  kg

500

t00 0

24

24

24

24

24

0,687

0,6  g7

0 ,666

0,6  67

0 ,41  4

79

57

45

42

t {r

235

t95

205

260

128

r8 { i

TV

2i0  mgtkg

500

t00 0

24

24

24

24

24

0,670

o,àol

0,6  56

0,6 55

0, { l6

42

42

t9

2 l

29

271

2t t

2Ea

2El

451

* ron d'un rninrt



45

EIIMI]IATIOII UBI]IAIRE DE IACIDE HIPPURIOUE

choz lc rrt rpràr injcction d {+hônf l indoh æul

Tr r  i t  c  mant
d r r  an im lu r

lntervalle de

temps - H
Poids dcr
r r ts  -  kg

ACIOE HIPPURIOUE

I  Ul lrur Grnulrc
mrrksr i  I  mt/ l t

TB 5i

TV

2 50 mglkg

500

r0 00

48

48

48

48

4E

0,665

0 ,679

0 ,6  51

0,6  4 l

0 ,4  16

45

26

20

2l

30

322

263

30{

302

{ t7

TrDhru fll bls
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Lat ion avec 7 'éLiminat ion des S-hydroxgindol -es ur jnai res.

Les coefficients de corréTation R* pour les animaux traités à

7'uplÉngTindoLe entre 7'excrétion de L'acide hippurique eÈ des 5-hgdroxg-

indo-l.es sont I

- pouî Les vaTeurs journal.jères (ng *g-lj-t t
il(

R : 0,858 nombre de vaJ-eurs Id -- J5

- tr,out l-es val-eurs cumuLées
ix

R : 0 1 9 8 6  N : 1 5

17 y a donc une refat ion d i recte entre f 'excrét ion de l - 'ac ide

hippurique et Le métaboLisme du tryptophane.

IÛous al.l.ons étudier l- 'action d'un préttaitement au trgptophane

sur ces éTiminations urinaires pour voir si cet acide aniné joue un tôLe

Èrès important.

c) El-imination urinaire de l-,acide hippurique et des

* 3, " 
- r t "* t " ", *;J" 

__{g],-I@ 

" 
t t, "* t, * rO r" "-

Jvous avons prétraité des Rats avec une fotte dose de ttgpto-

phane, puis 5 àeures après j]s ont reÇu de 7'aphénglindole. Voir chapl-

tre I, paragraplte 6 (Expérimentation animaLe).

Sur ces animaux nous avons dosé 7es S-hydtoxgindoles, 7a séto-

tonine et 7'actde hippurig'ue urinaire.

- A"id" t:ipwtr::S:reJtabTeau no x)

Les figures no 10 et 11 Taissent apparaitre :

+ Une augmentation de L'exctétion de L,acide hipputi<4ue (en-

v i ron X 10)  dans Les 5 prenières heures q,u i  su ivent .T ' in ject ion de
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ETIMITTATIOT URI]TAIRE DE TACIDE HIPPURIOUE

choz le ret prôtlrit i  ru tryptophrnc

Tra i t rmrnt
dos tn imrur

i
Interval le de j  poids des
temps-H 

i  
r r t t -ke

ACIDE H

mg tkg  t  i

PPUBIOUE
Vrlcur Cunulôo

mol l t

TV ei l+ 0.r  5h

Tryptophrne srul

t t  I  I

, t u

5

5

5

5

0,744

0,669

0,131

1,401

2g

288

3t7

23i

6

60

66

4t

TV oeu  +  0 . r .  l i

Tryptophrn6 s!ul

, ,  + l rbraf i l

, ,  +  4YI

r9

r9

r9

r9

0,734

0,745

0,704

1,394

t6

47

t l

4lr5

t9

g7

t6

82

TV cru r  0 . r .  Z i

Tryptophrnc soul

t t  ç hbrrf i l

, .  +o ( (? I

24

24

24

24

0,73 3

0,6 93

0,456

0,911

*

IF

t5

l4

t l

r30

34

i l l

E6

2r2

T V c ru ,  g . r .  I i

Tryptophrno seul

,, * lrbrrfi l

t t  +  d t . | I '

48

48

48

48

0,120

0,699

0r450

0 ,67 f  ;

I

35

43

45

4t

r8 l

tt2

302

TV r .u  |  9 . . .  5 i

Tryptophrnr lcrl

t t  * hbrrl i l

t t  +o (9 r

24

24

24

24

0, t61

0,lll

q460

0,682

34

l2

85

92

t2

r03

257

394

l* nort d'un rnlmol Tatlcau I
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EI IMITIATIOI {  URI t {A IRE DE IACIDE HIPPURIOUE

chcz lc rat prôtrrité au tr;ptophrnc

f lB,10

I Tàmoin véhiculc
* Tryptophone + labrufi l
O Tryptophanc teul
r  T ryp tophrnc+<g i

, l-.

x --x
4

- -à

5 - Tcmps en jours
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ETIMI IT IATIOI I I  URINAIBE CUMUTEE DE TACIOE HIPPURIOUE
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trgptophane.

+ Ilne d.euxième augmentation au cours du 2ème jour uniquement

pour Jes animaux qui ont reçu, 5 heures après 7e trglptophane, de

J 'apnéngl  indoTe.

+ Ilne perturbation de l 'excrétion due au LabrafiL, notannnent

au 5ème jour.

Les animaux 1trétrajtés au trgptophane qui reçoivent ensujÈe

7'uphéngl indol -e excrétent  des c luant i tés d 'ac ide h ippur ique vois ines de

ce-l-Les des animaux traités à -l 'o.phénglindoLe seuf , mais cette élinina-

tion est retardée de 24 h. comme ce-I.-l.es des S-hgdroxgindoTes que nous

aLl-ons étudier  maintenant .

- 5 hgdroxViyloles (tabl-eau no VIII)

L 'analgse de l -a f igure n"  72 nous montre 2 fa i ts  :

+ une augmentat ion de L 'éLin inat ion ut inai re de ces substan-

ces dans Les 5 premières heures qui suivent J' injection de trgptoç,hane

+ une seconde augmentation au cours de 7a deuxjème journée

après L '  adminis t rat ion d '  uphéngTindoLe.

La représentation des résul.tats en val-eurs cumuLées en fonction

du temps figure no 13 -Zaisse apparaltre 3 fajts :

+ une éLinination l-inéaire en fonction du temps pour ies

animaux témoins gui reçoivent fe véhicuLe

+ une augmentation en 2 temps pour l-es animaux gui reçoivent

le trgptophane (Les 5 prenières heures puis au cours de La 2ène journée)

+ une augmentat ion pTus importante sur tout  au cours de 7a

2ème journée pour Les animaux qui reçoivent 7e trgptophane, puis
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EtIMI i lATIOi l  URII{AIRE OES 5 -HTDBOITITDOTES

chcz le rat prôtnité ru tryptophrnc

Po ids  des
ra ts  -  kg

TV eau+ S .a

Tryp tophane seu l

( l

, t

TV eau+ g .ô .

Tryptophane

0,734

0,7t i  5

0,70 4

1,394

0,73 3

0,6 93

0,456 *

0 ,911 lF

0,744

0,6 69

0,73 |

1,407

(l,l 4

3,9 0

2 l l

2t52

0,5 5

0,4 3

0,3 3

0,7 3

TV eau+g.s .  z

Tryptophane scul

t t  ç  labraf i l

t t  +o (9 I

TV eau+0.a .

Tryptophane

t t +

TV eau .  g .a "

Tryp  topha ne

t i

scu I

I  abraf i  I

" (YI

4i

seu l

lab ra f i l

c t ç 1

5i

seu l

l ab ra f i l

q9 r

0,7  20

0,699

0,450

0,67t  lF

0,4 5

1,4 (l

o, l4

4,0 0

0,22

0,7  |

0 ,3  7

- 
olot

0.28

0,3 I

q2 l

qe6

+

+

0,7  61

0r7 l l

0,4 60

0,6  82

1,3 6

qe7

2,18

q00

r ,6 4

4,28

2,3I

ge6

tt

tl

Tra  i  te  ment
des  an imaux

I Intervalle de Va le  u  r  cumu lé  e
mg/ksr i  t  I  ms/ks

* mort d'un rnimrl Tab leau  V l l l
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ETIMII{ATIOIT URITTAIRE DES 5. HYDROXTITIOOTES

chcz lc rrt prétraitô ru tryptophrnc

f lG '12

t
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X Tryptophane +o(ql
I Tryptophrno soul
O Tryptophlnr + lsbrrfil
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ETIMIITATIOI{  URITTAIRE CUi l IUIEE OES 5-HYDBOXYIi lOOTES

chcz lc rrt prétrritô ru tr;ptophrne

t0

r  T ryp tophrnc+{ f f
* Tr;ptophano soul
. Trlptophtnt + labralil
o Temoin Yéhiculo

r v [f= O,SOZ
" '  

Ly= 0 ,320 r+0 ,115
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zl '

4 '

l le , l3
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7 ' uphéng TindoLe .

L 'augmentat ion de L '  excrét ion ur inai re des S-hgdtoxyindoles

après L'administration du trgptophane eÈ d.e 7'aphéngTindoTe est beaucoup

moins importante que cel-l-e obtenue avec l-, uphénglind,oLe seul à ja nêne

dose.

- Sérotoniniltabl-eau no IX)

L 'anaLgse de La f igure n"  14 -Zaisse apparaî t re une aug:menta-

t ion de L 'éTiminat ion ur jnai re de 3érotonine uniçuenent  après I 'a6ni -

n is t rat ion de l - '  cphéngJindoLe.

L'injection de trgptophane seu-L provoque dans J.es 5 heures

<1ui  su ivent ,  J 'ér iminat ion importante des S-hgdroxgindores et  d,ac id,e

histpurique.

I l -  é ta i t  t rès important  de vér i f  ier  s j  Lors c l 'une jntox icat ion

chronique chez L'animaL, nou.s retrouvions ces mêmes augmentatjons de

comp,osés urinajres que nous avons remarquées. -z,ors drune intoxication

a iguë .

B - .rNpxrcATrov cHRoNrouE:lR 6 MOTS

L'expérimentation est décrjte dans le chapitre r, patagraç;he 4.

Les urines sont recuei-l] ies a) après 3 mois drexposition

pendant une semaine du mercredi matin au mardi soir

b)  après 6 mois d,exposi t ion

pendant 2 jours (mardi et mercredi).
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chsr le rat prétraltô ru tryptophono
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Tra  i tement
des  an imaur

lnterYalla de
tenps - ll

Po ids  des
ra ts  -  kg

SERO'

mg/kg  r i

ro i l t i lE
I  Vr l  o ur  cunulô c
I

I  mg lk t

TV cauç  g .a  5h

Tryptophane seul

tt l'

5

5

5

5

0,144

0,6 6g

0,731

1,407

0r0 43

0,0 34

0,0 t5

0p0 e

0,007

0,003

TV eau+ g .s .  f  i

Tryptophane seuf

t ,  + labraf i l

t t  +  4Yr

r9

r9

r9

0,134

0,745

0,704

1,394

0,010

0,005

o,âl

0,017

0,01 1

0,5 g5

TV eaurg.s .  2 l

Tryptophana seul

t t  ç labral i l

, ,  +o ( ( | | I

24

24

24

24

0,73 3

0,6 93

0,45 6

0,91|

*

*

0

0

1,27

0,017

0,01 |

l r85

T V aau.  g .a ,  f  l

Tryptophans seul

t ,  * labraf i l

, ,  +  c ( ça

48

48

48

48

0,7  2A

0,699

0r450

0,671 *

0,0 ol

0

o,2 l

0,018

0,01|

2 ,21

TV cau  r  g .a .  5 l

Tryp tophanc seu l

u  ç  labra l i l

t t  + o ( 9 f

24

24

24

24

0,7  6 l

Ût'nl

q460

0 682

0p0s

0,00 7

0,8 g

0,023

0,019

3,1  5

* nort d'un rnlmrl Tabloru lX



m!,  l0

EIIMIITATIOI{  URII{AIRE CUMUTEE DE TA SEROTOI{INE

chrz lo rrt  pr i trr t t i  ru tr ;ptepir lr
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- A.* hipUurique

lvous n'avons pas observé de diffétence significative entre

fes RaÈs témoins eÈ Les Rats Èrai tés dans l rexcrét , ion d.e l .ac ide h ippu-

rictrue après 3 ou 6 ntois d'intoxicatjon à raibLe ou forte dose.

Nous avons effectué, Le test de ST|.Æ.ENI poul^ compatet l-es va-

J.eurs flroyennes des excrétions urinaires de L,acide hipputigue après

3 mois d ' in tox icat ion.  ( tabl_eau no XI I ) .

JVous o.btenons pour 7a taibLe dose comparée au ténoin une va-

l e u r d e t : O r 9 8 .

pour l-a forte dose t = O,O5.

Le nombre de degrés de Liberté est de 12 dans j.es 2 cas. La tabTe

de srwEMr nous donne un "t" éga7 à 2,lB pour pne probabirité de 9s %.

Dans -Les 2 cas 7es mogennes observées ne sont pas significa-

tivement dilférentes de la population témoin.

^ :-hsd=11-rry-s

* !*"rétjon chez 7es animaux témoin.s ap_rès J moi-s (tableau

no  X I )

JVous oàservons que cette élinination (figure n" 15.) est un

1,hénomène cAcTique dont -la période se siÈue aux environs de 24 heures.

Le maximum se trouve entre 9 et 15 àeures et Le minimum entre 3 ex

6 heures. ce phénomêne est à rapptocher de deux faits connus.

- HARDELAivD n. et co7., tg6g (Ot) chez Le Rat, puis RApopoRT

J.M. et co7., (rr) chez ra souris démontrent re rgthne circadist de l-a

t r g p tophanep g r ro 7 a s e .
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- 1OSTIL J. et coL. en 1973 (ZZ) nontrent que 7'éTinination

du S-hgdroxyindoLe acétate chez L'Enfant suit un rythme nictéméraL.

L'éTimination esÈ éLevée entre I et 2Q heures, puis eJIe diminue de

trpit ié entre 20 et I àeures.

Conune Lors de notre étude en intoxication aiguë, chez Les Rats

témoins l- 'éLimination urinaire des S-hgdroxgindoJ.es est Linéàire en

fonction du tenps en prenant connne base 24 heures (figure n" 16). Le

coefficient de corréTation pour cette droite esÈ de : R = Or9954. Le

cal-cuL de La régression Linéaire nous donne 7'équation suivante :

9 = o t 4 9 1  x + 0 ' 1 2 7 .

* Excrétion des S-hvdroxyindoLes après ùrois mois d'intoxi-

cation

-  Dose fa ib le ( f igures no 16 et  17)

Itlous oàservons une 7égète augmentation en fin de semaine, 7e

vendredi. Le tabl"eau no xI nous donne Ia valeur motenne de cette éLini-

nation ajnsj gue 7a vaLeur du Èest de STIJDENT pax rapport aux témoin9

t = 0,766 pour 12 degrés de Tiberté. La tabTe de STUDENT nous donne une

valeur de nt" de 2,18 avec une probabil ité ëte 95 %. Les 2 échantilJ,ons

observés ne sonÈ donc pas significativement différents.

-  Dose for te ( f igures n"  76 et  18)

Pendant fe dinanche et fe l-undi cette éTinination est identi-

gue à ceTLe des témoins. EfIe s'accroît ensuite à pattir du mardi tout

au Tong de 7a semaine jusqu'au vendredj. Sj nous effectuons 7a mogenne

des val-eurs joutnal.ières (tabTeau no XI) et que nous comparons cette

vaLeur a celTe de. témoins, nous obtenons une ya-Ieur de "t" = 2142. Les

2 échantiTTono observés sont cette fois significativement différentt

2142 > 2,18.  L 'é l - tminat ion ayparaî t  en général  dès - la  f in  de 7 ' in tox i -

cation et avec une journée de retard.
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* Excretion ,les 5-!&roxainciores al,Ès 6 mois d.rintoxig"Eol

- Dose torte : nous observons une augmentation de 7téIinina-

tion utinajre cies S-hydroxgindoles (figure no 19).

L'ap'hénylindol-e en intoxication chroniçue 1,ar inhalation chez

7e Rat entraîne i rrne éiinination urinaixe accrue et cacrique d.es

5-Itv;dtoxgindol-es à La îorte concentration. çuant à l 'éfinination urinajre

de l- 'acide hipputic;ue, j- l est très diff iciLe d.e conclure. La dispersion

obtenue d'un jour à Ttautre, mêne chez l_es témoins est beaucoup trop
inportante.
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p I S C U S S T O ; , l S  e r  c o N c L U s r o N S

- Etucie sur Le Lapin

L'excrétion c-es nogaux indo-Les urjnajres as;paraît beaucoup

plus éLevée çue i .a  quant i té  de tox içue. inharé,  méme s j  une par t ie  sup-

plémentaire cie toxique est ingérée par La voie per os. ces nogaux in-

doles L"'toviennent se-l.on toute vraisenbLance pour une part drun nétabo-

ijsrre endogène perturbè : probablertrent Le ntétabol-isme du trggitophane.

- Etude chez 7e Rat

1"  )  In tox icat ion a ic :uë

Bil-an sanguin

seu- le La baisse de 7a choLinestérase sér ique est  à noter .

Excretions urirraires

L 'éf iminat ion ur inai re de J- 'ac ide h i | :pur ique au ptenier  jour

après i- 'administration c'aphéng)indoLe est mul-tiptiée par 3 enviton

<7ue77e q-ue soit fa dose administrée.
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L'é l_ i rn inat ion

-Les doses de 25O et 5OO

des S-hgdroxgindoles est nuttipJiée par 9 pour

nS/kg et par 15 pour 7a dose cie I.OOO ng/kg.

Iilous rertarcjuons ciue Je taux

val-eur normal-e après 3 ou 4 jours, j l

tetvient. Ceci est probabLement d.u au

Eui après 3 ou 4 jours doit être três

c inét ique sanguine) .

de ces composés revient à la

g a d.onc une réguLation gui in-

taux d '  aphényJindoTe sanEuin,

iaible (voir IIIène partie -

Pout fa dose de l.ooo ng kg-l, nous observons une éLimination

supérieure aux 2 autres.

Renarr;uo,s Eu'après une injection uniclue druphénETind.oLe re

taux de nortal-ite esÈ J.e sujyant :

nlort sur 3 aninaux au 7er jour à l_a dose de I.OOO ng/kg;

nort su:r 3 animaux au 6ème jour à l_a dose de 5OO ng/kg.

Àprès une injection cle trgptophane (1.ooo ng/kg)t nous obser-

vons 3 faits <ians _l.es 5 heures gui suivent.

-  une éLi rn inat ion accrue de l_ 'ac id,e h ippur iç ,ue et  des

S-hgdrox E indoLe s urjnaires.

- Aucune augnentation de i'éLinination d.e l_a sérotonine.

5 ,fggrgs-apjes -' nous injectons de |aphénçrindore (5oo ng/kg). Nous
observons ..

- une augnentation de l- 'éTintination de Lracide hippurique

ur inaj re prus brève g 'ue Tors de T, in ject ion de l ,aphéngl indol_e seuf ;

une augmrentation moins inportante des S-hgdroxgind.oLes;

-  une augmentat ion de l - 'éL in inat ion de la  sérotonine ut i -

naire, sensjbl.enent identic;ue à cel-je de JraphéngrindoTe seul, à -La

mêrne dose.

I

I



7l

- un taux de raortal-ité supérieur â r,ui;héngrindore seur pour
fa raênte dose.

L'inJection de trgg;to|;hate (1.ooo ng/kE) augmente donc ra
toxicité de l, ay;hénglinaole.

Le préttaitenent au trgptoythane active 7a trgptogihane pgrrolase
(voit rrène ltattie) et augnente ainsi La ntétabo.lisatjon vers La vc>te ae l_a
cEnurénine. ce çui tetatd,e et d.iminue l-a sortie yers -La voie aes S-hgdto-
xe.'indoJes.

2o ) Intoxication chronique

Le taux de trvptophane Libre après intoxication à r'uphéng|-

indoLe dépend d'une part de J,a dose de toxique inhal-ée et, drautre
part, de ra concentration norma-l,e de trgptophane rié dans Le sétum
(voir tableau no XV). Cel-Le-ci varie beaucoup d.'une espèce à I rautre.

Exem1t7es. .  Rat  et  Sour js  t  1g Vg/nI  _ Cobage \  11,3 yg/n l  _

Hanster N 7,3 vs/n] - chat ^' s,g vs/nj draprès BADAwr, À.À.8. et EvANs M.,
1s76 (eJ .

lr lplg-qgse : Légère action de |uphéng.indore sur re méta-
bol-isme du trgptophane en fin de semaine. probablement à partir da
moment odi -Ies sites Libres de 7'al-bumine sont saturés pat lraphénglindole
(voi r  I Iène par t ie ,  chapl t re t ) .

{gr!g-gg:e . ' -Les sites r,ibres d.e i 'ar.bumine sont saturés par

7'aphénglindoTe en 24 h.. En effet 7'augmentation de l-,éjimination urj-
naire des métabo-ljtes du trgptophane (S-hgd.roxgincloles) apparait avec un

retard de 24 h- par rapport au départ de r-' intoxication.



C
'

-|rI
Gul
t!|rI
G

tct
l|':t
C

\I
otÀ

l
C

\I
r,':t
C

\I
.v'
6A

ul
ç:t

=
l

=
l

G
l

|rIF
 

I
vt 

| 
|

3
E

 I
e

l

=
l

v
rl

È
-l

cÊt'E3EÊcE
L

-t-

-
€

C
\I

et
C

\I
.E

'
ctt

tt+
l

€€e-
C

\I
ç:t

ct6âo-
6e

G
'

62

æC
D

€\l

C
\I

cr-
rfi,
G

\I
C

\I

€(G
t'

G
'

c,
.ûN

ct
tl':t

(?

o'
€|'É€€E

L
C

'

E
L

-
€

6l
aEC

\I
aE

crt

t+
!

G
O

ctG
t'

3Acr-
cto'

rEo

(r':'
rl:
ct-

E
C

\r
çî,

otar:t
C

\I

C
\I

C
'

(."'

I
=

E
D

C
, 

E
D

l!
=

=
G

'
€

t+
l

(c'
ço-

C
\I

c\t-

E
6l'
À

l

ct-
ç:,

FE
o

o
o

tll==ct
o

o
o

o
o

72

aOioÈO€EcEtl

-

Dx
3Ê

g

-
O

-=-_
€

totl

\,

| T

ctl!|rI

Ful
(9-vl| 

T

vl-C
I

E
I

-ËctFÀ>Grllct-C
'

FEF-|rI
(J-C

'
(J

3ttatcEtlE



73

IVous observons :

1 - une augmentation de l 'éTimination des S-hgdroxgindoTes urjnaires.

2 -  pas d 'augmentat ion s igni f icat ive de I 'ac ide h ippur ique (d isper-

sion trop inportante). Lots de 7'intoxication chronique, I 'action du

trgptophane au niveau de La phénglalanine hgdroxElase est probabLement

moins importante que J,ors d'une infpxication aiguë. (taux de ttgpto-

phane Tibre p lus ta ibTe).
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ACTTON DE L ,  d .PHENYLINDoLE

S U R  L E  M E T A B O L I S I L E  D U  T N V P T O P N A N S

Le trgptophane dont La source principare est constituée pal.

I'alimentation, subit deux destinées principaTes, DREITX C. et DEr,At:/.,I/Eux

8., 1964 (sz). z" plus impo.rÈante normalement 90 % est constituée par

Ia sgnthèse des protéines, re reste est dégraëté selon 4 voies (flg. 2o).

2 voies mineures : l-'une vers l' indore acétate via ra ttgpta-

mine, l. 'autre vers l-' indol-e Tactate via Iind.ole pgruvate. ces composés

indoliques sont produits au niveau des Èjssus, mais une source importan-

te appatait au niveau des bactéries intestjnaJ.es, WEISSBACH H. et cof.
en 1e5e Qoa).

2 voies principales : -la prus impottante conduit à ra canuré-

nine et au-del,â aux acides cAnuténique, xanthurénique et nicot.inique et

à 7'acétgL Co A (75 % de l_a voie catabolique).

La deuxième voie conduiÈ à La sérotonine q,ui est transformée

en différents composés (7'acide 5-hgdroxgindore acétique, ra S-néthoxg-

trgptanine et La N-acétglsérotonine). l/ous étudietons plus précisément

ces 2 voies du cataboTisme du trgptophane,qui sont les pJus importantes
(cqnurénine et sérotonine).
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I.1 Etude du métabol_isnte d.u trgptophane

1" )  _Voie_ de ia  cAnurénine

cette voie métaboric4ue esÈ très importante, erre petmet d'une
part 7a détoxification du trgptophane.et d,auÈre part Ja biosgnthèse de
N-A-D- v ia L ' ,ac ide n icot in ique.  scRrvER c.R.  et  ROS.E^TBERG L.8. ,  1973
( tn ) .

'  Le premier enzgme qui intervient au dépatt de cette yoje est :
7a  t r gp tophane  pg r roJ ,ase  (n . c .  1 .1 .3 . . . ) . { 2 .  t r gp tophane  oxggène  2 -3
oxgdo réductase].

C'esù un enzgme du cAtosol hépatique dépendant de lrhème, qui
catalgse La conversion du L. trgptophane en formgrcgnurénine. rr est très
impottant' notamment parce qu'i7 agit sur l-a concenttation Libre du
ttgptophane sérique. Jvous avons réaLisé une étude bibriographique d.e cet
enzrye, en décrivant Èoutes ses spécifications.

spécificirés . ' KNox w-8. et MEHLER A.H., en 1950 (S_lJ i 'ai-
quent sa spécificité avec certains dérivés du trgptophane.

Avec l- 'acétgltrgptophal?e aucune amine nrest formée. La trgp-
tamine,  l - 'ac ide indol -e 3-acét ique,  J ,ac ide ind.oLe 3-propionique,
l - 'ac ide indole 3-butgr ique,  Je scatoTe,  L 'ox ind.or .e et  r r jsat jn  sont
tous inacËi fs .

Différentes formes : 7a trgptophane pgrrolase existe sous
Ërois formes.
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inactive
-

Apotrgptophane

pyrtolase

active

HoTotrgptophane pg trolase

réduite

+ L. trgptophane - L. trgptophane

d'après KNOX W.E. et

PrRAs nùt., 1s66 (tt)

inactive

Dans Les essais in oitro pour doset |ensanbre de L'horo
enzgne' Kl'rox w.E. et ocATA M., 1g6s (ss), puis KNox w.E. eË prRÀs M.M.,
en 1966 (se) aiouÊent de L'acide ascorbique conmte agent réducteur lnur
obtenir 7'ho7o enzwe sous sa forme active. BADAW A.A.B. et EuANs M.,
1976 (e) recrrerchent les ditférenÈes formes de trgptophane pgttorase
chez différentes espèces animales. ?outes Jes espèces testées présen_
tent une activité due â I'holo enzwe (Rat, Souris, por;c, Chat, Cobage,
Hamstet, Mouton, Lapin, ...). patmi ces espêces, cettaines possèdent
une activité due à r'apo enzwe (activité prus érevée en présence d'hé_
natine), nous trouvons notamnent re Rat, le potc et ptobabLement lr1om-
me. Par contraste BADAwy A.A.B.,  en 1g77 (S) précise qurir  nrg a auctne
activité apo-enzgme trgptophane pgrtorase chez re cobage, re Hantster,
Ie Chat, Ie Lapin et Le Mouton.

Localisation :

wox w-8. et MEHLER A.H.. en 1951 (Sn) p*cisent que 7a *yp-
tophanelqprrolase est localjsée au niveau hépatigue.

ll
HoTotrgptophane pgrrolase

oxydée
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Activation :

scHrMKE R.T. et col., en 1965 (SZ) ae"rivent deux types
d'activation de Ia trgptophane pgrîo.lase :

par J,es corticostéroïdes, qui gugmentent, la vitesse de
sgntâèse de 7'enzgme (apo enzgne);

par Ie trgptophane, qui staôjljse L,holo enzgne et qui

. diminueraiÈ sa yjtesse de dégradation.

BADAHF A.A.B., en 1977 (s) cite un âutre mod.e d,activation
chez 7e RaÊ par Ie cofacteur de Lrenzgme, Irhème.

.Les espèces, qui ne possèdent pas d rapo enzgne, sont plus
sensià-l,es à J,a toxicité du trgptophane, cat chez erLes re mécanisne
d'induction hontonare d,e ra ttgptophane pgrrorase (apo enzgnte) hépa-
tique esÈ aàsent (e).

De nombreux ttavaux ont été effectués pour étudiet lractiva-
tion de 7a trgptophane pgrrorase surtouÈ chez re Rat (a9, es, so, 76,
s1)  .

une activation du nàne tgpe que ce77e ètu tryptophane peut
être obtenue par certajns composés (ex.: salicAlate) qui déplace Je
trgptophane de son site de -liaison à l.arbuntine. BADAwy A.A.B. et
EvANs ltt., en 1974 (7) outiennent une activation de ra ttgptophane pgr-
roJase chez Le Rat avec une dose de 4oo ng kg-L de saricarate. rrs non-
trent égalanent qu,une d.ose non activante ile 2OO ng kg-l de salicltate
rend une dose inactive de trgptophane 50 ng *gll capabre dtaugmenter
7'activité de Ia trgptophane pgtrolase.

RgÈhme cjrcadien ..

HARDELAND R. et REJvsrJvG L., en 1969 (as) nontrent, re rgtlne
circadiqt de la trgptophane pgtrolase hépat ique chez re RaÈ et Jes ya-
rjatjons oàtenues Tots de L'induction de I'enzgme pat l.hgdtocortisone
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ou son su.bstraË.

ItApopoRr J-M- et co,., en 1966 (a:) aet"rminent 7e rgthne
circadiqt de 7a trgptophane pgrrolase àépat ique chez -za souris.

Inhibition :

BADAW. A-A-,.. et EvÀIvs M., en 1976 [6) obtiennenÊ une inhi-
bition de 7a trgptophane pgrrorase (horo enzgne) hépatique de Rat rN
VIIR? avec le 2,2-pgridgl et le salic1late.

BADAwy A.A.B.,  en 1977 (S) aenontre t , inhibi t ion
enzyme hépatique de Rat.

a) ïN VnR1

de l 'apo

pat

et

ion(adninistrat

*.o.o.r.rl
N.A.D.H2 

J

inhibition
téversible

pal

Le même auteur (5),

de 7a glgcine ac7ltransférase

hépatique de Rat.

chronique)

augnente La concenttation

d e  N . A . D . H 2  e t  N . A . D . P . r r 2

en 1977, étudie J'action des su.bstrats

sur J,a trgptophane pgrtolase (apo_enzgme)

b) IN VrV?

éthanol 
\

phénobarbirone 
I

morphine I

nicotine 
)

ptéttaitanent :

Les animaux adténarectomisés reçoivent re benzoate ou r.e
p- aminobenzoate par voie oraLe dans J,reau bidistilhée à raison de
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1 g kg-L de poids corporel. Le traitement est Je sujyant : injecter
3 àeures aprês par voie "intrapéritonéaLe,, du trgptophane (5oo ng ks-rj
ou du saTicalate ( 4oo ng kg-l ) . Les animaux sont sacr ifiés I àeure
après cette injection Ees résuJ.tats sont présentés dans J,e tabreau
page suivante.

'Les su.bsÈtats de 7a gTgcine acaltransférase diminuent !,acti-
vité de l-a trgptophane pgrrol,ase (holo-enzgme). ceux-ci diminuent l_e
pool de gJgcine Libre pour la 5-aninolévulinate sgntàétas et e.ui intervient
Lors de 7a biosgntftèse d.e I'rtème. celle-ci est nécessaire pour activer
7a trgptophane pyrro-l,ase (apo-enzgme).

LABRTE F. et KORNERA., en 1968 (eZ), puis SATO y. et
aARwAl,IA M.1 en 1g72 (es) nontrent qùe re ,,turnovet,, d.e la ttgptophane
pgrrolase est rapide. D'une part ra sgntàèse de La trgptophane pgrrorase
(apo'enzyne) est prus rapide que cell-e des auÈres protéines. Dtaut,re
part' ra vjtesse de dégradation est égalenent ral;ide dans 7es conditjôns
de base.

Toxicité du trgptophane :

HORTTA A- et cARrNo r4-À-,  en, igvo .(os),  BADAW' A.A.B. et
EvANs M., en 1974 (Z) 

"t 
BADAwy A.A.B., en t97Z (S) etuai"nt ta toxi_

cité du trgptophane. En absence de réguration hormonaLe de ra trgpto-
phane pgrrolase, l 'acide aminé serait nétaboLisé par drautres voies
dont res produits seraient toxigues. Notanmtent par la voie des s-hydroxg-
indoLes' un des nétaborites responsa.b-les de La toxicité du trgptophane
serait Ia sérotonine- cette toxicité serait augnentée en traitant 1es
animaux avec un composé inhibiteur d,e la monoamine oxgd.ase. ErLe dini-
nue lorsq,ue -les animaux sont trajtés avec la p. chlor6thénglalanine,
q'ui esÈ un inhibiteur de ta trgptopàane hgdzoxglàse.
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Régurationset, fonctions de ra tryptophane pgrrorase hépatique
chez te Rat (n)

L,enzgme est tégulé par cinq mécanismes :

- hormonaL : induction par les glucocotticoîd.es
- activation par ie substrat

stabiljsation par Ie substraÈ
- activation par je co facteur (hène)
- inhibit.ion ,,feed baek" par N.A.D.H2 et N.A.D.e.H2

Les fonctions possibLes sont ,

- détoxification du trgptophane
- régulation du taux de trgptophane libre sétique
- sgnthèse de N.A.D.

c'esÈ donc un enzgne très inpo.rtant du nétaborisne du trgp-
tophane.

2 " )

Le Tong de cette chaine nétaborique de,x enzgmes sont impor-
tants pout notre étude.

a)  La  t rgp tophane hgdroxy lase  (n .C.  1 .gg .1 .4 . ) .

b) La mono-anine-oxgd,ase (8.C. 1.4.3.4.)  que nous éÊu_
dierons plus en détail lors du chapltre sujyanÊ.

Ttgptophane hgdroxgJase ;

D'après LOVENBER9 W. et cor., 1968 (AS) 
"t 

?REEN â.R. et cot.,
1976 (rr) 7a ttgpt'ophane hgdroxglase est l, 'enzgme linitant Ia voie de
nétabolisation de Ia sérotonine.
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Propùétés de -l 'enzgne de Rat

cetveau foie

pH optimum 7 ' 5 7 r 4

kn trgptophane 3 rc-tr 2 rc-3

IOn cofacteur 3 rc-s 2 1 0
-4

Ki phénglalallrine 3 rc-4 2 10-\

d'après LOvENBER; W. et co|., Igæ (OS).

Le co-facteur nécessaire à ra réaction enzgmatigue est iden_
tigue â ce-lui de ra phéngraranine-hgdroxgrase (téttahgdrophtérine) .

Localisation : d,aprês LOVENBER? W. et col., 196g (rU)

Activité spécifique s n moles/mg protéine et pat h.

glande pinéâIe
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Inhibit ion par Jes composés sujyants ..

- p. chTorophénglalanine

- PhénglaJanine

- Sérotonine t,i"eed backn

I LovENBERc w. et co:., rs6l {6s)
)

BARaHA9 J. et co|. [g)

Ivous pouvons donc pensêr <|urir g a une reJ,atjon directe entre
7a trgptophane hgdroxyrase, re taux de ttgptophane Libre et de phéngr-
alanine sériq'ue. Pour réaJ.jser une étude complète in oioo sur 1es diffé-
rentes voies nétaboliques du trgptophane, nous avons utjtjsé cet acide
aminé marqué 

",, 
l4c soit sur re carbne 3, soit sur le cat'xrne 2. Le

composé marqué sur -le c3 est Le traceur des 4 voies nétabTiques, (fi-

wre n" 20) aJ,ors gue 7e c2 est érininé dès -la prenière étape de ra
voie de 7a c4nurénjne.

r-2 Techniqùe de sépatation des nétaborites du tl^ur,tor,hane

?ouÈes Les technigues de séparation des nétabolites urjnajres
du ttgptophane sont basées sur -la chromatographie. MoRRIs K.M. et MæN
R.J.' en 1973 (Zo) preconjsent d'uÈil,iser Ia chrotnatographie bidimen-
tionneLle sur praque. ÀIous avons préféré utiJiser une technique de
chromatogtaphie sur coTonne, qui possêde un pouvoir de résoluÈjon supé-
rieur pou:r ces cpmposés. ce tgpe de séparation a étê utirisé pat pru-
sieurs auteurs, qui décrirzent des méthodes diffétentes.

rvoRRrs K.M. et. MooN R.J. (zo) utj-tisent du D.E.A.E. cer.ialose
conrne phase fixe, mais i-ls teconmtandent une deuxième sépatation par

chromatographie sur pJague pout sépater chaque ftaction obtenue.

cItEJV JV. C. et

2 colonnes de D.E.A.E.

miate).

CHTLCOTE D.O.

teêInique gui nécessite

et MROCHEK J.E., en 1972

2 eoLonnes connectées. La

(ta) aectivent une

première contient une

îH2LSON R.K., en 1972 (tl) p*conisent d rutjl jser

celLuTose sous djfférentes tontes (amine et for-
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tésine anionique et -l,a seconde une résine cationique. Les auteurs pré-

senËenÈ 7a séparation de 6 nétaboljtes.

Jvous avons préféré utjliser 7a néthode de BAKRI M. et CARLSaN

J.R., en 1970 (a). 
"'est 

une séparation par chromatographie sur coTonne,

q,ui utiJise conme support du séphadex Q.A.E. A 25. Avec une coTonne

unique de séphadex, nous obtenons une exceLlente séparation de 16 méta-

bolites du ttgptophane. Pat rapport aux techniques précédentes, 7e

séphadex a une double actjon :

- séparation par fiTttation

- sépatation par échanges d'jons.

t e séphadex esÈ utj-l jsé sous J,a forme C7-. La trgptanine et

La sétotonjne ne sont pratiquement pas séparées. .Les auÈeurs préconi-

senÈ d'uti-Zjser une deuxjème colonne de carboxgnéthglcellufose sous

forne Na+ pour séparer ces 2 composés, si nécessajre. Ivous utilisons

uniquement 7a première cofonne.

Teclnique uÈjJjsée ..

. Iongueut de La coTonrte : 50 cm.

. Dianètre intérieur de Ia coTonne : 10 nvtt.

.  T e n p é t a t u r e : 4 o C .

Le séphadex Q.A.E. A 25 est 7avé, puis gonfTé avec du tampon

Tris HCI O.OS trl pH 7,9.
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Elut ion

Durée en
àeures

Sol,ution Composés éLués

t h . Tris HC7' O,O5 M
pH 7 r9

basigues
et amphotères

2 h .
Tr is  pH 7,9 + gradient
L inéa i re  de  O  à  O ,15  M

de Na CI
Acides

2 h .
Tris pn 7r9 + gradient

7 inéa i re  de  Or15 à  1r5  n
de na cI

. Lonryeur d'onde : 28O nm.

. Débit  de l 'éIuat :  15O nL/h.

Injection : 25O Uf d'urjne + 25O lrl du mé7ange des nétabo-

l,jtes cj-dessous (5O Vg de chaque). Ceci afin de mieux J,es jdenÈifiet

lors de J,a rnesure de l'absorption à 28O nn.

ùIéIange de métaboijtes : sérotonine, trgptarnine, cgrunénine,

trgptophane, S-hgdtoxgtrgptophane et I' acide S-hgdroxgindole acétique.

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

Ljsée pajr corrptage en scjntjlJ,ation Iiguide. La eorrection de QUENCHING

est effectuée à 7'aide d'un stand,ard extetne.
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I.3 Expérimentation animale

Animaux .' Rats E.O.P.S., origine SPR;AGUE-DAWLEY, sexe s mâIe,

poids : 22O g.

Nous formons 4 Tots de 2 animaux pat "tandomisation". Les

4 lots sont placés dans 4 cages à nétaboljsme. L'urine est colTectée

pendant Les 5 premières heures qui suivent L'injection de ttgptophane.

Trgptophane utiTisé :

D.L. t rgptophane margué 
"u 

I4c (c.E.A.)

a) marqué sur J,e C2, réf .: CCM 145

activité spécifique 17,5 u' cie = 7 m-:Môle.

b) marclué sur le C3t téf .: CCM 3O5

activité spécifique 25 V Cié = I n Mohé.'

DoSE : 50 v cie par Rat.

o,phénglindole a dose lOO ng kg-l

véhicule : sérum phgsiologigue (suspension)

Lot  
' .no I 2 3 4

Jère
injection

r . P .  t  h . 3 0

sérum
phgsioTogique

I n7/1oo g

uphénglinèlole

loo ng/kg

sétum
phgsiologique

I nl/too g

aphénglindole

loo ng/kg

2ème

inject,ion

r . P .  t o  h .

trgptophane
l4É^

50 v cie/tat

trgptophane

l 4 L̂ 3
È 4 .

50 v Cie/rat

ttgptophane
,r",

50 v Cie/rat

trgptophane
tr",

50 v Cie/tat
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I .4 Résul. tats eÈ Discussions

a ) Etude du nétabo]jgne du trgptophane

Sur Les figares (no 21, 22' 23 et 24) qui représenÈent J,es

résul,taÈs de L'éIimination urinaire des métabolites du trgptophane, Ie

Èrait plein montre |'absorption à 28O nn et I'histogratmne hachuré Ia

mesure de 7a radioactivité de chaque fraction rapportée au volume d'urine

éLininée pendant 5 heures sur La quant,ité injectée.

+ figare n" 21 .' animaux ténoins trgptophate 'l 4ca

ttgptoph:ane l4C2

( I o t  n " . 1 ) .

( I o t  n "  3 ) .+ figure no 22 : animaux témoins

+ figure no 23 : animaux traités

+ tigare no 24 : animaux traités

ophénglindole trgptophane l4caflot no 2)

uphénglindole trgptophane l4c2 (Lot n" 4).

L'étude comparative de ces 4 figures nous montte que' dans les

5 heures qui suivent I'adminjstraÈjon de 7'aphénglindole, 7e métabolisme

du trgptophane est augmenté.

Voie de 7a cAnurénine

Àprès traitement à 1'ephénglindole, Ia quantité de métabolites

urinaires de 7a voie de 7a cïnurénine est nultipliée par 4. (tableau

no xvII). EITe passe cte 128 y Irfoles chez Les ténoins à 488 u ffoles

chez les trajtés. Cette forte augnentatjon est principalement due à

trois nétabTites du ttgptophane (A - n - C), (f igute n" 23). Ceux-ci

sont déjà présents en guantité beaucoup plus faible chez les animaux

témoins (figare no 2l).



SI
EtIMIIIATIOil URIITAIRE DES METABOTITES DU TBYPTOPHAT{E 

*C''

pondrnt lor 5 proniircs houres opràs l ' injcction

lot tls
Tryptophrno Ct

Temoinr
I

Iry6ophrne Ct
Trritcs C g i

2

Tryptophrne Gl
Tomoins

3

Tryptophrno Gl
Trritôr ( f i

{

Injrction
aur 2 rrtr

D.PM.
222 000 000 222000 000 | 70 630 000 202 625 000

Ouantiti do
Tryptophrno

injoctô p Moler
4 000 { 000 4490 5330

Volumo dbrino
cn ml l,l {,8 1,6 l , l

Activiti totrlc
dr Iurino

D.PM.
| 3 552 {00 3? 920 000 4 400 000 7391 000

Ercrôtion dor
Mot.bolitrs rtdiotctifr

rn p Molcc 244 683 il6 r95

E rcrÔtion dæ tUlotrbolitos
radioætifr dc h uoic

dr h cynurônino
roulc cn p Molcr

l2E 088

Actiuitôdc l'urinc
@

T
6,1% l7,l T 2,6r 3,6r

ActiYiti injcctôc
rurh colonnr

D.P M.
3 t57 000 | 681 000 76t500 | 226000

Sonmc dcr rctiuitôr
dcr élurtr

D.P.r.
3 t{6 000 | ?05 000 509000 |  066000

Irbluu IUll
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Le nétabolite A est un métabolite neutte ou amphotère, i-l est

é7ué entre 7a sérotonine et la cgnurénine. II peut être identifié conme

un ctérivé de 7a cAnurénine, (3-hgdroxgcAnurénine, N-acétglcVgéruninei'.

cynurénine- O- sul tate ) .

Le métabolite B est un métabolite Légèrement acide' iI est

é7ué après 7e S-hgdroxgtrgptophane et iuste avant I'acide picolinique,

i7 s'identifie peut-être contne un dérivé de 7'acide nicotinique (nico-

t inanide).

BAKRI I,I. et cÀRLsoiv J.R., en l97o [a) "" 
citent pas ces deux

nétaboTites, Iors de la mise au point de Teur techniqte-

Le nétabolite C est identifié conne I'acide quinolinique-

Iaétabolites de Ia voie des S-hgdtoxgindoles et des

yoies mineutes

L'excrétion de ces métabo-lites est Légèrement augmentée. Jvous

tetrouvons chez les animaux ttaités tous Les métabotjtes présents chez

Les témoins. f,'éTinination de ces composés marqués est de :

1 1 6 v M o l e s = t é m o i n s

l g 1 V l t t o l e s = t r a j t é s .

Ce qui nous. donne un facteut de 1r5 enviton (tableau no )(VII) pout

Les animaux traités par tapport aux témoins.

. 
Etude compatative des nétabolites urjnaites chez Ia

Souris et chez le Rat

UORRTS K.rr. et I,TOON R.J., en 1974 (ZOJ eUaient chez la Sou-

rjs l'éIiminatjon urinajre des nétabolites du D.E. tryptophane marqué

", 
lhc sur fe c7cle benzénique. .Les urines sont recuejllies durant Ies

5 heures gui suivent |' injectjon. Dans une seconde expétience, Ies

auteurs injectent égalanent une surcharge de 20 ng de L ttgptophane.
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Les métaboJ,jtes urinaires de la voie de 7a cgnurénine chez

La souris qui ont été identifiés sont I 7a cgnurénine, Ia 3-hgdroxg-

cAnuténine, 7' acide cgnuténique, f 'acide xanthurénique, Ia cgnurénine-

O-sulfate et Ia N-acétglcAnurénine. Ceux de Ia voie de Ia sérotonine

sont ;  7 'acide 5-hgdroxgtrgptophoT-O-glucuronide, 7e 5 H.I .A.A--O-

glucuronid.e. Itne partie des nétabolites urjnajres ne sont pas identi-

fiés. Le trgptophane lui-même est éLininé au niveau urjnajre.

Les résultats sont exprimés en pourcentage relatjfs. ÀIous re-

marquons une neÊte augmentation des nétatrolites de 7a voie de 7a canuré-

nine chez Ie Rat traité à L'ophényTindole. Dtautre patt chez la Sourjs

après une surchatge de ttgptophane, son éTimination urinaite augment'e.

Chez 7e Rat trajté à 1'ophénglindole nous n'observons pas de variation

significative du trgptophane urinaire.

b) Etude de 7a l iaison de 7'aphénVlind"fgj I' rlbg;$

L'étude de 7a Tiaison de divers Tigards indoliques sur I'albu-

mine a été effectuée notamnent par KRÀSJVER J. et col., en 1966 (SO),

ttc MENArry R.It. et col., ên t96B (re), PANDE c.s. et col., en 1974 (rz).

fous ces Tigards possédent Ie même sjte de ljajson sur I talbumine.

souRrs ( ro) RAT

Témoin Sutcharge Témoin ophénglindole

nétabolites totaux
de Ia cgnurénine

3 5 r 3 3 1 r 4

5 2 r 4 7 1  , 4
autres métaboLites 1 5 r 4 1 8 , 6

nétabolites totaux
de la séroÈonine

14 ,o 9 r 5

4 7  , 5 2 8 r 5

trgptophane 2 7  , 7 3 6 , 6
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- Dans une ptemière manipul-ation in OùOO chez Ie Rat, nous

avons mesuré 7e taux de composés matqués liés aux ptotéjnes sériquesi

après une injection de lAO V Cie d'aphéng|indole pat voie intrapérito-

néale. Le sang est pré|evé sur héparine 30 minutes après l' injection.

Les valeurs sont exprimées en pourcentage de l'activité totale dans Ie

sang. La précipitation des protéjnes a été effectuée avec Le sulfate

d'amnoniwt (solution satutée).

Les pourcentages retrouvés.dans Les diftérentes ftactions

sont Les suivanÈs :

.  Hémat ie :  6 ,8 %

. So-tution de lavage des hématies . ' 11r'5 Z

. Plasma total : 82 %

. aphéngfindoLe et métabolites Liés aux ptotéines du

plasma : 79 %.

La pTus grande partie des composés radioactjfs se Èrouye

donc liée aux protéjnes.

- Dans une seconde manipuTation, Ia capacité de J,jajson aux

ptotéines sérigues de Rat vjs-à-rrjs du ttgptophane a été mesurée in

ttitro à L'aide de 7a dialgse à L'équiTibre et de trgptophane marqué

a ,  I 4 c .

Les conditions de Ia diaTgse sonÈ les sujvantes :

'  Ph  7 ,4

. tempétature : = 20 oC

. mætbrane : imperméable aux molécules aganÈ un P.lf- supé-

rieur à 5 W

. temps d'équitibre du ttgptophane : 2 h- 30

. sérum diTué au l/3 avec du tanPon.
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Traitement des animaux ; Rats

Les animaux reçoivent 7'ophénglindoTe par injection I.p. en

suspension dans un méIange sérum li,hgsioTogiÇue + étInnoL. L(étud.e a été réa-

lisée avec 3 doses différentes (5,5O, 3æ nS/kg). Les animaux sont sa-

crif iés â 5 minuÈes, 4 heures et 24 heures après'I, injection. Le sérum

est ensujte pré7evé, diTué au 1/3 v/v avec du tanpon phosphate pH 7r4.

La dialgse à -l 'équiTibre est ensujte effectuée en présence de ttgpto-

phane 
""r.

ExpToitation des résuJ,taÈs ;

Sj nous traçons 7a

scATcHARD c., nae (So) où

courbe (t' iE. 2C bis) 9 : f ( x ) d ' a p r è s

Trgptophane 7ié
9 =

X =

Trgptophane libre

Trgptophane 7ié

Nous obtenons une hgperbole gui peut se décomposer en 2 dtoi-

tes asgmpÈotigues. Ceci nous montre que 7e trgptophane possède aux

moins 2 tgpes de Tiaisons au niveau des protéines sérjgues s

L'une avec l'albumine et I'autre avec Les gTobulines. IVe

connajssant pas 7a concentrat;ion exacte en ptotéines, nous ne pouvons

pas déterminer fe nombte de sites. L'intersection de chague droite avec

l,'axe des x nous donne 7a capacité de liaison. La pente détetmine 7a

constante de Liaison relative.

Les différentes yaJ,eurs obtenues sont présentées dans fe

tableau no WIII (capacité de -l jajson). Irlous observons avec 7a protéine

(albumine) une .baisse de 7a capacité de Tiaison, à 4 h. pour 5 et 50

ng/kg, à 4 h. et 24 k. pour La dose de 3OQ nS/kS. Àlous ne renarguons

aucune différence significative de capacité de Liajson pnur Ia protéine

fio 2, pa:r contre 7a dispersion de cette capacité est .beaucoup plus im-

portante après le traitement à I'uphénglindole.
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L 'é tude  c te  f a  capac i t é  de  f i a i son  de  f ' a fbumine  v j s -à -v j s  du

tryptoS;Inne en présence a'o.r-hénylindoLe n:ontre quti l entre en compétit ion

avec l -e t rg i : tophane pouz '  Le s i te  de L ja ison des indoles sur  l . 'a fbumine.

Cette conpétit ion se traduit par une augnientation tiu trrpto-

phane Tibre sériç'ue.

. rAcoËL'  i . I i .  e t  cof  . ,  en 1975 (nn) ,  G EEi t '  R.A.  et  co l . ,  en 1976
/ / \ t / \

139) ,  VASQUIE | \  I , ' : -  e t  coL . '  en  1976  l 1O7)  e t  ET IENNE l .  e t  co l . ,  en  1976

(tn)  ont  étudié l - 'act ion de cer ta ines drogues te ls  que 7e d ipropyTacètate

et  7e saLicglate,  ç 'u i  ont  ées act ions senbLab-Zes sur  La L ia ison du t rgp-

tophane à L 'a l -bur t ine.  Les ntêmes auÉeurs c i tent  La reLat ion r iu i  ex is te

entte l-e taux de trgptophane sericlue Libre et fe passage de l-a barrière

héno-encéphalic;ue de cet acide aminé.

Ce taux pJus é7evé de t ryptophane L ibre sér ique aurai t  p- l .us ieurs

act ions.

- I l- auçnenterait 1>robablement fe taux de trgptophane au niv'eau

du si;stèr:ae nerveux centraf .

- La metabolisation du tr ';7;taphane au niveau périphérique est

plus inportante notannient par 7a voie des S-hgdroxyindol,es.

-  ï1  augf iente 7 'excrét ion de f  'ac ide h ip 'put io .ue ur inai re.  I1

açit notamtent au niyeau du nétabolisne de l-a pihénglaTanine-tgrosine,

( tabfeau no XIV).

D 'a , rès  sTE ï I l  , t . 8 .  e t  co l - . ,  en  1954  ( t * ) ,  SC I ;ETRER K .  e t  co7 . ,

en 1954 (v l ) ,  a-ru;srnoNc 11.D.  et  co l - . ,  en 1955 l r )  e t  GRÛI ' IER H.o.  et  co7. ,

en 1961 (nt )  ur te , ,ar t ie  de - l 'ac ide h i ,p, t rur ieue endogène v ient  du métabo-

l-isr,e ae fa ohenylalanine via l 'acicle 1;héng*Tpgtuvique. JVous proa,osons ici

une i ry ;pot l rèse de f  'act ion de I 'ar . ,Tten97indole,  9ui  expLiçuerai t  I 'auqmen-.

tatiott cie f texcretiort urinaire de l- 'acide hitr;puric.ue. Cette action serajt

c i ue  au  t rg l , t ophane .  La  s . iÉng )a lan ine  i ' g i d rox ' s7ase  (8 .C .  1 .99 .1 .2 . )  d ' ap rès
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Ralvsolv J. et col., en 1962 (ae) p"ut hgdroxgTer aussj bien Ia phénglala-

nine çue 7e tryy;tophane. Itais COWSON T'i.F. et col.., en 1968 (ZS) p*ci-

sent qu'eIJ.e posséderait 2 sites réactjonneJ,s différents, L'un pour 7a

1.hénslalanine, -L'auËre pour 7e tryptolthane. EILe hgdroxgle 7a y;hénglala-

nine 30 f-ois l,lus vite que 7e trgptophane. LOVEIIBERG ,;. et co7., (OS)

montrent çu'ei7e est inhibée en présence de tryptophane. Avec 7a trgpto-

I/nane hgdroxgTase, elles uÈiljsent l-e nême co-facteut, 7a tétrahEdro-

pittérine, c'esÈ-e.l.Je çui Timiterait I 'activité de 7'enzg;me. LOVENBERG W.

et col., nAA (eZ) décrivent Eu'e7le a une torte activité au niveau du

foie et clu rein chez le Rat. I'IILLER Itf.R. et coL.1 êrr 1976 (69) chez 7e

Rat, 1'uis PÀ.ROUER C.E. et col., en |SZZ (Za) chez I'Honnte, isolent 3 iso

enzgnes hépatiEues, q,ui possèdent des çropriétés différentes (spécifi-

cité et inhibition). Iiuparavant SCRJ7ER C.R. et ROSEMERG L.E.' en 1973

(eAJ avaient, nontré que |'enzgne hépatique chez J'Eonnne et 7e Rat avait

des propriétés senblables. L'activité de l'enzyme pour Ia phénglalanine

est donc plus faible en 1trésence de quantité de trgptophane pJus impor-

tante. D'après 7es mênes auteurs, quand L'hgdroxElation de Ia phénglala-

rrine est aLtérée, la vitesse de ntétabolisat.ion vers J,es voies mineures

est augnnentée. LABRTE et KORIvER A., en 1968 (rZl décrivent 7'induction

de La tg 'rosine transaninase (tableau no xIV) 8.C.2.6.1.5. (L tgrosine-2-

oxo-glutarate-aminotransférase), qui utilise cofitme substrat Ia tgrosine

et la 1,hénETalanine, par 7e ttgptophane ou par un né7ange complet ci'aci-

des aninés chez Le Rat adrénalectonisé.

Le tr7'^tophane a donc deux actions djstjnctes au niveau du

nétabolisne de ]a Lthéngfafanine r

t -

2 -

i I

i 1

inhibe

induiÈ

Ia

la

phéng LaI anine hgdroxg lase,

tgrosine transaminase.

Ces 2 actions augnentent 7a biosg'ntàèse de .l'acide y;héngl'

ltgtuviEue et pat Ia même voie celle de I'acide hipputique.

A L'aide de 7'ei;;hénglindole matçué (Lacù, après une putifica-

tjon et une rresure de 7a radioactivité ële Ttacide hip;putique, nous avons

nrontté ç'ue celui-ci n'est pas un métabolite de I'uphénglindole.
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I.5 ConcJ,usions

L'aphénglindole in oïoo diminue Ia capacité de liaison ëIe

7'aLbumine sérique vis-à-vis du trgptophane. rl entre en compétition

avec lui pour les sites de J,jajson indolique de I'albuml_ne.

L'action de 7'aphéngTindole au niveau du métabo.ljsnae du

trgptophane et de La phénglalanine (figuie n" 2s) chez re Ra.t peut se

décomposer ajnsi ;

Augmentation de La concentration du ttgptophane Tibre

dans Le sang par conpétition d,e |aphénglindore avec re trgptophane

l ié à 7'albwnine.

Cette augmentation agit à 2 niveaux.

1") Action au niveau

qui a pou:r conséquence une é7évation

excrété dans l'urine.

nétabolisne de 7a phénylalanine

7a quantité d'acide hippurique

du

cie

2") Action au niveau du métaboliszte du ttyptophane.

JVous observons dans un ptemier temps pend,ant les 5 pranières heures une

nétabolisatjon plus rapide, principalenent par la voie de Ia cgnurénine

(figure no 20). CeL7e-ci se traduit au niveau urinaire par 7a sortie de

3 nétaborites, (un dérivé de la canurénine, 7'acide qtinorinique et un

dérivé de L'acide nicotiniqte), ceux-ci sont tous des intermédjaired

dans 7a voie de sgntàèse de IV.À.D. On retrouverait donc ptobablement

une sgnthèse de rv.A.D. prus importante. celui-ci après réduction pour-

raLt aTots inàiber Ia ttgptophane pgtroTase par nfeed bank" {s).

La biosgnthêse de I'acide hippurique diminue la quanèité d'hème

fornée (chapltre I.1 inhibition).CeLLe-ci est nécessajre pour aetivet l.a

trgptophane pgrrolase (apo enzgne).



t0
4

t\\,\'il/
=

 
rE

il
c

r=
E

 -- 
--)E

=
>

È
4

E
c

e
-g

1
;€=

6
ta

tO
t<

èl-, 
L-l

t\\\\\\

G
]k
/

=Gè=tal
-

r À
t

?I 
T

T

rl':
C

\I

alr

tC
'

ac

=gË
E

É
E

o
3

Ê
:

c
tY

3
e

,

6v,€É

/

.DoC
'

rl|-r
q

Z
 

s

Ë
E

 3
c

rrl 
E

, e=
- ;,

E
I

JeE--E
I

-Èù:rtal
É

l

-Il-C
J

\

)

\\\
ttotg

.oOÊc(J1 ccct,i

\

\V
'

\ 
t-E

l
\rD\\ 

c
t

-\ 
æ

'
-

E
lv,|rt 

ul
-Ê<

E
r=èctF

\-3-:. 
G

-s.i-

\\\\\1,/

l-:l
l=

â
d

 
I

l-<
- 

|
lÈ

Ë
; 

I
lE

5
,r 

I

IE
'- I

L--J
\

\

IIIIII



Pour ces 2 taisons, 7'activation de 7a trgç;topt,ane pgrto.l,ase

serait ensuite dininuée- Le trgptophane serait aTors métabolisé par 7es

autres yojes et notarf,lent par ceTLe des S-hgdroxgindoles.

La toxicité du trgptophane est due pour une p;art imp;ottante à

7a sérotoni"e (z), (s). cette toxicité est augnentée en présence d.'un

inhibiteur d.e La r:tono-arltine-oxgaase (+S).

Lors d'une intoxication chtoniçue chez Lranima7, 7e taux de

trglttoplnne seric.ue 7ié joue un rôLe très important. L'aphénglindole en

intoxication chroniEue déplace 7e trgi;tophane de son sjte de Liajson à

L'arburnine à partir du monent où tous les sites ribres d,e l.albuntine

sont satutés 1.at 7'e7,IténylindoLe. Nous avons regroupé dans Le tableau no XV,

page 7-2, res dilférenÊes concenttations du trgtrtop;hane, dans le foie; re

sérum chez L'Homne et 7e Rat, citées a'ans 7a Tittétature. Ces val,eurs

sont voisjnes. liais chez certajnes esç;èces, ce taux de ttgptophane Iié

est  pJus ta ibTe,  envi ron 10ng/ t  (exenple :  "7e Cobage")  (O).  e" t  contr :e,

e-lJes sont pJus sensjbJes à La toxicité de cet acid.e at:iné [S).
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ETUDE DE L,TNHTBTTTON DE LA I ' IONO AI . 'TNE OXYDASE

La mono-amine-oxgdase (M.A.O. E.C. 1.4.3.4) catalgse J,a

désamination oxgdative d'un gtand nombre de nono-anines phgsioTogiques,

en alëléhgdes cottesf,ondants, sujyant Ia réaction :

R-CH2-NH2 + 02 + H2 O {R<HO + IVII3 + H2 02

Pazmi ces amines se trouvent Les catécholamines, 7a tzgptaminè

et Ia sérotonine. Le pH optimum de cet enzrye est de 7r3.

ïI.1 @scription de :7'enzgae :

La constitution complète de Ttenzgrte est encorë inconnue. II

contient notarurent un groupe fJ.avinique ainsj que plusieurs groupes SII

Libte. æRKnN v.2.,  1973 (:r) .

Localisation

fl est Tatganent djstrjbué dans I'organisrte BLÀSCHKO H, 1952

(lg). Des concentrations patticuliètenent éLevées sont obsetvées dans

Ie foie (celTules parenchynateuses), Ie ttactus digestit (épithéIiun

muqueux de TtintesÈin/ et le cerveau. Le taux dtenzgmes serait plus

faible dans Ie rein.
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ROBfivSOJU D.S. et col-., en 1968 (Ae) nontrent une activité

M.A.O. du pTasma eË des plaquettes chez L'Hotmne.

Dans 7a cel,-Zu-le 7'enzgme est situé pour une Targe part (7O Z),

dans - l ,es mi tochondr ies d 'après HAuKINI  J . ,  1952 (aa) .  oueaz 8.5. ,  1977

(SZ) ,o"tre qu'i.I. est probabTement localisé aux niveaux des membranes

intra et extta mitochondriaTTes. On 7e tetrouve aussi dans 7a fraction

mictosomal,e.

Diffétentes formes de La mono-anine-oxgd.ase

Depuis 1966, GORKIN V.Z. (SZ) 
"" 

sait que cet enzgne peut se

ptésentet sous pJ,usieurs formes. De nombteux travaux sont publiés sur

ce sujet. Les différentes formes sont séparées par éTecttophorêse sur

gel de polgacriTamide. Sujyant J.es auteurs et Les techniques utjJ,isées

fe nombre de bandes obtenues varient de I à 5 pour un organe identique

d'une même espèce.

Etude du nombre d'iso-enzwes de La mono-amine-oxgdase

olganes mitochondrie HOMT'E RAT BOEUE

Nbre de
bandes

REI'
Nbre de

bandes REF
Nbre de

bandes
RET

foie
3 ( 4 7 1

r* 5 ( 1 1 1 ) 5 ( 1 1 1 )

cetveau

2 ( 4 8  )

r* I ( 1 1 1 ) 2 ( 1 1 1 )

r* 5 (20) 4 ( 1 1 2 )

2 ( 7 6 )

tern * I (32)

placenta It 2 ( 1 1 1 )
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?ous ces iso enzgmes présentent des ptopriétés spécif{qeree
matière de subsÈrat, de pH optimum, de température d.'inactivation et

d' inhibi teurs.

Rô7e phgsioTogique

La désanination oxgdative par ia, mono .annine oxg'dase,interyient

à plusieurs stades du nétabolisme des amines biogènes catéchiq'ues et

indoliques. E17e participe à 7a détoxification de ces amines, formées

dans 7e tractus gastro intestinal et sgnthétisées au niveau du sgsÈème

nerveux centraL ou dans d'auttes organes (rA).

Inhibition

De nombreux travaux ont été pubTiés concernant Lrétude de

f inhibition de La M.A.o. par divers produits. Àlous cjterons ici queT-

gues inhibiteurs des t{.A.o. parmi Jes prus connus .. fes proparggTamines,

les anphétamines, 7es phénglpipéridines, 7e suLfate de trangrcapromine,

Ie phosphate d'iproniaside et 7'isoniaside. Ces inhibjÈeurs ont été

étudiés ïn uitro et ùn uiuo notanmtent par : RoBrNsoN D.s., en 1968 (ta),

WILLIAI,TS C.H. et col., en 1974 (ttO) et par WTLLTAMS C.H., lg74 QOe).

SHAwKy A.A. et KNOwLES C.O.,  en 1973 (tA) étudient t ,act ion

de prusieurs inhibiteurs de 7a mono anine oxgdase de foie de Rat in

uitro. ILs utilisent conmte su.bstrat 7a cynurénine et déternjnent les

doses gui inhibent 50 % de L'activité enzgmatique. ces doses sont de

6;310-5 t \ t  pout I , isoproniaside et de 5,glo-7 Wt 
*ut Ia tranglcgpto-

nide.

D'après PATEK D.R. eË co7., en 1974 (ZS), nuis ROTH J. À. et

co7., 1974 (AZ) le site d'inhibition pour des inhibiteurs tel que Ia

phénglhgdrasine, esÊ -le groupement fl,avinique de 7'enzyne.



t09

Toutes 7es préparations sont inhibées pat 7es agents chéfa-

tanxs, ce qui suggère qu'un nétaL peut être invoqué dans 7'activité de

I'enzyme. Le cuivre paraît jouer un rôLe important bien que ma7 précisé.

D'après NorER D.,  1978 (rn),  scu:. ;oor w.,  1969 (t t )  certains

inhibiteurs de la M.A.o. inhibent aussj La N-acétgltransférase.

II.2 Méthode de mesure de l- 'activité mono-anine-oxgdase

Ces méthodes sont de 4 tgpes :

. consonnation dt02

. taux de Wa3 dégagé

. quantité de substrat restant

. quantité de produit formé.

Le dosage de La mono-amine-oxgdase se ptatique soits sur

L'homogénat tota7, sur l, 'homogénat après une 7égère centrifugation,

sur -l,a fraction mitochondriale. 17 g a une très grande diffétence de

sensibj-l j té entre 7a fraction mitochondriaLe et l 'homogénat total. I l

est évident que pour réaTiser une étude courante d'activité enzynatique,

7'homogénaÈ est Le mieux adapté.

a) D"t"g"_d" I 'awnoniac !9^gé

Le dosage peut être effectué sei,on deux néthodes .'

. dans une enceinte à diffusion de CONWAY

. par coTorimétrie (hgpochlotite de sodium ).

Cet te néthode n 'est  pas ut i l isée.
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b) Iulesure de 7a consonnation d'oxggène

Cette mesute est effectuée à L'aid.e d'une éTecttode de

CLARCK. WILLIAIIS C.H., en 1974 (lOS) a utiTisé différents subsÈrats.

Cette technique est relativement peu sensibLe et sa spécificité est

d iscutabl .e.

c) Les 2 dernières méthodes sont les pJ,us,-glli!1séeq.
-  - - - - - - -

Le choix de l-a néthode dépend en grande partie du choix du

subsÈraÈ.

.Les substrats ut,ifisés sont I

- des amines phgsioTogiq'ues : tgtanine, tryptanine, S-hgdroxg-

ttgptamine, adréna7ine, noradrénaline, dopamine, ... etc;

- des amines sgnthétiques i cgnutamine, benzglamine, butgT'

a m i n e ,  . . .  e t c .

m a r q u é s a u r, ", o n "^Z,i",Z*ri' 
::::1i:" 

-:' 
::::;::: :::." 

"r:, :: "; :î: Ï "
du quatrième groupe de méthode. Les amines sont absorbées fortement sur

des résjnes cationiq,ues. Plusjeurs tgpes de résines peuvent étre utili-

sées, ciùons |'amberlite CG 50, 7a Biorex 70, 7a Dowex 50 W H C R et Ia

Dowex X 8. Les auteurs gui ont décrit de tel,l,es méthodes sont .'

ROA-ruSOrV D.S. er cor., 1968 (Ut), JAïN Iq., 1973 (tOI, ROTH J.A. et cor.,

1974 (tr) et DEMrscH L. et co7., en 1976 fra).

Pour celles-ci J,es substrats util,isés sont :
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7' hgd:obronure de tgrar,t irre 14c1

7e bisuccinate de trgltt4nine l4c2

7a 5 hydroxgtrgptamine 14c2 hgdrogène oxaTate

7a norépinéphrénine l4c

l ' irydrochTorure ci aLenzgJ-amine r4c

7a dopanine l4c

et La $phéngléthgTamine lu"r.

Ce sont des analgses telativement Tongues à affectuet.

Le dernier groupe de tectvtigues utiJjsées est basé

sur f.a mesure de l-'absorption ou de 7a fluorescence de L'amine ou du

produit formé sujyanÈ 7e cas. un des substrats les plus utj-Zjsés est

7a benzgTamine ou ses dérivés. Le tableau no xX nous ptésente 7es dif-

férentes méthodes ainsj que leurs auteurs.

iVous avons utiJ.isé la technique décrite par WESSBACH H. et

co|., en 1960 (loA) qui permet de suivre d.irectement la réaction enzg-

matique à 37 oc .rar J,a disparition du substrat à 360 nn.

PAYENDA R.,  en 1969 (eO) n*conise d'ut i l iser la mesure d,e

la formation de 4-hgdroxgquiio'iine par 7a différence d'absorption de

cefle-ci entre 329 et 34O nn. Cette mesure serajt plus satisfaisante,

mais iJ, est nécessaire de précipjter -Les protéines auparavant.
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METHODE DE WSAGE DE L'ACTTVTTE I4ONO-AIûINE-OXYDASE

ABSORPTION OU TLUORESCENCE

non du

subsÈraÈ

néthode

de dosage

produit

dosé
AUTEURS

benz;iTanine fluorescence benzaldéhgde ZATTSU K.  e t  co | . ,  en  |SZZ Qt l )

4 hgdroxg

3 néthoxg

oenzgJanine

extraction

au tol.uène

absqrption

à 345 nn

aldéhgde

van iLL ine
1HRISE W. et col . ,  1973 (rr)

benzglannine

extraction

cAcTohexane

absorption .

à 242 nn

benzaldéhgde
B IDARD J .N .  e t  co7 . ,  1972  ( t r )

TABOR et co7., 1952 QOZ)

P. benzgTantino

azo9nalttol

extraction

cacTohexane

absorption

à 5OO rnt

aldéhçde
I'I.A.O. test. dans 7e sérun

cofiret BIOLION

cEnuramine fluorescence aldéhgde KF"AJL M., en 1965 [Sg)

cgnutamine

absorption

di recte

à 360 nrn

substrat
I ;ESSBACH H. et  co7. ,

en 1e6o Qos)

Tableau no )(X
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d) Technique de mesure de L'activité de 7a mono-amine-

oxgdase

d'après wEISsBAcK et coL. , en 1960 Uog) .

-  SoTut ions

SoLution de RflVGER

Tanpon phosphate Oro5 pH 7,4.

SuôsÈraÈ = dihgdrobromure

1  n7  H2O -  P  14  =  326 ,1 .

Inhibiteur iproniazide P M = 277t2

< ians  La  cuve  6 ,11  0 "6  a /1 .

de cymutamine 3 ulr dans

concenttation final,e

- MéthodoToEie

Les animaux sont sacrif iés pat décapitation sans anesthésie

préaLab7e. Jvous ptéTevons 7es organes (foie, rein, cortex) très rapide-

ment. r1s sonÈ ensuiÈe Lavés dans une sol.ution de RINGER à 4 oC, puis

homogénéisés à l 'aide d'un appareiL de POTTER, dans 7'eau bidistiTTée

à 4 oC. Pout I g de tissus ajouter 4 mL d'eau. Les homogénats sonÈ en-

suite centrifugés à 4 oC, 15 minutes à 4 ooo g. Ceci afin d'éIiminer

Les débris cel.Iul,aires et les grosses particules gui pourraienÈ ensujte

perturber La mesure. La dispatit ion du substrat (7a cAnutamine) est

sujvie au specÈrophotomètre à 360 nm et à 37 oC. La désamination oxg-

dative de La cAnuramine (I) produit un aLdéhgde II, qui peut théorique-

ment soit se condenser pour donner 7a 4-hgdroxgquinoline III, soiÈ

subir une oxgdation uLtérjeure en un acide IV ou une Tactame V .

( f igure 26) .

La  -hgdroxyquinoline n'absorbe pas à 7a Tongueur d'onde de

360 nn.  Ses maximumsd'absorpt tons se s j tuent  â 315 et  329 nrn.  EI Ie nt in-

tetfète pas sur 7a mesure. Le coefficient d'extinction moiéculaire de

7a canuramjne à 360 nm est  de e = 4r5to3 
" ; t .  

r I  nous petmet  de calcu-

ler  l 'act iv i té  enzgmat ique en uni té in ternat ionale.  (  y  noTes de cgnu-

tamine transfornée par Erarnte de tjssus et par heure).
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Hesure de ]a M.A.a. in tsitso

ùIesure cle 7a t4.A.O. in oitno

FOlE
Volume de

substrat
n7

Volume de
tanpon

nl

volvme
d'horragénat

mI

Volume
d'inhibltéut

mI

Témoin o 2 ' 8 o r 2

Essai o '1 2 ' 7 o r 2
Extrait

ténoin

fest de
7' inhib i t ion

o '1 2 r 6
2 r 2

o r 2
o r l  >

<  o r 5

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

Pou;r compenser cette faible activité, nous avons ajouté tgr volume

drhomogénat p-lus important (Or5 nI) lors de 7a mesute de I'activité

t.A.O..paratTèTqtent un volune plus faible de substrat est ajouté dans

ces 2 cas.

FOIE
Volume de
substrat

mI

VoLune de
tanpon

nf

VoIume
d'homogénat

mI

Témoin o 2 ' 8 o r 2

Essai O17 = Or3 VI ' I 2 ' 7 o '2

REIN
et

CORTEX

VoLume de
subsËrat

m7

Volune de
tampon

nI

VoIume
d'homogénat

mL

Témoin o 2 r 5 0 O r 5

Essai oro5o4,15 vM 2 r 4 5 o r 5
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I I .3  Extrér inentat ion

a) Tghnlrrus_!' extraction d'un nétaboLite nie{1|ue_È

I";*r'-d"1"

Les anintaux (RATS) reçoivent une dose de 4CO ng Xn-t

d 'apnéngl indofe par  voie I .P.  .  Le véhicule ut iL isé est  7 'H.P.M.C.

Les aninaux sonÈ sactif iés 3 heures après 7'injection.

L'homogénat de ioie à 20 "a steffectue dans L'eau bjdjsti lTée à 4 oC.

Àprès une centrifugation de 10 r:inutes à 4 OOO g, à 2 nI de surnageant

nous ajouÈons 5 mL d'éthanoL absolu pour précipiter Les protéines. une

seconde centrifugation de 10 ninutes à J 4OO g est effectuée, puis le

surnageant esÈ concentré sous vide à 35 "C. L'extrait est ensujte

chtornatograpltié sur une plaEue de ge7 de silice IIERCK à 7'échelle pté-

parative avec 7e sol-vant sujyant : n butanoT, acid.e acétique, eau

(12, 3, 5 v/v). I lne tache fiuorescente en reTation avec l ' injection de

Èoxigue esÈ observée à 254 rtm, J,e R.f'. de cel-Le-cj est de 0,66. Le foie

d'un Rat ténoin agant reçu Le véhicule seul. est traité en para77è7e

afin de réaliser un extrait ténoin.

Le pouvoir inhibiteur de ce métabolite hépatique esÈ testé

in oitro.

b) AP&i^e"tation animare

Aninaux : Rats E.O.P.S., origine SPRAGUE-DAWLEE

Sexe : nâLe

Poids : 25O à 28O g

.Les raÈs ne reçoivent pas de nourrjture pendanÈ J,es 72 heutes

qui précèdent fe sacrifice.
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-  Act iv i té  I4.A.o.  in  o i tso

véh i cu le  :  H .P .M.C .

Vo ie  :  I .P .

Dose s.phénglindoTe : 4OO nS/kS

Sacrif ice : 3 heures après I ' injection.

Les animaux témoins reÇoivent 7e véhicule seu-I, sous Le même

voiume. L'injection du produit ou du véhicule est toujours eftectuée

en t re  t  h .3O e t  10  h .3O.

- Activité I4.A.o. in ttitro

Toutes les mesures sonÈ effectuées sur 7a I,!.A.O. du foie de

Rat non traité.

I I .4 Résul, tats

a) Etude du k.m. de Ia cgnutamine

Dans nos conditions expétimentales pout La I4.A.O. de foie de

- .  - ^ r n - 5  - -
Rat, nous obtenons un k.m. mogen de 2r32tv &1. La figure 27 tepiésente

2 droites de LINEWEAVER-BLIRK pour 2 homogénats différenÈs. ROBIIVSOJV D.S. '

en 1968 (aO) t étudié les k.m. d'autres substrats pour Ia mono amine

oxgdase des mitochondries de foie de Rat, i7 obtient -l,es résuJ,tats sui-

rranËs :
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Substlit,. k . m .

Benzglamine
- 4

4 , 5 1 0  M

Trgptamine 4 , 5 L 0 M

Tgramine
- q

6 , 3 1 0  
-

Iû

Sérotonine
-5

4 ,gLo  I I

W a" t'"p@indol"

anine-oxgdase de ditférents

(in oitto) sur Ia mono-

o:ganes :!ezÆ

Le tabLeau no X)(I présente les ditférentes yaJ,eurs de I'ae-

tivité de la M.A.O. chez les animaux traités et ténoins. Cette activité

est mesurée sur 7e foie, 7e tein et 7e cetveau (cottex). Jvous obseryons

une inhjDjÈjon èle 25 Z pour Ie rein, 32 f le cerveau, i6 * 7e foie.

JVous ayons comparé Les mogennes entre ténoins et trajtds dans les trois

cas.

Le test de STU DENT FISHER nous donne J,es valeurs de "tn

ci-après avec 7a probabiTité P. d'ètre significativement différentes.

b )
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Etude de 7'act iv i té de La M.A.O. chez 7e Rat in oioo

TEI'TOII'fS TRATTES
Inhibit ion

%

REÏN

Nontbre de mesutes 6

rnogenne 1 'OO U.I .

écart tgpe O' 14

6

o ,767  u . r .

o,o8o

2 5 %

T'OIE

Nombre de rnesures 9

I :7ojê1717ê 24tO U.I.

écar t  tgpe 1O'O

6

13 ,3  u . r .

4 r 6

3 6 ' Z

Valeurs de 7a littérature

nogenne 16 '4  U. I .  (82)

ûioVenne 22 U. 1. ( 12 )

CERVE,AU

Non;re de nlesures 6

nlo7enne 2'26 U.I.

écart tgpe O'72

6

1 , 5 4  U . 1 .

o r 2 9

3 2 %

Valeurs de 7a Tittérature

moïenne 2'8 U.I .  (82)

no l jenne 5 '2  U. I .  (12)

1 U.I .  = . l  u ar t i - l  g-I

Tableau no XXI
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Organe VaLeur de t Nombre de D.L. ProbabiLité

Rein 3  , 5 4 1 0 9 9 %

Foie 1  , 9 8 1 3 9 0 %

Cortex 2 , 2 7 1 0 9 5 %

L'a;:hényfinaol-e in uiuo a donc une action inhibitrice sur Ia

mono-amine-oxidase d.e ces 3 otganes étudiés. Chez Les animaux "témoins"

véhicuies", not)s avons obtenu pour 7e foie et 7e cerveau, des valeurs

sensibLentent égaLes à ce.I.Ies de La l-. ittérature (tt), (ro) . (tabTeau

no  XX I ) .

c ) Etude de l , ' inh ib i t ion de la nono- anine..oxgdase de

foie de Rat in uitno

-  Act ion de 7 ' iproniaz ide ( f igure no 28)

La concentration finale de 7'inhibiteur est de 6rjl0-6 u7l.

Dans nos conditions expérimentales, 7e pourcentage d'inhibit ion obte-

nue est de 21 96. A La même concentration et avec l-e même substrat

SHAùilKY À.À. et co7., en 1973 (SA) ottiennent une inhibit ion de 50 %.

-  Act ion de 7 'aphéngTindoTe ( f igure n"  28)

La concenttation l inaie de
- 5

1,73L0 n/1.  Aucune inhib i t ion n 'est

7' a,phéngTindole est cie

observée in oitro en sa présence.

- Action d'un métabolite hépatique de 7'ophénglindoTe

Techni<1ue d 'ext ract ion (voi r  chapl t re I I .3  d l ) .
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ETUDE DE UI]TI I I IBITION DE tA M.A.O DE FOIE DE RAT IN VITRO

por  l ' 4  {  t  e t  l ' lP ron i rz ide

Fl0 .  28

0,50 0

0,10 0

I  Subst r r t  seu l  0 .3  1M

2 lpron iaz lde 6 ,3 'o  
t  

Mf  L

3 o tg  g .  1 .7  ro- '  n / t

Inh .  =  2 l  %

lnh . :0%

6 Trtp, m n.
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Dans tous -l.es cas nous obtenons une inhibition, 7e taux de

ceLLe-ci vatie d'une expérience â J'autte, en fonction de 7a quantité

de métaboljtes présente dans L'extrait. Le pourcentage d'inhibit ion

obtenu est de 44 % environ. Ces expétriences ont été réal"isées pJ.usjeurs

fois avec pJusieurs extraits du même métaboJ-ite.

- Action du même nétaboTite extrait de L'urine de Rat

L'extraction de ce métabol,iÈe est décrite dans 7a IIIe par-

t ie  (chapl t re 2.5) .  La concentrat ion du nétabol i te  esÈ inconnue.  La

figure n" 29 représente 7a mesure de 7'activité sans inhibiteur

(courbes 1 et 4) avec 7e nétaboTite (courbes 2, 3 et 5). Le tableau

ci-dessous présente -les différents résuftats obÈenus.

Quantité de
substrat

VoLume
C'. inhibiteur

z
d' inhib i t ion

0,6  v  14
Or l@ m7 1 5 ? ,

Or2OO mJ 2 4 %

o ,3vM O,2OO m7 3 6 %

II.5 Conclusions

L'action inhibitrice sur 7a mono amine oxgdase du foie, du

rejn et du cerveau de Rat, observée in uiuo n'est pas due à 7'aphéng|-

indoTe fui-mêne. En effet i] n'a aucune action sur Ia I ' i .A.O. du foie

de rat  inUi t ro.  Alors gue sur  7e même homogénat  L ' iproniaz ide,  â la

-6

concentration finale de 6,3L0 II/7 ptovogue une inhibit ion de 21 %.

par contre Le métabolite le ptus important de 7'aphénglindole, extrait

à partir du foie ou de l 'urine de Rat ttaité, montre une action inhi-

b i t r ice t rès net te sur  7a ùI .A.O.  ïn u i t ro.



ETUDE DE III{HIBITION DE LA M.A.O DE IOIE DË RAT I]tI VITRO

par un métabol i te de l '4 phenyl indole

t lo ,  29

0,600

0,200

I

2

3

4

5

Subs t ra t

0.6 p lut

o:t t*

M étobo I  i te

0

0.1  ml

0 .2  ml

0

0.2  ml

Inh lb l t i on  %

|  5%

24%

36%

Temps mn
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Dans La rrle partie de notre travaiT, nous étudierons pJ.us

particuTièrement Le métabol-isme de 7'uphénglindoTe chez le Rat et Le

métabolite qui possède un pouvoir anti nono-anine-oxgdase sera identj-

i i é .
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ETTJDE DU METABOLIS IqE

D E  L ,  y P H E N Y L T N D O L E

L,étude des c inét iq ,ues et  du nétabol isme nécessi te de nom-

breuses mesures dans - l .es d i f férents miL ieux b ioTogiques.  -L 'usage des

radio-éLéments faciTite grandement ces mesules eÈ permet de pousser

l -es invest igat ions avec f inesse eù d ivers i té .  C 'est  pourquoi  une syn-

thèse de 7a mofécufe d 'aphéng7ind.o le dont  7e catbone 2 est  un atome de

carbone 14 ( l )c)  a été étudiée et  réal - isée au sejn du serv ice des moLé-

cu fes  marquées  du  C .E .N .  SACLAY (C-E-A-  )  .



GHAPITRE I

TEGHliloUES UTTUSEES
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I  -  TECHNIQUES

I.1 Cathétérisme permanent chez -Le Rat vigiTe

L'étude de 7a cinétique d,une su.bstance sur anima_I, nous place

devant une aLternative quant au choix de J,'espèce. En effet l, 'animal

doit ètre de taiL7e suffisante pour permettre un échantiTTonnage sanguin

important en voLume, fréquence et durée, mais Le prix de revjent de La

moLécuLe marquée limite fortement cette tai7le. Le choix s'est porté sur

Le Rat qui réa7ise un bon comptomis entte ces deux exigences.

La technique utiTisée est décrite pat BONNET P. et coL.zr'êr7
/ \

1978 114).  La canulat ion de l .a  carot ide et  de La yessie est  ef fectuée

chez Le Rat au cours d'une btève intervention chirurgicaTe. L'impTanta-

tion de teTs cathéters permet ensuite des préLèvenents de sang et

d'urine chez Le Rat vigiTe, non contraint. De cette façon nous pouyons

procéder à un nombre important de pré7èvements sangujns vojsin de 15

en 24 àeures. Le pré7èvement urinaire correspond à un Tavage de fa

rzessie par du sérum phgsioTogique (2 mL) introduit par 7e cathéter vé-

sica7. JJ. est ainsj possibTe d'eftectuer J,es cinétiques sanguines et

urinaires des toxigues.

La chronoTogie des pré7èvements sanguins et urinaires peut

être modifiée suivant Les conditions expérimenÈaJes.

I.2 i l tesure de La radioactivité total,e des échantiTTons bioJ-ogiques

Le carbone 14 est transformé par combustion (oxgmat IN 4101)

en Co2t qui est piégé dans un mé7ange scintiTLant spéciaf contenant de

7a phéngLéthgLanine.  La mesure de L 'act iv i té  de 7 'échant i lTon est  en-

sui te ef fectuée à 7 'a ide d 'un compteur  à sc int i l - la t ion Tiquide ( tgpe
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Intertechnigue S L 30).

7a néthode du standard

La correction de QUEI'ICHING est effectuée par

ext,erne.

I .3  Technique d 'autoradiographie sur  ie  Rat

Les animaux reçoivent Le produit par différentes yojes. f l.s

sont endormis puis congeTés imnédiatenent dans l- 'azote Tiquide. Àprès

un séjour d'au moins 48 heures dans un congéTateur à - 30 ou.- 35 oC,

iJ,s sont découpés au microtome à congéTation en coupes longitudinal-es

de 20 à 30 u d'épaisseur, recueil l is sur ruban adhésif. .Les coupes

ajnsi obtenues sont aussitôt pTacées dans un congéTateur à - 30 - 35 oC

où une subfination avec dépôt de gTace sur les parois froides de 7'ap-

pareiT Jes déshgdrate en 10 à 15 jours. -Les coupes débatassées de 7'eau

peuvent a-Zors êtte ramenées à 7a tanpétaÈure ambiante.

Dans une chambre noire, ces coupes sont coL7ées grâce au tuban

adhésif sur un fi l-n radiographique tgpe KODAK. L'ensembfe esÈ -tajssé

en contact pendant 4 jours, puis les fiTms sont déveToppés sel,on Ie pto-

cédé cLassiq,ue.

On obtient ainsi une coupe deshgdratée qui ajde à 7a Tocali-

saÈion de 7'image radiographique où -Ze taux de radioactivité se traduit

par toutes -les tejntes al-Lant du noir à la couleur du fond du fiTn

développé. .Les autoradiographies sont ensuite anaTgsées.

I.4 Techniques de séparation des nétabolites de 7'aphénglindole des

miTieux biologiques

a) Recherche et séparation des nétaboTites Jibres.

et

t 5

Pour 7e toie, nous téaljsons un homogénat avec 5 g de tjssu

20 nl d'eau bidistiTTée à 4 "C. L'homogénat est ensujte centrifugé

r n j n u t e s à 2 O A O g .



- Technique de précip i ta t ion à 7 'éthanoL.

JVous avons appliqué cette

Togiques et  sur  7e fo ie.

Les différenÈs méTanges sont

nutes à 1 3oO g. Chaque surnageanÈ est

puis chromatographié sur une plaque de

solvant (1) : chLoroforme, méthanol (6,

méthode sur différents miTieux bio-

agi tés,  puis  centr i tugés 10 n i -

concentré sous vjde à 30 oC,

gel de sil ice (IIERCK) avec 7e

4,  v /v)  .

- Technique de précipitatjon au tungstate

Nous avons appTiqué cette

'ur ine et  Le fo ie.

méthode pour 7a bi7e, 7e perfusat,

VoLume ut iTisé
mL

Ethanol-
ml-

Homogénat de foie
sumageant

2 5

Bil-e o '2 I

Petfusat o r 4 I
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Volume
uti l isé

ml

Hzo

mI

,Tungstàte
d e N a l o z

ml

H2 SO4
0 , 6 6  N

m-Z 
\

Homogénat de foie
surnageant

2 o '5 1 I

B iTe o '2 2 1 I

Perfusat o '4 2 1 I

tDine I 1 ' 5 I I

Àprès agitation, chaque méLange est centrifugé 20 minutes à

1 3OO g pour éLiminer 7es protéjnes. Le surnageant est ensujte récupéré

et extrait avec 4 n7 d'éther éthgTique, celui-ci est séparé puis éva-

.  pozé.  L 'ext ra i t .sec est  repr is  avec lOO U-Z d 'un né7ange d ' isoptopanol

eau (v/v). Ce r,éJ-ange est chronatographié sur plaque.

absorbant : gel de siTice MERCK.

soiution de migration (2) : IsopropanoT, anmoniaque,

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

La pTaque de chromatographie est activée au préalable par

chauffage, 30 minutes à loo oc.

- Àprès séchage des plaques chtomatogtaphiques -l,a rnesure

de 7'activité 7e long du chromatogtamne est effectuée avec un compteur

à cir.culation de gaz (néthane) BERTHOLD.

b) :Sg}"r"E 
"Ép@o"Æré@ites 

cogjysués

IVous appJ. iquons cette méthode pour 7e foie, 7a bi7e, 7e per-

fusat et l - 'ur ine.
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La technique utiTisée esÈ identique à ceJ,Ie décrite ci-,

dessus (précipitation au tungstate et extraction). Mais nous pratiquons

une hgdroTgse acide (Or2 nI d'acide perchTorique 60 %, 10 minutes à

l )o oC) avant  l 'ext ract ion à L 'éther  éthgl ique.

I.5 Teclnirye de séparation et de Eurif ication du métaboLite principaT

de l , 'ur ine de Rat

Le protocoJ,e est décrit dans Le tabl,eau no XXII .

L 'u t iT isat ion du porapack Q (rés ine de poTgstgrène neutre)

permet d'extraire Les composés indoliciues des sol.utions aqueuses

d 'ap rès  N IEDERi | IE iER A .  e t  co7 . ,  en  1971  ( r t ) .

IJne autre technique décrite par ASAI'OR A. et DALGLIESH C.8.,
/ \

en 1956 13), qui préconisent d'utiTiser du charbon partieTTenent déSac-

tivé avec différents composé.s. Cette méthode nous est apparue'moins

séTective et pTus compLexe à uti l. jser. Jvous ne 7'avons donc pas retenue.
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TECHNT:2UE DE PURTFTCATION DU ITETAEOLTTE

P R Ï I I C I P L L  I ] R T N A T R E  D E  L '  O , P H E N ' ' L I I ; D O L E

ACTTONS CONDITÏONS REFERENCE

Recuei l - l - i r
15o à 2oo nl  d 'ur ine sur
acide acét ique (5 nI)

Ajouter 10 ng d 'ac iae ascorbic iue

Ajuster a StIi2 avec HCf concentré

Centrifuger 10 minutes à I 7OO g

Ajouter 5 g de Porapack 0 l r  t )

Agi ter 15 ninutes

Fiftrer sur verre fritté

Laver
avec au moins 2OO mi d 'eau

jeter  le  f iTt rat

Désorbet lentement avec 4oo mf éthanoT/eau v/v

Evaporer I'éthanoL sous vide à 30 oC

verser 7a phase
'  

aqueuse
sur une coTonne de résine

rR 12O A+ (S g)

Laver 7a colonne avec 50 mL d 'eau b id is t i l lée

Saturer Ia iraction agueuse avec Na CI

Extraction au 1 butanoT v/v

Concentter Le 1 butanol. sous vide à 35 oC

Chronatographie
sur  p laque

Ee7 de sjl, ice (préparative)
sol-vant (chLoroforme-néthanol 6,4 )

Gratter fa bande
ffuorescente

éLuer avec de l 'é thanoL -  anaLgser)

Tabl-eau no XXII
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r .6  i4éthodes d 'anaTgse du métaboTi te pr inc ipaJ

'spectte 
infrarouge

Il-s sont réafisés sur -l.es composès de sgnthèse. Le métabo-

Lite extrait d.e l- 'urine de Rat nous donne un spectre diff ici lement

exTtToitaole.

Spectre de masse sur Le n;étaboTite et Les comltosés

de sgnËhèse

r.es Citférents produits sont étuCiés par inttoduction

di recte.

- Chromatographie en pfia5s gazeuse

Colonne .' OFt gaz vecteut N2, 2 bats

Tentpérature . injecteur et détecteur : 2OO oC

cofonne :  160 oC

détection par ionisation de flamme.

- Chro;uato9'rag;hie sut pTaEue gel de silice

Sol-vant : chl-oroforme néthanoT (6'4 v/v)

Révéfat ion :  réact i f  de PILET ( lère pat t ie) .
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I.7 Technigue de séparation de f 'aphénçTindole et de son métabolite

principal

a ) fi^r"ti"n à partir 49= tiÆgt

Nous avons uti l jsé fa iechniclue décrite dans 7e chapltre

précédent  (ext ract ion à l . 'é thanol- ) .  ELLe est  appTiquée pout  Le lo ie

et l-e rein, aans 7e cas du cerveau nous avons ajouté de 7a soude IV

pour saponii ier Jes Tiptides dans Le miLieu étl 'anof.

Dans tous Jes cas, nous avons téaLisé une extlaction à

L'aide du I butanol avant d'effectuer 7e dé1,ôt sur La pTac;ue chtoma'

tographigue.

L,) SéUaration à partirg gg

(cinéticiue du ntétabolite et de I 'ephénglindole)

Le volurne de sang pré7evé esÈ de 5@ ]u7, i l  esÈ centtifugé

3 n inute- .  à  14AO g,  puis  7e pTaat ta est  récupéré.  Sur  une aTic luote,

nous eifectuons une rTtesure d.e L'activité totale. t jn voLune de 2OO V7

a'e pJasma est ptéIevé auquel nous ajoutons 8OO p-l d'eau bidisti lTée

et 2 ml de I butanoT, afin d'extraire dans 7a phase otganiciue

7,aphéngl indole et  son nétaboTi te pr inc ipaT.  Aptès agi tat ion et  cen-

trifugation 15 minutes à 1 4OO 9, l-e sur'nageant est déposé quantita-

tivement sur une plaque de chton:atogtaphie.

Support : geL de siLice (IIERCK)

SoJ,ut ion d,e migrat ion (1)  :  chTorofotme,  méthanol  (614) .

L'activité 7e Tong d.es chronatogtanmes est mesurée à l" 'aiae

cl'un compteur à circul-ation de gaz (méthane) BERTHOLD.
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I.8 Technique du ioie isoLé et perfusé de Rat

La techniçue uti i isée est ceTle décrite par CATAU G. en

1975 ( lA) .  ze n iL ieu d.e per fus ion est  const i tué par  c iu sang de Rat

d i lué.  La soLut ion de d i iu t ion cant ient  :  d i f fé tents seJ.s minéraux,

de Trafpumine et  du gTucose.  La d i l -u t ion du sang est  fa  suiyante :

65 ml de sofuté + 25 ml- de sang héç;ariné.



GHAPITRE tr

E XPERIM E 1{TAT I l|ll A]II MAIE



t36

E XP E R Ï  M E NTAT T ON S AN I  I i :AL  E S

Pour toutes J.es îechetches du métaboLisne nous avons uti-

Lisé 7es animaux suivants . '

i?aËs E.O.P. .S.  a l -b inos souche O.F.A.

Oriçine SPR;AGUE DAI'|LEY

Sexe :  mâLe

Seu-L -leurs poids varient d'une expétience à -l 'auÈre.

I I .1  Cinét iEues gTobaTes

Poids des animaux 35o g

RaÈs jnst rumentés (chapÎ t re I .1)

Dose de toxiçue I4c , 1oo v cie

VéIticuLe : éthanoT lOO vI

Voies : orale, intrapéritonéal-e (f.P.)' injection directe

dans 7a c i rcu l -at ion I .C.  (carot ide) .

Les pv{f}venents de sang et d'urine sont effectués d'après

le ptotocole suivant :

.  pour Les voies f .P. et  pe" o9t toutes Les 30 njnutes

pendant 2 heures, puis toutes -l,es heures pendant 6 heutes;

.  pou:r 7a voie I .C.,  toutes Les 15 mjnuÈes pendant 2 heures,

puis touÈes -l,es 30 minutes pendant 2 heures également et

enfin toutes ies heures pendant 3 heutes;
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. A partir du 2ème jour les psiflvements sont efÎectués

tous Les jours ouvrabfes.

I1.2 AutoradiograPhie

Poids des animaux :  11O g

Voies :  per os et I .P-

Dose : aphéngTindofe L4C2 loo v Cie pat Rat

VéhicuTe : étltanol .

. Yg!e_2_p?!_o_2 : .Les animaux sont sacrifiés à 5 minutes

et 3 heures après L'administtation du

produit .

. u_o_!_"___!:!: t tres animaux sont sacrifiés 5 minutes,

t  heure et 2 heures après 7' in ject ion.

I I .3  Etude des métabol . iÈes ur inai res

- Recherche du nontbte de nétabolites utinaites

Poids des animaux : 35O g

Doses : o.phénglindoLe marq'ué Lac2 1oo v cie/Rat

a1ilténglindoLe non matcoué 2@ ng/kg

Vo ie  :  I .P .

véhicul,e : étlnnoT + sétun phEsiologique.

Le rat est placé dans une cage à nétaboLisme afin de

recueiTf i r  f 'u t ine de 24 àeures.
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- Séparation et identif ication du métaboTite principal

urinaire

Poids des animaux : 3OO g

Nombre : 6 Rats

.  1 Rat  t ra i té  avec de L 'uphéngl indofe l4c loo 1t  Cie

+ 2OO nC/kS d'ophéngTindoTe non marquéi

.  5  Rats t ra i tés avec de I 'uphéngl indole non matqué

2oo ng/kg

Véhicufes : étinnol + sérum plrysioTogiçue

\ to ie :  I .P-

Les ur ines de 24 àeures sont  lecuei77ies.

f I .4  Cinét iEue sanEuine de 7 'aphéngl- indole et  de son métabol- i te

principaJ

Animaux : Rat insÈrurnenté d'un poids de 3OO g

Dose : aphénglindo-ze I4c loo v cie/Rat

Vo ie  :  I .P .

Véhicule : éthanol

Le protocoTe des 1>té7èvements sangujns est Le sujvanÈ :

pré7èvements à 5, 15, 30' 45 et 60 ntinutes, puis toutes -Les heures

pendant 5 heures.

rr .5 Cinét iques d.u foie isoTé et perrusé

L'aphénglind.ole laç (25 v cie) est mé7angé au perfusat au

tgtî?ps ut=o". Des pré7èvements de biTe et de perfusat sont téalisés

ytendant 7a durée des expériences et, à 7a fin de ceTles-ci, 7e foie

est pré7evé.
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1")  La nesul^e de L 'act iv i té  tota]e est  ef fectuée sur  - les

di f férents échant i lLons b ioTogiques.

2") Lors d'une autre expérience, nous sépatons 7es nétabo-

J. i tes du per fusat ,  de la  b iTe et  du fo ie,  de façon à

cléterminer -l.eurs cinétiques notamment au niveau

b i l - i a i r e .

II.6 Rétr;artit ion de 7'aphéngTindol-e et de son nétaboTite princ:1pa7

aans <lifférents ùissus

Poids des aninaux : 3OO g

Dose : aphéngTindofe I4c 1oo pcie/Rat + aphénglindole non

marc;ué 2OO ng/kg

Vo ie  :  I .P .

vehicuLe :  éthanoT + sérum physio logiçue.

Les anintaux sont sacrjf iés 3 heures après I ' injection. Les

'organes sont préLevés Èrès rapidement.
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RESULTATS e t Drscussroivs

III.I Etude sur Le Rat instrumenté - cinétictrue globale -

Nous avons réaLisé p-Zusieurs cinétiques par différentes

voies ( I .p .  -  per  o8 -  1.C.)  et  avec d i f férents véhicuLes (éthanol ,

H.P.M.c. ,  D.Y: .F.  50 %'  suspension dans du sérum phgsioTogique) '

- Que77e gue soit fa voie ou i.e véhicule, nous retrouvons

du l4C dans Ie sang,  Les ur jnes et  ies fèces.  Iyous présentons jc i

Les cinétiq,ues obtenues avec l 'éthanol comme véhicule'

La figure no 30 représente L'activité mesurée dans 7e sang

en fonction du temps. Nous remarguons gue Ia concenttatlon en l4C

d.ans je sang est maximale rapidement après I ' injection' f 'uti l jsaÈion

d.e l,H.p.M.C. corwtte véhicufe provoque un retard de ce niaxinzum (3O à 45

minutes/ . Avec 7a voie orale (figute no 30) ' nous remarquons 2 maximums

l,run à 40 minutes et -l 'autre à 6 heutes. Le ptemiet ttaduit 7e çias'

sage de 7'aphéngTindoTe au niveau sanguin, fe deuxjème setait proba-

blenent due à l,action de métabo,ljsatjon de 7'ophénglindole pat 7a

fTote jnËesÈjna 7e, puis passage des nétaboLjtes au niveau sanguin.

Dans Les 2 autres cas, 7a d.éctoissance sujvant Ie maximum est dtal-

Tute exponentieTTe.

La  f i gu re  n "  31  rep résen te  7e  déb i t  de  f a  rad ioac t i v i t é  u t i -

nai re ex i , r iné ê i t  D.P.M. par  i :êUIe.  Dans.  tous )es, .cas,  nous observons un



PM /ml

25  000

00 000

75 000

CIt{ETIOUES SATTGUINES DES COMPOSES BADIOACTIIS SUR I .E RAT APPAREII ,TE I4I

I

t ig  '  30

vot Es 0'ADMt t{tsT RATtol{s
Por.0s.

_ t .P
t. c.

Temps en hcures



CINETIOUES O'ETIMINATION URINAIRE DES METABOTITES MAROUES 142

D.PM lminute

t lg ,3 l

VOIES ADMINI STRATIOI{S

Psr.0s.
r .P
t.c.

48
Temps en Heures

75 t01



t43

paraLLéfisme entre La courbe de concentration 
"r, 

l4c dans J,e sang et

la sortie urinaire. 24'heures après L'adninistration du toxique ra

concentration sangujne est très faibTe, elLe n'est prus rnesurabl.e à

par t i r  du quatr ièrne jour .  L 'é l - iminat ion ur inai re,  eIJe aussi ,  est

très importante dans Les prenières 24 heures suiyant Iadministta-

Èion. Mais el-l-e continue três Jongtemps, à un niveau beaucoup prus

ta ib le jusc4u'à au noins l  mois et  deni  (mesurée dans l_e cas I .p .

éthanol-). Les cinétiques sanguines et urinaires sont senbTabTes pour

fes  vo ies  r -P .  e t  l . c . . L ' éL in ina t i on  u r i na i re  ap rès  48  heu res  es t

ident ique pour les t ro js  voies.

Dans tous les cas,  nous o.bservons aussj  une sor t je  de lqc

dans -Z,es fèces, ce c|ui montre L'éLimination de nétabolites par Ja

voie b i f ia i re.  cet te excrét ion est  d 'a iJ .Leurs probablenent  aussj

inportante quantitativenent çue l, excrétion urinaire.

JVous n t avons pas pu r;uantif iet exactenent L, intportance de

J,a sortie fécaLe car I 'extraction des fèces est diff ici l.e à effectuer

avec un render::ent constant.

Le bil-an actif des cinétiq'ues n,étant pas complet, nous

avons été amenés à l lesurer ia rad.ioactivité du co2 expitè, -ceJ,ul-ci

est actiî, ciès 7e prenier trréIèverleht, 30 n:inutes après rtinjection

(vo ie  I .P .  )  .

III.2 Etude autoradiographique de 7'aphénglindole

Cette etucie a été réalisée avec de l,uphénylinciole t;arÇué

sun Le e2. Les autoradiognaphies ptésentent done Ia répartition d.ans

L'ætùrtal de ee CazLone2.

I I I .2.  I  Vol,e L,er os

Les aninaux ont éte sacrif.i.és 5 minutes et 3 heures ai;rès

I 'adninistrat ion -
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,Ë Àprès 5 rninutes

Le produiÈ se trouve dans 7e tube digestif '  pottion anté-

rieure (cavité buccale, oesophage, estomac et duodénum). Le foie ren-

ferme une quantité non négligeabl-e de radioactivité. Les cortex rénal-

eÈ surrénalien, 7e mgocarde, 7e poumon et Le tégument (épiderme'

detme et peaucier) conmencent à être marqués.

* Après 3 heures ( f igure no 32)

Tout l- 'organisme présente une radioactivité plus ou moins

impottante seLon 7es organes et t issus, mais on peut définir un fond

d'intensité nodérée (muscLes, sgisÈème neîveux centtaT, encéphaie et

noeTl-e épinière, moel,Le osseuse, testicuLes) et des zones de concen-

ttation pTus Erandes. Ce sont dans 7'otdte croissant :

Ie tégument, 7es gTandes saLivaites et factymales, Ies

sinus nasaux, 7e sangr 7e pourtian, 7a graisse btune et

Le tjssu adil.eux crural- et para épidieiytaitet

une partie du cortex ténal

foie et certaines zones du cottex ténal (7e tein a

aspect "piqueté" )

Le contenu du tube d igest i t  antét ieut  . . .

If faut siEnaTer :

la surrénale n'a pas été rettouvée sur les coupes

I e

un

Les ç;arois osseuses et Ie thgnus ne sont pas marqués
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La  n toeJ te  osseuse

conne le fond.

et  l -e  sL 's tène nerveux son t  na rçués  ma is

L '  a n a l  y  s e  c e ces tnac'es ï iontre . '
J

gu' t l  g ,  a ut ie  absor i , t ion du I4c 
" r ,  

Lrcvenance de i ta l ,hény| ' -

tnc ioLe

qu'on l -e ret rouve dans 7e sang' ,  c lu i  7e c i js t r jbue tapi ie-

ment  aans ptescue tout  l - 'orEanisne avec des ré i ,ar t i t i r :ns

di . f [erentes ( t issus çTanouLa)-rest  t jssus adi l ;eux,  tégur tento

I

en l - toccutence une suls tance radioact ive t raverse fa bar-

r ière hénato-r,rcninqée

i l ,  ex is te des concentrat ions rénales de 7a radioact iv i té

(voie d 'éf  in : inat ion?)  .

I-LU?'OT'ÀDIOCFÀE,ITIE (P.O. 3 h.)

x

I ? i g ' .  no  32
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l I I  -  2  -  2 .  Voie in t rapér i tonéaLe

Les artimaux ont été sacrif iés 5 minutes, 7 heure et 2 heures

ap res  7 ' i n j ec t i on .

,Ë Àprès 5 rainutes

Le produiÈ se d is t r ibue dans tout  7 'organisme pJus rapidement

qu'après adnin is t rat ion ora l -e,  s i  b ien que dans Les images autoradio-

graphic;ues, i7 est possibfe de définir un fond, (muscle, moeLLe osseuse

et nzéd.uLl-osurténale) et des zones où -Za radioactivité est pJus intense.

Dans l- 'ordre ctoissant, ce sont :

. -Les glandes salivaires et facrgmales, le sgstène nerveux

centraL (encéphaLe et moeTl-e épinièrc;, Je sang., Ie teig'unent,

-Z.e tjssu adil,eux crurai- et yara épididymaire.

. Le ntuocarde

. La graisse brune et 7e cortex rénal-

.  7e fo ie et  fa  cor t icosurrénaLe

. Le sgistène biTiaite intra et extrahép'atique et J.e contenu

du duodénum.

La zorTe interviscéraLe est fortement marÇuée en rajson de 7a

voie d t admini stration.



147

* Âprès 7 heure

On retrouve une disposiÈion anaLogue à celle du paragraphe

précédent .. seul,es les variations sont mentionnées ci-après ..

. 7e rejn est généralement pTus matçué et présente des

concentrations focal-es aussj soni:,res Eue 7e s3-stàle

.o i l - ia i re

. par contre Ie nyocarde, 7e sgstèlle nerveux centtal

(encéplnLe et noel-Je épinière) et Ia nédul la du -rejn

sont moins marciués

. La zone interviscétaLe est moins marctruée.

tÈ Àprès 3 Jreures

on remarque une diminution de l-a radioactivité dans certains

iogers ntodifiant 7a répartition précédenment établie. on reconnalt

coujours un rond (nuscfe, moeLl-e osseuse, sgrstème netveux centtar) et

les concentrations croissantes sujyantes ..

. glandes lacrgmaTes, tégment, graisse brune, Èjssu adipeux

cru-ra-l et paraépiaidgnaire, portion d,u cortex rénal et

corticosurténaLe

. foie

. systènre bifiaire intra et extrahépatic;ue, contenu ciu tube

digestif antéronédian (duodénun, jéjunun).

L'analgse de ces inages montre connne précédenunent .-
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une absoîption clu I4c 
çu" L'on trouve dans 7e sanE et Eui

se distrjbue rapidement dans tout 7'otganisme

un passage de La barrière henatoméningée

une voie d 'eLiminat ion rénaLe est  possib le

en outre, une seconde voie dtéTinination : la biTe- Nous

avons Locafisé un composé raaioactif dans l-e canal choLé-

dociue et au niveau intestinal lors de I. injection de

7'aphéngl indoLe par  voie I .? .

r r r .3  Hesure < ie L 'act iv i té  dans d i t - fèrents t issus après l r in ject ion

! ' aphénç7ind.oLe { lac2)

.La Eesure de l- 'activité dans Les différenÈs organes nzontre

7a présence de l4C 
lrrirrci?,afement dans 7e I 'oie. (voir tableau no XXIII).

Ces resu-l.tats cotzfirment l.' étude autoradiographiçue.

Le rôLe du foie est confirnié ici. L'activité dans cet organe

est La plus inportante à 5 ntinutes après 7'injection. ElLe décrolt

ensuite en îonction du temps, mais reste toujours Ja plus imiiortante

par r:appor"t aux auÈres orEanes. La répartit ion de 7a radioactivjté est

diiférente suirzant 7es Lobes. rJ, est probable Eue Èous i,es -l,o.bes du

foie n'aient pas J.a nême l 'onction.

lvous pouyons c-l.asser i,es di.fférents organes en 4 gtoupes

d'après feurs cinéti<trues dans 7e temps.

- gr:oupe 7 : cerveTet, pounton, îate, tesÈjcul.e.

Dans ce gtoupe 7a radioactivité décroît de 5 minutes à 3 heures.

- gr:oupe 2 : surténales, foie.

La radioactivité diminue rapid.ement de 5 r,inutes ! I àeure puis, :

pJ.us Jentenent entre 1 et 3 àeures.
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- groupe 3 : coeur, cerveau, bulbe.

La radioactivité est sta.b-te de 5 minutes à I heure, puis eIIe

décroit de I heure à 3 heures.

-  g r o u e 4 : r e i n .

La radioactivité augrr.ente de 5 ninutes â 7 heure, puis diminue

ensuite.
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1 , < E P A R T Ï T T O I I  D E  L A  R A D I O A C T T V T l ' E  D A I . I S  D T F F E R E N T S  T T S S U S

Z - 'pourcentage d 'act iv i té  dans 7 'organe par  rapport  à 7 'act iv i té  in jectée.

D.P.ùl. = activité totaTe par orEane.

Temps

Organe
5 rninutes t heure 3 heures

Sang 35-2OO D.P. tu i /n l - 1o5.500 D.P.M/nf 24.2Oo D.P.M/n7

Cerveau
3 5 6 . 8 9 0  D . P . n

o , 2  %

3 7 2 . 7 0 0  D . P . N

o , 2  %

5 4 . 4 8 0  D . P . M

o,o3 %

Cervefet
72 .600  D .P . f i

O, 04 9é

4 8 . 3 1 3  D . P . r q

O r O 2  9 6 '

1 3 . 6 0 0  D . P . M

o,oo7 %

tsuLbe
6 1 . 3 2 0  D . P . M

o,o3 %

82.460 D.P. r r

o ro4  %

4 . 4 0 0  D . P . M

o,oo2 %

Poumon
1 . O 1 7 . 9 1 0  D . P . M

o,5  z

5 3 5 . 8 4 0  D . P . M

o r 3  %

3 3 0 . 8 8 0  D . P . M

o r 2  %

Coeur
3 6 6 . 7 3 0  D . P . i r

O r 2  %

3 4 8 . 8 4 0  D . P . M

or2  9é

8 2 . 8 0 0  D . P . M

oto4 %

Foie
2 5 . 6 4 7 . 8 4 0  D . P . M

1 3 1 4  %

1 4 . 9 3 1 . 4 7 0  D . P . M .

7 r 1  %

1 1 . 0 3 5 . 4 3 0  D . P . r q

6 , 2 5  %

Reitr
1 . 4 i 4 . 7 8 0  D . P . M

o r 7  z

2 . 2 6 3 . O 3 0  D . P . t r

1 r 1  %

1 . 3 9 5 . 8 9 0  D . P . r q

o r 8  %

SurrénaJ,es
2 6 5 . 5 4 0  D . P . M

O r l  %

73.730 D.P.14

o,o4 z

5 5 . 8 9 0  D . P . M

oro3 96

Rate
1 . 5 3 7 . O 5 0  D . P . M

or8  9 ;

2 0 5 . 8 5 0  D . P . M

o , 1  %

8 5 . o 4 0  D . P . M

o r 2  %

ie'esticuies
2 . 8 1 8 . 5 7 0  D . P . M

1 ' 5  9 t

6 4 5 . o 7 0  D . P . M

o , 3 1  Z

3 6 1 . 2 1 0  D . P . M

o,o5 %

TabLeau n" xxiIl
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r r r .4  Etude d.es métabof i tes ur inai res de 7 'aphénELindole chez J,e Rat

A) Recherclrc du nombre de métabolites urinaires

L 'ur ine de 24 h-  d. 'un Rat  aAant  reçu d.e 7 'uphénç7indole l4CZ

+ o.trthéngTindoLe non radioactif esË traité suivant 7e protocoLe décrit

c ians 7e chapi t re I I .3 .

La t igure n"  33 représente 7a mesure d.e l 'act iv i té  7e Tong

de 2 c l i romatoEranmes,  J 'un pour les métabol- i tes L ibres,  I 'autre pour

Les métabol . i tes conjugués.  Au iur  et  à rnesure àe Teur mise en év i -

dence Les d ivers nétabol- i tes ont  été repérés par  une - le t t re (A,  B,  C,

D,  E,  F) .  L 'aphéngJindoLe est  représenté par  la  l .e t t re f .  lvous reÈrou-

yons dans L 'ur ine 6 nétabol- i tes (A,  B,  C,  D,  E,  F) .

T4ETAEOLTTES URTNATRES (RAT)

SoLvant no 7 : isoittoç;ano7,, anm)oniac;ue, eau (8, 7, I v/v).

Solvant no 2 : ciùoroforme, méthanoT (614 v/v).

Sofvant 2
R .F ' .

L ibres
I T + T I

conjugués
TT

SoTvant I
R . .F .

o , 6 3

A

c

D

trace

ttace 2 6 %

50 eé

A

B

c

trace de
conjugué

trace

trace

E

P

Or  36

o ,55

o ,65

o r76

o ,28

o r46
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Le n;étabol i te  D,  se t touve ç; t inc ip;aTement à l - 'é tat  7 ibre.  te

composé C est élininé pour une TarEe part sous forme conjuguée. Les

métaboLites A, B, E, I '  sont c:uantitativement moins importants et sont

tous exctétés principaTement sous forme conjuguée. Le nétaboLite D est

l -e métaboJj te ur inai re Le p lus important  (envi ron 50 26 de 7 'act iv i té) .

. l lous n'avons j.amais retrouvé d'açlhéngTindoLe non métaboiisé

dans Les ur ines.

B ) Identif ication du métaboTite urinaire nr:lncieal ( o)

Le spectre infrarouge du nétabofite (D) extrait de -l 'urine de

Rat n'esÈ pas expToitabfe. Le spectre de masse de ce même composé

(f igure no 34)  nous indigue un poids mofécuLaire de 2o9.  (uphénVLin-

dole 193). Ce ciui nous donne une différence de 16 qui correspond à

f 'addi t ion d 'un atonze d 'oxygène.  Le nétabol i te  est  donc probabTement

un hgdroxg phéngTindol-e. IL reste maintenant à déterniner l-a position

exacte de cette fonction hgdroxgle. Pl.usjeurs composés hydtoxgles ont

été sgnthétjsés . ' nous citerons notarnment 7e 5-hgdroxg-2-phénglindole,

7e 6-hgdroxg-2-phénglindole et les hgdroxy- 2-phénglindoles pour les-

q'ueJ.s La fonction OIi se trouve en Ortho ou Para sur -Z,e phén97.

Les spectres de n?asse des composés hgdroxSTés sur fe phény7

sonÈ très différents comparés à cel.ui du nétaboLite. Les spectres de

masse des détivés hgdroxgLés en 5 ou en 6 sont telativement ptoches

du specËre de masse du nétabolite, mais iLs ne sont pas patfaitement

identi<1ues. La sgnthèse du composé 3-hydroxg-2-phénglindoTe fut aTots

réal-isée. La forme éno7 (1) de ce composé n'est pas stable (voir f i-

gute ci-dessous)

-t
3

l t  I l c l
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JVous o.btenons donc 7'oxo-3 phéngL-2 indoLe sous -l.a forme

cétonique (coniltosé a). ses specÈres de nasse et infrarouge sont repré-

sentés respectivement par 7es figures no 35 et no 36. Le specËre de

masse ciu composé (a) est parfaitement senblabl"e à ceLui du nétabolite;

excepté un pic à 64 c,ui esÈ présent uniclùentent avec. Le'métaLolite uri-

nai re-

Par oxgdation de ce composé

(oxo 3- phéngl- 2-indoLe fornte oxgdée) .

rouge de cel-ui-ci sont représentés par

spectres de masse des composés a eÈ 6

exceyté L' ion r-:of écuLaire.

TON I^OLECWAIRE

d, nous obtenons un produit g

Les spectres de masse et infra-

l es  f i gu res  no  35  e t  no  37 .  Les

sont 1;arfaiterhent identiçues,

/IÀS.SIVER A., en 1968 [rS) 7e composé

pour donner Ie produit y suivant

D'après RICHIfAIV R.J. et

en soJ.utjon réagit avec 7e solvant

7a réaction ci-dessous.

Produit c 209 avec un 2O7 impottant

Produit ?, 207 avec un 2O9 pres<4ue jnexjstanÈ

lF l l | l
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si nous uti l, isons l-a sor"ution de migration sujvante :

chLoroforme, méthanor (8, z v/v), pour effecÈuer une chromatographie

sur pJaque des 2 conposés r et B obÈenus ç;ar sçnthèse; quel gue soit

Le sol-vant utiLisé (eau, néthanol, éthanoL), chaç-ue composé nous donne

2 taches bien séparées eÈ probablement iCentig'ues. En solution jJ, est

donc probable que nous agons -Les 2 ou mêne -Les 3 formes (a, B, \) en

équiTibre.

Sj nous pratiquons l-a même chromatographie sur f.e nétabolite

extrait de l, 'urine de Rat, nous obtenons 2 taches senblables (même

R..F. et coul-eur identique au réactif de pILET, ,,orange,,).

- Etude par chromatographie en phase gazeuse

L'étude du temps de rétention par chromatographie en pàase

gazeuse nous donne J.es résuJ.taÈs ci-dessous. -Les conditions de ceÈte

chromatographie sont décrites dans 7e chapltre r, paragraphe 6.

Les 2 composés de sgnthèse sortent avec re même temps de ré-

tention que 7e métaboLite.

Le métaborite D est donc L'oxo-3 phéngl-2 indore mais nous ne

pouvons pas préciser sous o,uelle fotme exacte jl, se trouve in Oillo. tI

est, probable qu'jJ. soit sous forme a et B .

Temps de rétention
.-' en secondes - NanLre cie pics

ëortposé o 490 I

conposé 3 4 8 1 I

nétaboTite urinaire 488 I

métabolite + surcharge
composé p

4 8 7 I
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^5i nous corûparons Les va-l.eurs des R..F. dans 2 soLvants diffé-

rents. Le métaboTite C pourrait s' identif ier cormne 7e 5-hgdroxç-2-phéng7-

indoLe.

Une étude cies métaboiites urinaires en fonction de La voie

d.'adrii inistration nous montre que le rapg;ort <ies nétaboiites 
D 

est
c

inversé Totsque 7'on passe de 7a voie r.p. à pen os. À/ous avions remar-

çué égalenent une différence entre ces 2 voies au niveau des cinétiEues.

La voie Per os montre 2 naximas au niveau sanguin et urinaire Eui cor-

respondent. Parnti plusieurs hgltothèses nous reÈenons cell_e-ci : le

deuxiènte naxima dans J.e sang poutrait être 7e passage du S-hgatoxg-2-

yihénElindoTe rnétaboTisé 1;ar fa ffore jntestinaJ,e.

II1.5 Cinétiques de 7'q,plÉnglindole et des métabolites

A) Dans Le sang (in uioo)

La technigue ut i i isée est  décr i te  dans Le chapl . t re 1.7 et

L'expérimentation animale dans le chapltre II.4.

La tigure no 38 relirésente 7a radioactivité totale dans ]e

serum' 7a radioactivité de L'uphénylindoTe seuJ. et enfin.l,a radjoactivité

de 7'oxo-3-phéng7-2-indo7e. Le maximum de l,a radioactivité aphénglindoTe

seuJ, se sjtue à 15 ntinutes environ. A ce moment çitécis, i7 reptésente 7a

noitié de 7a radioactivité totaTe du sérur.r. L'autre noitié est constituée

par Ie nétaboLite. Le naximun de Ia radioactivité totaTe correspond au

maximum de Ia radioactivité de 7'oxo-3-phéng7-2-indoLe. fJ, se sjtue en-

viton à t h., ce clui esÈ en accord avec Les cinétiques totaJ,es du cha-

pftre III.1. Lors de L'étude précédente, 7a quantité de sang pré7evée

riour chaque nesure était beaucoup pTus faible. Dans 7a cinétic4ue ci-dessus,

L'animal est pTus perturbé, ce Eui peut expliquer 7a 7égère différence

du naximum d'activité. D'aut,re part, ce maximum est étabLi sur 7e sétum

al,ors q'ue lors de 7'étude des cinétiques total,es, Les rnesures sont effec-

tuées sur J,e sang tota7.
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La diiférence observée entre La somne de Ia radioactivité

du netaboLite et de 7'aithéngTinaole et l-a raaioaciivité totaJ.e c-u s_ér.ull

est  o lue .aux autres nétaboLi tes sanEuins que nous aLlons étudies, i r rus.

precisénent avec l-e. ioie isolé et perfusé.

B) In uitro à L,aide d.u foie isol":t pefiusé de tat

1) Ifesure de l-a radioactivité total-e

-  c inét ique tota le dans Ie per fusat

Âprès 15 minutes l- 'activité tonbe à Jo % de sa vaLeur ini-

t iaLe, puis augnente Tentement jusqu'à 2 It. pour red.iminuet ensujte

( f i gu re  n "  39 ) .

Pencant l-es 15 premières minutes, la baisse obsetvée peut

se traduire par ra fixation rapid,e dans Le foie. La réçère augmenta-

tion c;ui sujt esÈ probabTement le relargage des métabol,ites dans J,e
per fusa t . .La .ba isse  observée en t re  2  h .  e t  S  h .  s ,exp l ique par  Ia
perte de CO2, qui n 'esÈ pas piégé Lors de Ja perfusion.

cinétiçue biTiaire totale .

L'élinination de composé radioactif dans La bile esÈ très

ra12ide, en effet nous déce-l.ons de l 'activité 5 minutes après f in-

jection de 7'aphénglind.ole 
""r. 

cette élinination rapid,e par ra voie

rtiLiaite a déja été nise en évidence Lors de 7'anaLyse des autoradio-

graphies (chapÎ t re I I I .2) .

L'ensembl-e des résu-l.tats cond.uit à une coutbe d.'activité

cumurée, qui suiÈ de très près Je débit bil-iaire en vol-ume cumuré
(f igure n" 40).
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A La f in  de La per fus ion (5 h. ) ,  nous ret rouvons de 17 à

35 , t  de L 'act iv i té  in jectée dans ia  b i l_e-

- biLan cortpLet de La radioactivité

A

Act iv i té  in jectée 56 l0  D.p.y. ,  so i t  25 u Cie.

Le b i l_an de T,act iv i té  en f in  d,expér ience nrest  jarnais

complet .  Le déf ic i t  se s i tue entre 14 et  20 %. Cet te d ispar i t ion d. ract i -

vité peut s'expTiquer pal^ ra formation d,e 
""o" 

gui n,est pas récug;éré

dans Le disposiÈif expérinental.

cette hypothèse est confrontée 1;ar r'érimination de l4co2 rot"

des cinétiques tota-Les.

En tin d'expérience 7a radioactivité rresurée Cans les diffé-

rents Tobes se s i tuent  entre l i  e t  28 % de yact iv i té  in i t ia je.  ce qui

nous fajt penset ctrue tous -Les Lobes n'ont peut étre pas les mêmes fonc-

tions, nous avions déjà fait cette même remarque -Zors des autoradiogra-

phies. JVous retrouvons également ici conane Lors de L'étude des cinéti-

clues totaLes (féces) une éIimination biTiaire aussj imy;ortante c;ue 7a

concentraÈjon des métaborites du perfusat (éTinination urinaire).

Radioa:tivité totaLe du perfusat â 5 h.

Radioætivité totaLe dans 7a bile

Radioactivité totaJ,e dans 7e foie à 5 h.

Act iv i té  de Ia soLut ion de Tavage du fo ie

3 7 %

3 5 ' 6

1 1  Z

2 a . 7 5 1  l o 3  D . p . M

2r . .o2o ro  D.p .M

7 . 2 g 2  r o 3  D .  p . M

266 lo3  D.p .ùr

Sowne 8 6 % 4g.38  Lo3 D.p .n i .



r66

2) Recherche des métaboljtes biriaires, hép;atiques et san-

guins (per fusat)

Les technigues uÈil, isées Tors de cette étude sont décrjtes

dans i.e chapitre II, paragralhe 4.

IVous uti l, jsons 7es mênes Lettres pour repérer Jes mêmes néta-

i :o-Zj tes que Tors de L 'étude ur inai re (chapi t re IV) .

Le tableau no XXIV présente Les résuJ.tats des différentes

chromatographies. L'aplÉngTindore correspond. au prociuit repéré par ra

Tet t re I  e t  7 'oxo-3-phéng7-2- indoLe par  7a Tet t re o.

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

E r  F ) .

Les ntétaboJ.iÈes B et F sont tgpiquement biJiaires. ÀIous re-

trouvons l-es métaboLites suivanÈ dans Les différents miLieux bioTogi-

gues .'

6  dans 7a b iLe

3 dans 7e foie en fin d'expérience (8, C, D)

4 dans 7e pet fusat  (A,  C,  D,  E) .

Les métaboJ,jtes A, B, E sont conjuguésî Ct Dt F sonË princi-

palement sous forze Libre. Le métabolite D est parùie7lement détruit

au cours de L'hgdroTgse, ai.ors gue J.e composé C résjste bien.

Dans La bile les plus abondants sonÈ : A, B, C, D. Dans J,e

perr"usat 7e métabolite D est le eomposé ptincipal. L,aphénglindole I

est tota.l,ement nétabolisé par 7e roie perfusé en moins de 5 àeures.

Iûous retrouyons icj Les mêmes nétabolites çue nous ayjons

séparés à parÈir  de L 'ur ine (A,  B,  C,  D,  E,  F) .
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s0tvAr{T 2
R. F.

UERES GOI{JUGUES sotvAruT I
R. F.

% BI TE

0,63 7%
c
D

F Trace

A
B
c
D Trece
E Trrce

0,36
0,55
0,65
0,76
0,29
0,50

r0 tE

0,63
c
0

B 0,52
0,65
0,73

PERTUSAT lmn

0,96 66r I

A
c ) Ttr.e
D '
E

0,65
0,76

IH

0,63

0,84

797

59t

tl
I

A
G
D Trrce
E

0,38
0,66
0 ,76
0 ,27

5H

0,62 7tT { ;

A
c
D Trrca
E

0,3E
0,6{
0 ,12
0,27

Bi la  A+B+C+E+F= 8316

Porfunt lminutc A+E = 26%
lhourc  t t  =  l l%
Sheuros  t t  =  26%

Tableru ' X XIV
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Les métabo-LiËes B et F de l- 'urine sont absents du perfusat.

f-Is sont excrétés <ians la bi7e, puis absorbés au niveau d.e l- ' intestin.

Nous retrouvons, dans cette étude du foiè perlusé, Èous Les

nétaboLites jsoJés in uiuo. ?ous ces com;:osés sont d.onc nétabolisés au

niveau du foie.  ( taoleau no XXIV).

3) Cinét ic [ues de 1 nétaboLi tes b i . l ia i res

Nous avons réar isé l - 'é tude coml;arat ive de ra c inét içue drap-

ltarit ion des métabol,ites biTiaires. Les résu.l.Èats obtenus Tots d,e cette

étude ne sont pas absoTunient q'uantitatits. Les diîférents rendements

sont aiff ici l.es à évaluer. Le but de ceLLe-ci est d.e connaître La ciné-

t igue d 'ér iminat ion b i l - ia i re des 4 nétaboLj tes - les pTus importanÈs

(A,  13,  C,  D) .  La c inét ique d,appar i t ion d,e ces 4 conposés est-e-L l ,e

ident ique ?

La f igure n" 41 rep,résente 7e débit  d,act iv i té (D.p.M. par

ninute) en ronction du temps. La courbe eue nous avons ttacée est

pTus représentative c;u'un histogtamne.

L'ciùinination naximum se siÈue pour J.es 4 nétabolites entre

30 et 60 ninutes. La représentation en vareur cumurée (figure n" 42)

-laisse apparartre des cinétiçues d'éTiniinàtion pararrêles pour res

métabolites (A, c) d'une patt et (8, D) d'autre part. Le con?)osé A est

J,e plus important au niveau de 7,éTintination biliaire.

L'excrétion biliaire lors de cette étude est représentée par

7a f igure no 43.

4 ) Conc-l,usions

La méthode de periusjon du toie in uitro a permis d.e nontrer

avec girécisjon 7'inportance de l-'éLinination fécaJ,e des nétabolites de
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7'aphénylindoLe et de Leg dénonbrer. Le toie isoTé et perfusé- rèaLise

iai J,es nteil.leures cenditions pour étudier fa totalité d9s nétaboLites

hèTtatisues de I'o,phényrindole. cette teclniç'ue peame.! égarement de nioq-

Èrer la téaissotptton 4y niveau tntestinaT.de cettains métabolites bil i-

aires (D' F) çue J. ton retrouve au. niveau. urinaire Lors des expéyiences

rèaLisées in  o ioo. . i ;77e concentre au n iveau du per fusat  les nétabol i tes

eai morlnaLement sur J,'aninal entiet 2,euvent être é7ininés pat la voie

urinaire (taLLeau no XXV).

rïr.6 Répartit ion de L'aphéngTindol-e et de son métabolite principal

dans ç'ue-lEues organes

Le métabolite principal (oxo-3 çrhéng7-2 indole), possède un

pouvoir inhibiteur sur l-a mono amine oxgdase. rl- était important de

rechercher La nature o'e 7a ntol-écuLe ractioactive qui a été Tocalisé.e et

surée sur -l,es dir-férents tissus, -lors des études d'autoradiographie.

Jvous ayons étudié les organes sujvanÈs . .  Le fo ie,  7e re in,

-Le ceryeau.  Ceux-c i  ont  montré (par t ie  I I )  une.baisse d 'act iv i té  de Ia

nono-aniine-oxgdase in uiuo après traitement à 7'aphéng.Tindol-e. Le méta-

boLite D (oxo-3 phéng7-2 indoTe) représente une partie très importante

de 7 'act iv i té  dans 7e fo ie et  7e re in,  respect ivement  85 et  60 % ( f i -

gure no 41). Za quantité de produit non nétabol-isé est très faibje

dans Les 2 cas.

Dans l-e cerveau (i igute n" 44), nous observons un rappott in-

versei Le n;étaboTite D esÈ en faible concenttation, al.ors que 7'uphéngl-

indoLe représente 7a p lus grande par t ie  de l - 'act iv i té .

. Etant donné c;ue nous avons trouvé une ba-.rsse d'activité de la

mono'amine-oxgldase au niveau cérébtal-, ce tésultat nous indique que Les

mono-anine-oxgdases du sgstèrne nerveux central- seraient plus sensjb-l,es

à L'inhibiteur Eue ce7les des olEanes périphériq-ues. (foie, rein). Ceci

est en accord avec les ttavaux de ROTH J.A. et GILLIS C.N., en 1974

187) sur J.' inhibit ion des ntono-amines-oxydases du foie et du cerveau.
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17ï .7 Corni ;ara ison du metaboi- isr , ie  de J 'aphéngl indoLe et  de l - ' inc ioTe

Le r,:;étaboi-is;e de f irtdofe I4C2 a ete étudié par KING J.L.

e t  c o 7 . ,  e n  1 9 6 6  ( t r ) .

Le rtetabol ite pr inc ipaT de l- '  indoLe est 7 ' h,;droxg - 3 - indole

ap,peLé courar:inent inaoxgLe.

17 re1,résente 72 I  des nétabof i tes ur jnai res chez Le Rat .

hntparaison des 2 niétaboljsmes

uphénylindoJe indol-e

lornufe

2 4  h .
urine

4 8  h .

1 4 % 75 '-d

16  e i 8 0 2

tèces 48 it
Va I eur approx ir;tat ivernent

ident io-ue à l . 'ur ine

1 5 1 0 %

"ro, 
air expiré présence de "ro,

2 9 i

bi le
foie perfusé en 5 h.

3 5 % 5 e é

nétanoLi te

l,rincipal

oxo-3 phéng7-2 indole

J

indoxyle
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rl/ous oirservons 2 différences fondantentaLes entre ces 2 méta-

bol-ismes-

1")  L 'e l - iminat ian ur inai re à t r 'ar t i r  de f  indol .e est  t rès

rapide 75 9;  ae fa iose in jectée en 24 heures.

Ltaphéngl indoTe s 'é l - imine beaucouç:  p; ,7us Tentement  par  cet te

mêne voie 74 î ;  en 24 heures,  i7  est  donc retenu dans 7 'org 'anisne.

2 " )  L ' é l i n i na t i on  pa r  7a  vo ie  b iL ia i re  es t  f a i b fe  avec

l - t indole 5 9; .  I ,our  7 'c .p iéngl indole,  eLl .e est  du mème ord.re cr .ue L 'excré-

t i on  u r i na i re  (N  15  96 ) .

Les 2 ntetabol - i tes - Ies p lus importants sont  oxEdés sur  La

posi t ion 3.  I1  est  donc possib le que ce soi t  l -e  mênie enzgne qui  méta-

bof ise ces 2 Èoxiques.  D'at r : rès fe mêne auteur  ( t r )  cet te oxgdat ion

n'est  pas ef tectuée au n iveau microsonaT.  En ef fet ,  i7  a réaLjsé des

essais de r , te tabol - isat io t t  de l - t indoLe in o i tao avec une f ract ion micro-

sornafe héi , 'a t ique.  Lors de cet te recherche,  i7  ret rouye .Les nétabol i tes

cie 7' indoJ.e sau.l '  7' incloxyJe.

I I I .  8  Toxic i té  de L 'oxo-3-phéng7-2- indol -e

ii lous avons étuciié 7a toxicité chez Le Rat de L'oxo-3-g:.1éng7-

2-indol-e obtenu par sgnthèse. .Les EqeTçues essais réalisés à faible

<iose (1O et  30 ag/Rat)  T iar  vo ie f .F.  nous ont  permis de re- l .eyer . l .es

concl-usions suivantes i

- Le prentier sgmptône clui apparajt très rapidement après

i ' in ject ion est  un désordre de f  'éçui7 ibre,  
avec EueJ<--ues instânts p ius

tard une l taraTgsie des pat tes arr jère.

- ?rès rapidemenË après ces T,reniers eifets (que7çues minu-

tes) ,  L 'anin iaL passe L;ar  un etat  conateux,  qui  évolue ensui te vers La

mott .
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Faute de produi t  nous ntavons g;u déterminer  sa D.E.SO.

Cette brève étude nous nontre çue compaxativement ) f 'aphéng7-

indol,e son rûetabol-ite (J'oxo-3-piéngl-2-indole) est beaucoup plus toxique.
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CONCLUS IOI , I  S G EN ERALES

?ous ces résul.tats expérinentaux obtenus chez l, 'animal, après

diverses expositions à court et Tong terme nous pennettent de présenter

Les concLusions suivantes :

-  Au point  de vue b iochimiçue seufe La baisse de 7a choJ. in-

estérase sérique obtenue en intoxication aiguë par Ttaphénglindofe chez

Le ilat nous paralt sur'f isanntent rnarç1uée pour être reLevée. D'autres

paranètres sériq'ues biochiniques nous connent des résul.tats significa-

tivement différents aux tests de STLTDEIIT, mais ces variatjons aléatoites

ne nous paraissent pas représenter 7a réaJ-ité.

- Lors de L'étude du rnétabol-isme de 7'uphéngTindole chez 7e

RaÈ nous avons remarqué, çu'un composé radioactif se répartjt Èrès rapi-

dement  dans Èout  7 'otganisne c1ue77e que soi t  la  vo ie d 'adminis t rat ion.

Citons q'ueTques zones de concentraÈions particuTières (foie, rein, sang).

Le métaboLite urinaire Le pTus important après administration

du produit  par voie I .P. chez J,e Rat,  est l , 'oxo- j-phény7-2- indole. C'est

une pseudoquinone, Eui est beaucoup plus toxique que 7'ag:héngTindole

lui-m&te.
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Cor;tpatativentent au nètaboLisme ae II indole L'excrétion urinaire

dans Les 1,tenières 24 h. des 6 netaboLites de L'aphényLindoLe est beaucoup

pTus 7ente, respectiven;etit 75 et 15 r'" de ciuantité injectée. Par contre

L 'éLi r ,z inat ion dans - les . fèces est  ident ique à f  oexcrét ion ur inai re unique- .

nent  dans l -e cas de 1 'a1ihénçl indo7e.

-  Au l to int  de vue ae i 'act . ion pharnacolaEiçue nous avons noté

L 'act ion inhib i t r ice d 'un nétaboLi te (L 'oxo-3-phéng7-2- indofe)  sur  Les ntono-

atnines-oxVdase€; aux niveaux centraL ex 1'eriphérique"

LJne par t ie  c ie l . 'act ion de l - 'aL 'hénEl indale est  due à J-a tox ic i té

du trglttophane 7ibéré au niveau sérique. Cette toxicité est augrnentée

par 7a présence d'un inhibiteur des nano-amines-oxgdases.

-  ?est  d 'exç ios i t ion

Lors de 1 'exposi t ion de rats à des atmosphères contenant  de

7'uphéngTindoLe,  l - 'act ion tox ique du t rgç; tophane se t radui t  ç ;ar  une é7i -

mination urinaire accrue des S-hgdroxgindoles et notanrnent de l-a séroÈo-

nine.  cet te tox ic i té  peut-ét re évaLuée par  un c iosage ur inai te de ces

netabolites du trgptophane.

Cette exposition peut donc ètre évaLuée en recherchant cians

-l.es urjnes un des nétabofites eÈ plus parÈicu-l, ièrenent l- 'oxo-3-phéng7-

2-iruiole qui est un bon siqne d.' inprégnation.
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