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Bioaheaioal and hictoohoiai:tiI Bttt3i«« of eateramen; aortifi ation 

of organio phosphate tox ic i ty by ohlorinuted hydroao'boiuj. 

Introduction. 

The theory that conduction along nervo uni mueoie fiber la 

associated with e leotrio ourrente aaâ the rôle of icetyloholine in 

depal&rizing the membrane ure aurais«rir.ed. The Importance of aoetyl-

oholine in generatin^ u n«w tnotor endplate pot ont la i ii araphnsized. 

The inactivation of ucetylcholine by acetylonolineeteraete le a 

very important aspeot to be coneidered. In order to provo that 

aoetyloholine oould play a raie in contuotion, i t ie neceesary to 

sho* that the cheminai mediator Bi«*y b© leatroyed very ra^il ly by 

aoetyloholine eetaraee. The very high turnovor nutaber of the enzyme 

f u l f i l l s thia prerenuiBHe, iirl the araount of eater whi«h nay be npllt 

during one ail l iBeoonl at a s ingle motor endplute in a frog sartoriuB 

la nbout 1.6 x 10* fflolaculea. 

i'^-T OSE; B l o a a a s i S J . «8.TAJWH 

'JHaTLH OSE 

The Katerase Oroup 

Amoag the eaterasea of phyriological s ignif icat ion are the 

cholinesteraaea, the oholine ncetylaee, the couraon eaterusea and the 

l ipaae i . 

The oholine a te ru s as can be diistinguiflhed froc» the other onterisee-

by their senait iv l ty toward eaerine at low ooncent™ tione (10~Z to 1 0 - S ) . 

Two enzyraeB oave beea «hown to hydrolyse «peoi f le - l ly aoetyloholine, 
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• l a . ahollnaateraae uni &«tttylahollne»teruea. Tha two att?ymaa may 

ba âlat inouïe had by thair beh&vlor la the prouenio of Kubstrate 

concentration; acotylchollneatemse ehowu an optlcmm of r.ubatrate 

concentration wblle ahollneeteraae followa tho Mlohaelia-Menten la* 

«hloa governa other enzymi i a c t l v i t l e a . Tho ohollne£teraae, contrary 

to aoetyleholiaeateraee, hydrolyses l ta aubatrata more rapi ly with an 

lnoreaae ta the length of th» «oyl ohala, IX la poaalble to dlatlnguiah 

between both eaayaee by tho use of spécif ia inhlbltora such UE dl-laopropyl 

fluorophoaph&ta and Nu 6f&. In vivo Inhibition of acatylohollnaatarace 

la ala&ya f a t a l , nhile Inhibition of eerura eholineeteraae la oot of rauoh 

sltfulfloanae. 

I t haa been proved thut tho hydrolynle of taetylchollne by 

aeetylefcollnesteruae la a réversible pro< oee. Rowever, Naehmaneohn and 

Maebado bava laolated a aifferent enzyme extracted front the brain whlch 

thay naned ohollna aeetyloae. Tble la abla to oatulyae tha reaotlon of 

aa ta ri f i nation in présence at adenosina triphoaphate. Ohollna aoetylaee 

la preaent In evezy tlaauo uonoerneâ with conduction* 

A third group inolndea tha eaerlne non-aeneitive enzymes, nanaly 

tha oosmon eateraeaa,onpabla of hyorolysing the aeteru of a loa 

jaoleoular weight, tnd the llpaeaa oapnble of apl l t t ing tha futa* 

Leuoylglycylglyein*» aotlvntea th<« panereatla l ipase but not tha 

ooramon eateraae; moreover, t h e a e n a i t i v l t y of aateraBoa and lipauea 

toaapd atoxyl -ni t.ulnine l a ©ntlrely d i f f ^ a n t , Lipuae l s atoxyl 

reelatant and quinine atmaltive, and oonvaroaly, ©Bteraaa la atoxyl 

•enalt lve nn4 quinine raalatant, aluhoujrh tb«K© diatinctiona ara very 

r e l a t i v e . 



A. aeparute onxjme preforenUwlly «pl l t t lng tbe aobtie eetore 

buts «l«o been deaoribed. 

PhamuooJLogioal action of chlorlnated bydyoofî rbona .ad o j ^ n l c 

pboapbutec» 

Shlarioated hyaroonxbona jjive f i e cl««a ie.il aysaptama of 

aouranuaaular polaoas: byperextenaion of loge, poetvu;d lnat^bl l l ty , 

teesore, aonvulalonet «mû ooj&a. Tba oaavulelona a^aa to be tba direct 

reault of an aotion at tba nauraatuaaul&r Juaation, but without any 

apparent aorpbologlcal diaturbanoea. 

Kaarine lnorei&ea tba toxiol ty of D'JI, but tbo antiohollnoeteraae 

proparty of tbe la t ter baa not been ehomn. 

itldrlas and diolûrln ouuaa "ibout tba a ma effeot lu roasmale. 

Moreorer, bradyoar l ia , vaaodepretselon, mioele nnâ va go ton le affecta 

ba*e baan obearved. Synergie affecta of acetyloboline Injection on tbe 

fcecretory and neuraffluaaul&r aya tenus bave been deeeribed. 

ma well aa tbe neurotonlc e f feot , I t lu kuown thut onlorlnated 

byâfoaarbone may oauaa bapatic necroala, «tdrentl cortex und kldney 

atrophy. 

Obloxin*»ted by ijrooaxbon tiOtabollËti 1<> not weJLl tooron, 

ûabyarobalotfOii«ttlon of eJLipbatl.: ooapounta hua boon proved, wblle tba 

cane 1» not true for aroautio ooepounla* 

Chlorlnated bydrocarbona inblbl t saine enayav.tlft systema, aueb ae 

succlnoxl^Msa, carboalo uuhy r^ee und eucolnla dabydrogomao* 

Th» pbaïMaoolo&ioul affecta of organio pbo«phsiteB aro «hown. I t 

la eatttbiiabed tbn* tbaaa ooapounclB axa oBeriae-lik» t o l c a , esertîu/.r 

http://ie.il
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ae lnly thoir aotion a t the synapses. In axtrene oaaaa of poisonlng, 

tttm acetyleholine appaara in the blooci. in avery case, orgunla 

phoephuteo inhlblt the aoatylonollnafiteraae ao t iv i ty . 

Tha r< al ai te of action of orgunio phoiph&tee aeons to ba 

parlpkoral, m i n l y at the lavai of tha nuaale aoetylehollnoateruae, 

leading to reapirutoxy parulyt-iu aui nioxlu, Th« futal outcono of 

perlpbexul Inhibition of oholinesterue© say be uoeompanied by 

différant àegraea of braîn eaollneataraae aot iv i ty , v&rylng betwean 

5 and 100 percent according to the or&anic phoi pli.te udralniatered* 

Orgaalo phoepbstes are ûh»raotori:;ed by their proporty of InMbitlng 

aoetyloholineateraee aet lv i ty* £'.o»e of tha» do i t In v i tro wlthout 

farther transformation, «hi l» Borne otaftre brave to bc net aboi la» U y 

tranafanead befora «xerting enoh nn aotion; The inhibltor notion of 

•rganil phosphatée againet eataruaa, lnolU'linc aeetylcsholinaateraBa, 

oholinaataraae an'< nlleateraae, la alghly aeleet lva. 

Organio phosphatée inhlblt ohollnestarasaB by fomln^ a conplax 

*i th tha aavyrja. Thla thoory i»pli«B th'.t tha b»«6io group In tha 

eateratlo alta of the #n«ywe surface ta OÎIOP nhoryl%tad, nn't that 

thla pnoaphorylatad enzyme oould rmot wlth nuoleophili<? reagents and 

taavoby régénère te tha enzyme. I t ha a baan deaonatrnted that tha anssyma 

inhlbltad by tetraethylpyrophoaphata m&y be ulowly rnaotlvafced by 

yeaetlon with aatar, or rapi i ly by okolina «r hydyoxylamine. 

Reeaaroh on tho ehlorinatad Hydrocarbona aotion on eateraBle 

aotlvltr 

Ohloriaated hjrdrooazaone» Uko DES, aldrin and oaao related 
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ecajpouada bave tha abaraoturietica of naurotlo poiaoaa. Tharefore 

i t wae itttaraatlng to tuât tba antlcbolinentaruaa propertiga of 

tildrln at tba levai of rad bl OQ ca l la . 

a. r*' uotlon lu a arum bctoruse aot iv i ty following t-potuxe to 

olnple chlorlnetad hydrooarbana aefcoai.ted with a necrorle of 

haputlc paranehyna ha* b«an r< portéd. &s uldrln la kaowu to causa 

tbe fo&£u affaet ou tba l i v e r , i t wae of inter..s*. tu btudy i to action 

on ceru» eataraaa, ul&aa l i v a ï naoroai* uud rauuctlon lu «atorast* 

aotlTity art ulwayc founi togathar. 

Tba Ooaoorl uethod v l tb Via ut t. of phanyX banzoutt. aubatrate «MS 

aaployad. Tba hydrolyela of pbcuyl b naoato toue baen alloua to b« 

aearlna non-aensltive (!Tubla 1 ) . Tha réaction waa faune! to ba 

proportional to tisae ( / i f i . 2 ) , aiaount of ansyma (i'ijj. a ) , and concen­

tration of aabatrata (Jflg. 4 ) . 

A aingltt oral dose (30 ag/lcg) of uldrln increst» a tba aarua 

eataraaa, v l tb a mnxitma a t tbo 4tb day following udmlnlatr&tlon (flf,. 5 ) . 

TblB incraaaa of aat iv l ty la dlraotly proportional to tba logaritb* of 

tha doaa injacted ( f i s . 6 ) . » l th continuotts aldrin administration, tba 

laeraaaa in aeram ac t lv i ty raaohoi? a p l t o a u ( f i « . 7 sad 8 ) . I t la 

llfcaly that rata baooma adaptoâ to tha toxlo* ! l t b milt ipl» ^amin-. 

ia tmt lon of tha toxlo , in tba fan bouro procading daatb, tha aarum 

—%mrB.Mtt aot iv i ty lnoreaeaa vary ubruptly ( f i e . 9 ) . 

Palatad ahlorinatad bydroourbone, lnalutflng obloriane, d i e l i r i n 

aad DDT iaaraaaa tba aarun aot iv i ty tha fourtb day followln*: thoir 

ad«\nlatT»tlon. Heptnoblor, haxaohlorobsuzeno and l iuiane !o tha anoie, 

but to a vary a l l a i t ftagroa (Tabla I I ) . 



- 6 -

In r a t s havinjï ^ 1O*Ï t é t e ra s* a o t l v l t y following thyrojdne 

a lMlnls t r ' t t ion , ni i r in accé lé râ t e s th© re^ovary of th i» »n?.ywe, unrt 

oonvereely, thyroxim» seusibLliKes the rat» to a l f in offeot (Table I I I ) . 

Aldrin ioes not r.o :ify th.. r»d blooi oei l acotylohollnestoi 'aae 

a s t l v i t y followln^ a cingle do«e or a aontinuouB expoeuru in the 11 et 

as f a ; t.a t h i e u c t i v l t y l a de temined In precenu© of aestylohol ine or 

aoetyl - | J -»ethylohol ine ( 1 .blea I? and V). 

Tb© influence of thyroid on eenua eholineete.r&ee i s well known. 

On the oth.2r hivd, we bave b&en ubla to deaiaaetxate th&t thyroxine 

decxeases tho r a t e of phenyl benzoate hydrolysls , und tbat a l d r i n 

accé lérâ tes the recovery of the t ;rae. I t vue of i n t e r e s t thougli to 

aee if , by any neuns u l l r l n woul ! influence the ahol inesterase a c t i v i t y . 

I t bas beeo choira (Table VI) that u ldr in cooc not ezort any influence 

on ohollnesterti&e a o t i v i t y . 

On the other iand, u l d r i n incrustées the sérum a l l ee t e r aee a c t i v i t y 

when th ie a o t i v i t y la deteita ned in présence of t r i a e e t i n (Table 711) . 

Lerua es tera nés and ^C-globulin f rac t ion hâve been chowa t o be 

incluenced by thyroid . On thf) oth*r hand the ^ - g l o b u l i n f ract ion level 

l e determlned by the sarae facto*, whiîw the comraon e s t e r a s * 1K » 

oomponent of the sans f rac t ion , AU uldr in uo ie lsrate» th« recovery of 

eerura es te ras» lev»l followlng thyroxlno adminis t ra t ion, i t «ras of 

i&terest to see i f the ^a.'»e taxic I»HB exertirvï jny i n f l u e n t on th*> 

C^ -fîlobulin level of the sérum. 

I t bas been shova that u ldr in do* s not exert ,iny affeot on the 

^ - g l o b u l i a f rao t ioa l eve l l f i « . 18 and 13) . 

Aida"la inorsaoae the « c t i v i t y of aerum eosEaon ess tenu s e s . This 
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lnor«««e «*y be 4ete«te4 ffXlevlntf a oingl* or oontlttuou» admln-

iatxttUen ef the toxia* Thia lnoreaae la uot aarQ«late4 wlth a 

eaueanittant lnejraaaa in th« d «•fîiobullA f motion of the aorte* 

Oeaplte the faot tint both aoapoaaute uve aaeoo>tfl4 in tha ««rat, 

un tht» othor b*n4, aldrin ftoee net exeyt *my effeet on the 

ao«tylohoHn«fât«r«B* of the r*d callo or an the oholiaoetaxûBe of tht 

•«rua. 

ijadiflo&tlon of ortsunlo phot?phute to^clty by protrealanent wlth 

ohlorlnatad hyaroogrâona. 

It haa been deatonatrated la obapter three tJ»-t ahlojrinfited 

hyd*oca*boae oua&oâ an iaore&aa In eateraa» levela of aerun when 

aâninlaterea la TITO. Moreover, JLlridga oonaiders tbat an estoynse 

Btay deetroy ths statlahollneator&ae agent* la vivo, abolishing though 

thaix pharnacolotfi«»*l «ffoat. 

Fixât of a i l , the toxlelty of aldrla and garathlou haa boa» 

«établie he4 when adainietered airaaltaaaottely aa wall.aa the toxlolty 

Of dlfferont «ixturee of both la vaxyins centauln&l oorapowltlon 

(Table YIII aad IX). In oaeh ôaao, tho toxlolty of theee ooerpounda 

remtalna roughly the sua». 

•*ltoia adrainietorad four Jay» uheud (EÛag/ks or 1/2 LOgg) protecta 

*at* aâeinat Uzio nation of p-irat^ion (Tabla X) In a ratio of ?. %% 

the rata of V* Of a Uîgg, in «aie, tha t3e«r©e of yvatattloa U yooghly 

B*oportlanal (Tabla XI), 

Cialarctiaiu» «Uid llnMao exort o alssdlar aotlon agairuit p&ïathion, 

teut the t%t*#* to « awaUa» estant. (feble / I I ) , 



Baruthion axerte i t s toxio nation in the or^.rAati after a 

metabolia tranefo.rttt»tion in the l ivar* ?h*m the protoatlve uotion 

of uldrin could bu i.aoribeà to u blookade of thie trune forçat ion, 

but aldrin udminiatered 4 duya ahead protaots aa «ai l ugaiaet another 

eAtleholineateraee agent, tetraethylpyrophoapbate (T^PPj actiug 

in vitro* The protactiva uotion a&anot be explaiaed on thie basia, i t 

ie oertainly u aore gênerai phenomenon. 

Contrury to I te aetion uguluot orgunic pho»phate, aldrin dœ« not 

protect ugainst tlio toxic notion of eaarine. 

it we îLetartsdned tne s «rua eeter&sr uotlirity In protectad and non-

proteoted rata after parathion adainiatration, «e cun aao an increaae 

in the proteeted group but thla la cortuinly without any phyalologloal 

ai|pxifiaanoa (Tabla XIII) . 

jJUlrln axorta a. protaotlve uotion «gainst partithion poiaoning 

provlded i t ia udminiatered four d&ya abead. I f adminiatered at tàe 

aaroa time, i t «xerta no action at o l l . Thia tlme reli» Uonahlp ooinoidea 

wlth th« am.xims& obtainad in the inaroaee of aerum estâmes ûot l r i ty by 

«ildrin. Cîhlord'tfia and lin.iane wh.ro thia proporty. 

AB aldrin protaote aguinat ?U»p whieh in not BKtstbollfcad in vivo, 

we ean conoluda th t thia lt; ci vary genrsr d Mahani«i «nd not a peeulior 

on resting on the inhibit ion of thetraneforsastion o: paruthion in an 

aotive eonpound in the l i v o r . 

Ono muât admit then thct the protootiva motion i« exerted through 

the destruction of the inhibitor befo-a i t rfîaûhas the ohollnergle ownter 

or through aome «ort of Modifiait ion in p a » e a M l i t y . ?h© f i r e t 

kyp#theaia aeema to he klghly probable. 

http://wh.ro
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In order to teat the v a l l i i t y of thle hypotheaie th.t in the 

reported cuae of protection tas or«anlo phosphate 4œ« not reaoh the 

qholinergic aenter reaponalble for th« toxlc nation, no deolded to etudy 

the aoetyloholinesteraae uat iv i ty at thu levai of the mot or emiplate of 

the atriated nus a l e . 

To do so , «s nede usa of the rut ter non technique of raiera oopio 

enzymology. Thle conetitutea part two of thia work. 

(ZLKPTUSX î i v j e 

HlBtooha|ftcttl dOMonatratlon of eateraalo aotlvlty» 

In hiatochemioal démonstration of enzymlc hot iv i ty , tleaue f ixat ion 

muet ba uvolded as far aa possible , .^ince i t la known tbat the milder 

fixation dénature tes the enzyraeB; oo i t la désirable to raukci uee of the 

freezing nlerotome in order to prépara tlaeue sect ion. 

The apaoif icity of the réactions i« a very important factor sinoe, 

in micros copie an.yaology, moet of the tira© i t la impoaalble to saak® usa 

of the phyeiolot icul «ubetrate. Indeed, following hydrolytliî, & molety 

of the molécule rauet preoipltate within tl»eue atructure. A?t i f ic ia l 

aubstrate suât ba uaed, and tha apaoificity of tho raaetlon atudled 

acoordlngly. Thia otudy oan ba dona In v i t ro , uni résulta confirmé by 

tha uae of epecifio inhibi t ions , 

-At the preaent tlaie, i t la poeaible to denouatrate llpaee a c t i v i t y 

histoahamically, uelag Tweena as auhetrate, and coramon ©ateraae, ualng 

(Q -aaphthyla.ee ta t e , O-uoetylindojqrl and bytyryllndoxyl aa aubstrate. 

Fin&lly, the cholineataraao aot ivi ty laight b« dasaonatrated u«ing 

http://-aaphthyla.ee
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nigher f a t ty uciii e e t e r s of chol lne , 0-aoetyllndoxyl, ( j -naphthylacet*te 

ani ae 'etylthiooholine aa oubs t ra tea . I.y thoee toohnlquee, I t ha» been 

pooaible to deaonatrato «ictl-vity a t the leve l of th© twtor enap l ï t e , l a 

«orne Hltea of tae oentr. i l nerrouB nystem and in the por ipher i l syotem. 

0H*MS» SIX 

Itevelopittent of JBglc.ple mat ho i for detaot ion of efitaraelc a c t l v l t j » 

Tae raachenisM of enjsyraia Jjydjpolysiu eatallswwi by acetyl 

enoHneate rua s lia a been atudied by >ilson and oo-wirkero. The enzyme 

t&aleaule lu** b«*wu bhowa u> ooulain un anionio s i t e .u;d alao an ÔB terne la 

• i t a upon whioh the eazymls «o t lv l ty la d i r eo t ly dépendent. The theory 

involves an acotylatad eaaysae ue ln tumedl - t e . J;I thi*> bbeie, i t bae 

beau aenionstruted thut u.aetylehoiineeteraBe catalyeee tha hyirolysie of 

th io lauet ic JAeid with l i b é r a t i o n of aoet io ^ c i l aad hy&rogen eu l f ide . 

The HgfcS evolved e&n be t ï ipped la e i t u by « l the r lead n i t r a t e or aoe ta t e , 

thue foroing » p r e c i p i t a t e in UPÔHB of «u.-,yiaic u c t i v i t y . 

By th ie ne» raethod we ha*?e been nble to dexaonetrj.fee a very constant 

a c t i v i t é at the l e v e l of the motor endplute ( f i g . 1Z). The re t iou lap 

appearanoe of tha i a J i v i d n a l pi* te und i t e clear centra l channel reported 

by Couteaux txtluT staininff wlth Januo Oreen B haa been peprodured by th i» 

histochonictil procédure (fie» 14) . The t-upur f i l i a l arborisation, of the 

fxog wuaoie hua bean demonetrated uloo lf t tho forra,lin fixed cont ra i 

nervoua eyoton of the r a t (f lg* 16 ) . Tha hiastocheraioal atudy hua 

rerttaled tha t th t précipitai t* ooourre«l regularly along ce r t a in f lber 

t r ac t a but «npe-t- l l y ovor tbô neurones ( f i g . 17 and IB), Thace were 

grouped i n to four oategorleb with rt-fiarj to i n t e n s i t y : the l e a e t intense 

include» the pyrmgidal c e l l s of th® o e r e b n l cortex? the purklaje «©Ils 

of the oerabeluo; the «oto , neurone, of the spinal «ordj and the raoet 

http://oentr.il
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iatenaely réactive, tue dentute aeuclue or the aorobolum; the red 

nue 1 eus; the mot ?r nue loue of tha f l i t h nejnre; un.l bho liffaee 

mclaua of the pona. 

In the individu\l uellû «xolualvt. of the nuolwua, the précipitata 

ocourred In the oytoplaacia and alon« the proxiînl proeeeoeo. Pazl-

nuolaar looal iaat ion of «x.^ter intaneity wae recordad often (rie* 19 ) . 

For-a&lia fixation au applled, diû uot aaeia to deor &sa tha 

latenaity of tha reaction in tha rat tangua but produced tsruuulatian 

and changea in tha taorphology of tas motar eadplaW aa oonpured to 

uafixed apaaimaa. 14e ina«e *aa obtelnad in frog laueole aftar a 

f ixation, oaly diffuee précipita t e . 

Preinoucation In proati«palna bromlde ut 10-3y au.i alao in 

tatraathylpyrophoBphbte at 10-7M feave inhiblted oompldtoly the 

renetlaa .it tha notes* endpl&ta la tha rat ton#ie «bi le un unapaalfle 

eateraee réactive al ta in tha eurfaoe ejjithelium wae « t l l l présent 

after traitaient of 16 «imitée a i t h ai tuer one of theae inhibltera 

(?le« BO, ai and SB). 

as far aa tha apeolflolty la aonaerned, the sbiolaoetlc acsid la 

not hydrolyaed oaly by aoatylaholinaataruao, aa orlgirally deaarlbed 

by ftllean with a pur if lad préparation froB iflLaotrophonia eleotrloua. 

ia hâve baan abla to daiaonatrata that the aataraeea of tha epithélium 

of tha tongue gif a a faixly Intense roaetlon and that thlu réaction la 

raore ras ia tant toaarua lnhibitary action of proatigalne and r.-.'P. A 

teat atuet be triad ait h theee inhibltera at low oonoantratlon bofor* 

ao&eluding a eholiaaeteraae aotlvlty. Moreavar, tha aotlvlty ml^t be 

due eittoer to aea*ylaaoHnaataraao or ohollneetemsa. A ta»t with 
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HFP, the Xtxtt' Y bfting more e«: is i t ivo, chould be t r i e d bafora aeclding 

OQ tfee typa of ac t i v l t y sinoe both an?.yioaa bava beta wliovm ta bave 

tho Euroe ec te ras io s i t e reapoiiKibla for the hyarolynla of tb io laee t iû 

aoid . 

l a the proaent olwpt*. a very simple, conetam, and hiutolo^i-jally 

acourute prooadure hua been daacribed for the hlst.jvSh«mcul lu instigations 

or oholinaataraee l o c a l i s a t i o n . Thls Biafchou 1B «pacifie for chol ln-

esteraee provided the propcr inh ib i to ra are uaed* 

CluFl'i..! LSOTKN 

quant i ta t ive "In a i tu" de tan i ina t lou of &qetyluhollnaatfc<mse a c t i v l t y 

a t the l eva i of mot or atidpJmtfa by aaans of hlatophotoiaistry» 

Hiatophotoiuetry, b«in£ a imtood OHUHÔ. OJG aucroaooplii observation 

la a f i rot choie** la " lu ai tu" anulyalô ox Kiiv.ytal-j « o t i v l t y . 

The react ion ut ad in hittophotcx&îtry muut uot lead to au opaque 

p réc ip i t â t* , otharwiae the necumey of tha rouotion la Yfery poor. 

Moreover, f ixa t ion muât be tuvoidad lu buoh t* ijuantitutive rensearoh and 

the pK of the react ion muât ba in a good range for normal onisymic 

ac t iv l ty* For a i l theae reaaona «« ha va choaea tho \£ -naphthylaeetate 

mathod, operating a t ph 7 . 3 , an i leadint; t o a f i n a l produot, the 

molecular coeff ic ient absorption of l l g h t of whien bsing su i table 

with hiatophototnetrioal déterminat ion. 

The funotlon reaponeible for raeaaurw:#nte la defiaed a s f o l i o t a : 

T = l/lo 

«hère Io atanda for l i g h t truuamlaalou «oroee a bl&nk a r t» and X for 

l i g h t tranaiaibaion aeroea the eubatuueei t o be otudied. 



We oxn eay th&t the ext inot ion )) 1« deflned byj 

D s - l o g T 

and noeoMlnfi to the Poe Lan 

Û : eus 

where 2 - concentrat ion, I, s thiokneos of the ppeoinon v i l I , the 

moleouim «OHffiol-mt of * b s a c t i o n . 

In r*V. t l re teterminutione, h au? 71 n\a be ne-jl-t «tad, ao that '3 

reshlna the only var iab le fnotor . 

Sa: 

01 - Ql 

The ençymic l o t i v i t y , determined in r e l a t i v e ataount of 

-naphthol deposited, wl l l be axareesed in un i té of opt loal denel ty . 

For hletoohealoal détermination, we ueed t v«ry simple h i s t o -

pootc&eter aeserabled In our laboratory {Plg. £5 ) . îh l» comsiets In a 

source of l l g h t , a microscope, a photographie chumbei*, a photoelee t r ic 

oe i l with an l r i e (4 uan. ) and a photoœeter. 

We chose to work with croise Bactions of the r a t tongue, because, 

with thons sect ions we oan hâve together the chol lneeterase of the 

notor endplate and the oacmion eatoraae of the eplthelium. Thi» fortune te 

d i s t r ibu t ion of the enzyme wi l l be very ueeful for enzymlc i d e n t i f i c a t i o n . 

Ail sect ions bave boen eut u% 15 M by the freeaing te clinique. 

The hietoohemieal l o c a l i s a t i o n by the M -uaphthylaeat ito Kothod 1B 

rather poor (flfc. 84 *n-l «8) . ''h» ro t loular appeaT/we of ïîie» o la te la 

not évident miv* thare are eec M.firy r m e t i o m a.t th© levol of ausol© 

f ibe re and epi thel i taa. With the UHS of \\ «turbonuphthoxycholine ac 

» 
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aubetrate, the réaction in r&sarlclod t© the motor cnapl&te while 

the muscle fibera an«i the eplthelluu do not give thle réaction. 

Ta jueejBure the e s t e r a la «îotivity at the lsv.,1 of a i l the platée 

hietopaovora» tri . ts l ly , would buv« beau a tadioua &ud pointless taak. 

Flatte grouped la a olueter ( f i g . 27) glve a aurprlelngly «onttant 

value. Koreover, l t it not possible to meweure act iv i ty ut a i l the 

plates beo&uee they ara not alwaya centereâ on t* fiber- In thece 

condition», i t le impossible to itetaet notlvlty with aocuraoy. The 

reason i s that a blnnic vu lue uuet be choaen la the v ie ln l ty of the 

plate &a4 th*t the i r i s of the photoeleotjric oe i l muât be applied 

exactly ou the plate wlthout touohlng the surroundlng oonnective 

tiaaue. ïhe appréciation of a xoean value le prenante*! in table XIV. 

&aerlM at a concentration of 10~7M inhibit» ET*sa.tly the 

esteraaia J t i? i ty ..t the lavai of the aotor en i plu te while the s an» 

aetlTity la not l&Mbitad ut the l eva i of the epithelium and the mue oie 

fibex Uift* ^ aal 2Ï) i ïao le *V). 

At the ooncentration of 10-Ta, a i l the aot iv i ty disappear® on the 

aotor enaplate, bota for (§ -aaphthylaoetate and [̂  -ettrbon&phthoxyoholine. 

For the epithallum and the nusele f lber, the owm le true at a 

concentration of 10- M. 

l'hen we o<*n tay thut 4aetylahallneater>iae and ohollneeteraae are 

prêtent ut the motor endplata «ad th»t both c«n be revoaled in preeenao 

of (̂  -aaphthylaoetate and \^ -aarbonaphthoxyoholine. 

The sholiaeatMwase réaction of the motor endplate, «hen measureâ 

hiatopiiotoiaatiloaily le proportionnai to the tiiae of the rœet ion ( f l g . ?0) f 

%m»0T,».tvcau (fl*S. »*} *a4 aubetrate concentration ( f i g . S8) . 
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Yho ntwdy of inhibition of tho roaotion of Q -naphthylaoetat© and 

^ •enrbo&aphthoxychollne hydrolyals in présente of acotylcholino 

at lnoreasing oonoentrâtione Jna inflicatod that the former le 

hydïolyaed by aoetylaholincotoraBa «hlle tho aaoond ia hydrolyeed by 

eholinesterasa ( f i g . 83) . Thi» 1* bnoad on the di f férent ie l a f f in i ty 

of both enzymes at lent concentration of aeetylchôlina. 

In order to teat tha va l id i ty of the hietophotasietri'nl 

détermination of ohollnestéraen tot lvlty, we h.v® injeoted iner^alng 

dose» of eserino intrttHfUBOularly uni deter&ilnod tho residual uct lv i ty 

of the motor endplate. Reaulta are expresaed in Table XVI. 

•a oan atia that there le a e tr io t relation between the évolution 

of a T>har;»oolo«i<îul pbenomwQon and the aoetylcholineeter tse ac t lv i ty 

of the motor andpinte of the tougue. 

It ia poaaibla to détermine quantit it ively the eateraale act iTity 

of the sot or endplate. By eaerlne oxpa riment lts w&s ahown that this 

aot lvity le due to a cholinoBteraae. By aoetyloholine Inhibition i t 

wae proved tbat thit; ucti-vity wae s p l i t between acetyloholinotsteras© 

hydrolyalng [J -naphthy lacotât* and oholineeterja© hydrolyain^ 

-oarbonaphthojtyohollne. 

I t wa« demenatrutad u« woll tbït tiiio teojni-.ua ma y bo uced for 

studylng the évolution of the pteirBuieolofiical a.'lilon of «atrlna. 

OlUFEgM £1QHT 

motion of ttldyjn on tho cho^lnaaternae act lv l ty of lira xaotor andplate 

•JLdrin farta oew* repoirted ne having tho propertlea of a nouroraUKaular 

poiaon aaapit» the faot thtt l u -*ntioholinui.teruBa tetion lus nevey 

been studied diroot ly , $y the présent -.ethoi thle pooalbilltiy wa© 

ii 

http://teojni-.ua
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d e f i n l t e l y • l lxaimted (Table JCVII). Tha nourotoxlo property of 

a l d r l a muot be explalnod an a d i f fé ren t b&sie. 

OlkFKR HHOE 

atudy of the modification of p»;mthlon tox lo l ty by a ld r ln a t the lavel 

of tha raotor end p l a t e 

tfe hâve been able to deraonstrute ( ihtpt^r Foui) that ehlor lnateâ 

hydroaarbons «an gremtly «oiilfy the tox lo l ty of orgunio phosphate 

proviaed t i n t the oh la r i iu ted hydrootsrbone r*r© lnjacted four Aaye 

ahead. 

..e bave caarte the hypothssia t!a..t tbu abollnoot«r«6e Inhibi t ion do«a 

not exert i t e utnial tox l - ac t ion becMuae i t la dastroyad before 

reaching the ahal inerglc aentere , tho «a tor e n i p l i t e . 

ï̂ y hletophot m- t r y we h&ve b m able to prove that such wes the 

oaae (Table XVIII), that i s to eay In proteoted r a t e , the a«etylchol ia-

eateraae « e t i v i t y of the «aotor a n ' p l t e wae h i c h r uni the ra te of 

hydrolysie ooap'.t ible with u mlalaum resiltt&l s c t i v i t y for «aintenano© 

of l i f e . 

SLK'.-.:..J. JuMJ].U»'.IOHP 

The very rap i i turnover muab r of HOotyXoholineeteruae dls t inguishes 

t a i s enzyae from a i l othera uni in hif>h <mou,;h to aoaouat for the 

ve loc i ty of aon^uation. 

On the other htîOd, the Btaohnai«n or t ncio notion of oaloyiaated 

hydïooarbone i t a t i l l an opon quest ion. They ahtaro the p r o p ' r t l a a of 

neurotlo subutunoes althou, ;h t h e i r uittioh j l lnenteraae aotlonc, k v e uever 

boon demonatrated* 
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l a the btoohamloal pa r t of thlo work l t hao been ohown that 

chloriaated hydrooarbons laorease the a o t i v l t y of tha aeruat ooonaon 

ea te raee . Moreover, the eaïae oorapounde acce l«ra te the recovery of 

eenua eatarasee followlng a decreaee inîuced by thyroxine, 

ïhe re la ao eoaoomlttant va r ia t ion bet*e<m BGTXW aateruse and 

-g lobul in f rac t ion a i t houeh both faotors are control led by thyroid 

aad eetaraae la aaaooiated wlth -globul in la the sérum. 

On the other hand, l t w&e astabliehed tant a ld r ln ©taieee no 

-Variation In tha a o t i r l t y of red bloôd oe i l aoetyloholineetarase 

a e t l v i t y . 
o 

e o 

Chlorlnated hydro carbone modlfy the toxi" act ion of organle 

phosphata provided tb&t tha fomer are adraiaiotered four clays ahead. 

On the baelt of * o re fe ren t i a l ac t ion between . i l l^etoraae, or anotber 

proteln of the oerum, ao expl n . t i on of tha phonora non oould be glven. 

The a c t l v i t y «t the r«ail a l t e of a oholin^rgic reoopter ( tha motor 

endplate) , waa studled by jaicrotsooplo cnaymoloiây EJothodu. 

o e 
o o 

"eoent reeearohee bave eetabl lshed th&t an aoetyl>..ted anvtyra» 

la the p r e r e ; u l a i t e intamiadiuto In tha p r o b e s of hydrolyel? of a e e t y l -

ohollne. On thi«> L^.aia l t wnu :>rood ttatt 'totf^yl'jooli nanti/rase ©an 

ca ta lyse the hydrolyaie or t h io l aae t l c ao id , wlth l ibnr it iou of u<>. t i c 

aeiâ and hydrocen au l f lda . 
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Uuinr thlfi ra-iotton, wo IKTÎ- hwnn iWu to wô k ont A T.IV «Impl* 

Kfsthort for ^hilinoatarn»* "trtlvAty '!©t«ii "!:»• Mon. '?h« '.;»: «"olvad le 

proeiT)ltfttofl in prfuitnof? of lr.->rt ntt-v, te or 1-Ï 1 «icrtc-ibo. 

?hi« ûew nt-thof! It auiu.ble for the 'lat dation of chollneotoraQO 

ftctivity 1P the -ootor eu'ïpluto tiiil tn*.- oantrul n'tvruf. ty.itf H. Il»© 

réaction ia r»ot l iait; ad tn thic c / y c » , Tîuv oaïion esteras» OHXI alao 

hy"rolyc<5 thU- subotrato. 

o 
• * 

Usine the ($ •naphtbjrla.catAte matlwd, «a bave oaaa ahle to etaâj 

quantitatively by biatopbotouatry tbe ohollneatereiBe acti-vlty of tho 

aotor a&dpl«ta and to apply ttoio uethoâ to tbe évolution of si 

pnumaeolQgleul phenananao. 

o o 

By t:ii*i nrt-ho.! V. hits becn pos«Jblti to rul© out the aiitloboli»»» 

eator&BC praperty of ulclrin. 

o * 

By tbe aame aetbod, i t haa beau possible to ciemonatrate tbat tbs 

aodlfloatlon of toxioi ty of organic phosphate by chlorin^ied byârooavbons 

takaa plaoe e t the levai of tha motor endplate. 
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INTOODOOTION 

*vant de passer à l 'étude des hydrocarbures chlores et des phos­

phates organiques, deux olassée de composas possédant l e s propriétés des 

poisons névrotiques, i l es t bon de définir l e mode de transmission de 

l ' inf lux nerveux à la synapse myoneurale et l e rôle de l 'aoétylohollne à 

cet endroit. 

L'analyse de la transmission au niveau de la synapse myoneurale 

ou plaque motriée chez l e s mammifères, révèle quatre stades success i fs , 

& savoir: a) l e mode d'action par lequel l ' in f lux nerveux donne nais­

sance à l 'agent médiateur, b) la nature du médiateur, son mode d'action 

et son lnaetivation subséquente, c) l e s variations locales de potentiel 

électrique à la région de la synapse myoneurale, d) l e point de départ 

de l ' inf lux vers l e muselé provenant de ces changements locaux à la synap­

s e . 

h. la suite des travaux de DuBoio-Reymond, publiés en 1845, l e s bio­

log is tes ont associé l e phénomène de la conductibilité chez l e s êtres v i ­

vants au concept de courant électrique, n la fin du s i èc le dernier, on a 

prouvé de façon déf ini t ive l 'ex is tence d'une membrane sami-peiméable en­

tourant l e s c e l l u l e s . Le rôle d'une t e l l e membrane délimitant l e s ce l lu les 

nerveuses et musculaires prend une grande importance» dans la genèse des po­

tent ie l s d'action. Lelon oette théorie, l e nerf ou l e muscle est enfermé 

a l ' in tér ieur d'une membrane polarisée portant une charge posit ive à l ' e x ­

térieur et une charge négative à l ' i n t é r i e u r . SI un stimulus quelconque 

parvient en un point donné de la membrane, la résistance diminue à ce point 

e t l a perméabilité augmente, un mouvement d'ions s'aeeomplit conduisant à 
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«na dépoUylaatloa du point stimulé, avéoe à oette différence da potentiel 

antre la point atlmlà et la point encore au repoa, da faibles courante 

électvlquea prennent nalaaaooo etimulunt la région volaine at alaat da ani-

«a. 

à. la auitc daa travaux da Curtio at Gola (SI) at Hodgkin at Huxley 

[71), noua oonnaiaaona beaucoup mieux la nature dea courante d'aotlon. Utl-

llaant la cyllndre-axe géant da Calmar, ces ahercheuxn ont «ouataté que du­

rant la paaauga da l'influx, la charge électrique da obaque côté da la moto-

brana aat lnvereée. Ue négative, alla devient i>oeltlve quand una électrode 

aat Implantée à l'Intérieur da l'axoplaerne. La voltage du potentiel d'action 

aat égal au doubla da oelui du potentiel au repoa. (ffig. 1) 

figura 1 

potentiel d'aotlon entra l'intérieur et l 'ex­
térieur de l'axoplaen» de Calmar. L'échelle 
indiqua la potentiel 4a l'électrode à l 'Inté­
rieur de la fibre, l'eau de raer dane laquelle 
baigna cette fibre représentant la potentiel 
aéro. t?7) 
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Cotte découverte semblait dif f ic i le a appliquer. Qepondant, 11 

était déjà connu que loti oellultsa musculaires at nerveut)eu pouvant contrô­

ler tnsxmodynamiqueraeat la passage dae loua K*"et Na*, l'ion K*étant plu» 

concentré à l'intérieur de la oellule et l ' ion Na* â l'extérieur. 1164a) 

U07) IIS?) 

A partir de ces données, Kodgkin at Xats (78) ont récemment pro­

posé une explication très satisfaisants. L'amplitude du courant d'action 

dépend da la concentration extérieure de sodium tandis que le potentiel au 

rapoa n'est que peu ou pas sous sa dépendance. Inversement, le concentra­

tion environnante da potassium influence fortement le potentiel de la mem­

brane au repos nais très peu l'amplitude du courant d'action. .)onc, au 

repos, la membrane est beauooup plue perméable û l'ion K*"qu'à l'ion Na* 

tandis que durant la phase d'activité la perméabilité à l'égard de l' ion 

Ka* augmente de beaucoup et devient environ vingt foie plus grande que la 

perméabilité in i t ia le . ..u repos, la membrane joue le râle d'une électrode 

au potassium et rend l'intérieur négatif par rapport à l'extérieur. Durant 

la pbase d'activité, la membrane a les caractéristiques d'une électrode au 

sodium rendant ainsi l'intérieur positif par rapport à l'extérieur. Uti l i ­

sant le sodium radio-actif, arundfest et ?3aohmunsohn (60) ont démontré une 

addition de sodium a l'intérieur de la oellule et ce, de façon proportion­

nelle au taux de la stimulâtiou. 

On admet en général qu'a l'entrée d'un certain nombre d'ions lia* 

à l'Intérieur de la oellule correspond la sortie 4'un nombre équivalent 

d'Ions K* • Ainsi est maintenu constant l'équilibre oamotlçue et électro­

statique. 1147) 190). I l est intéressant de souligner à ce point «jus &«_ 

puis l«s travaux d'Ovarton, publiés en laoE, on savait que l e nerf devenait 
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lnoxoltable an l'absence de sodium. Oe fait a été vérifié depuis par /«ato 

(87) et arlanger et Blal* (47). 

Le second problème qui se ooae ae résume tlnnii comment le courant 

d*aotion se transmet-il du nerf & 1» plaqua motrice ou autre synapse? I l 

semble y avoir une discontinuité morphologique en cet endroit et la merabrane 

semi-perméable vient a Jouer un rôle très important. Pour «onfi rater oette 

théorie de la genèse dea courants d'action et de leur transmis»ion, 11 fal­

la i t admettre la nécessité de réactions oui loues capables de changer les 

propriétés de oette membrane et de la rendre soudainement perméable aux Ions. 

2ntre autres substances, Meyer (117) a déjà proposé l'aeétylehoilna comme 

étant capable de remplir ce rôle. Dale, Feldberg et Yogt (32) ont finale* 

ment mis en évidence le rôle de l'acétyloholine à la plaque motrice, la 

situation peut se résumer ainsi: l'acétyloholine est sécrétée sous 1»in­

fluence des terminaisons nerveuses de la plaque motrice, à la suite du pas­

sage de l'Influx. L'acétyloholine qui joue un rôle de médiateur, produit 

une dépolarisation >i la plaque, créant ainsi un potentiel d'action local. 

Les études poursuivies a l'aide du curare ont précisé In nature du 

rdle de l'acétyloholine a la plaque motrice. I l a été prouvé en effet que 

le curare prévient ou diminue l'action désoleriaante de l'acétyloholine 

appliquée localement, apparemment les deux molécules se combinent avec les 

mêmes centres récepteurs sur la protéine de la membrane, le curare ayant 

toutefois une plus grande affinité pour ces centres (96). De plus, l'étude 

de l 'excitabil ité électrique ohe* l'animal ourarisà a prouvé l'importance 

du rois du médiateur chimique, l'acétyloholine. En îénit du fait que l 'ac­

tion de l»acétylehoIlne se trouve bloquée par la ourarisatlon, la région 

de la plaque motrice peut encore répondre à un courant électrique appliqué 
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localement. (97) . Ce qui revient à dire Que passé l e étude directement in­

fluencé par l 'acéty lehol ine , la plaque motrioe fonctionne normalement en 

dépit de l ' e f f e t ourariaant. Car ai laa oouranta d'action étaient eux-mêmes 

lea agents excitataure primordiaux de la plaque motrice, alors dans l e caa 

d'inhibition dû au curare, c e l l e - c i devrait devenir plue résistante à l ' a c ­

tion dépolarIsaute du courant électrique appliqué loealeraent. La nicotine 

et uae variété d'autres substances, (sans parenté de configuration molécu­

la ire entre eux ou avec l 'acétylehol ine) dépolarisent spécifiquement la 

plaque motrice. Le curare agit de la même façon v i s - à - v i s de leur action 

dépolar1saute* Ainsi donc, l'antagonisme d'action entre l 'acétyleholine 

et l e curare ne a'expliquerait pas uniquement sur la base d'une concurren­

ce pour l e Berne groupe récepteur. Far a i l l e u r s , l ' i o n K* dépolarise et s t i -

smle l a fibre musculaire quelque s o i t l 'endroit de son application, e t eette 

action stimulatriée n'est en rien prévenue par l e curare (97). 

Ainsi se poae la question de l 'endroit où l e médiateur est sécrété. 

Selon l'hypothèse l a plus probable, 11 semble bien que l 'aeétyleholine so i t 

l ibéré à la plaque motrice elle-même.(188). I l n'en existe pas de preuve 

directe. Cependant, l 'acétylcholinestérase qui hydrolyse l 'acétyleholine 

se trouve localisée-* la plaque motrice même (27) . Ce f a i t a été corroboré 

par Couteaux (24) et Koelle et Frledenvald (98) . 

Selon toute évidence), l e rôle de l 'aoétyloholine à la plaque motrice 

aérait de provoquer la naiasanoe d'un courant d'action l o c a l . (44) .éco les , Katz 

<et Kuffler ont pu mettre en évidence et préciser la nature du potentiel 

d'action de l a plaque motrice, qui se distingue du "spike" musculaire en 

ee qu ' i l s 'abaisse ou s 'a f fa ib l i t plus lentement. Pour établ ir clairement 

l e rôle de l'aeétylofeolia* dane l a genèse du potentiel d'action de la plaque 
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«atvlee, U fa l la i t que laa inhibiteurs de la oholineetéraac affectent 

égaleasnt le potentiel d'action, AU aolae troia inhibiteurs bien eonnuH 

de l'aoétylcholineatéraee, l'éaérine, la proatl^mlno et le d i-leopropjrl-

fluoropûoephate diminuent au abollaewnt le potentiel d'action de la plaque. 

iJa» aUleura, on a pu démontrer 91* i l exiate un parai la lins» etrict 

entre la «onoentratioa d*aeétyleholineetéraee, l e voltage et l e nombre de 

plaquée électriques pur centimètre carré chez le poisson électrique i&leetro-

paovua «leetrleua. (ISO). 

IM, proportion linéaire qui exiate autre lea phénomène* de transmis-

•ton d'ordre physique et ceux d'ordre chimique suggère la relation directe 

qui exiataralt entre aux* I l eet bleu connu que les organea électriques de 

eea aniauux (Àleotrophorue eleetrleus, torpédo raamaorata} prosentent des 

analogiea avec le siusole strié «t out une origine phylo&ânesique eosrjune. 

Bien y lu», l'éleotrolemae entourant lea terminaisons nerveuses dans l'appa­

rei l électrique présenta une etruoture en bâtonnets appelée la palissade de 

KeneJc. Couteaux, alnal eue noua l'expoaerone plus loin, a souligné la pré-

aenee d'une neabrane semblable entourant lea terminaison» nerveuses de la 

plaque motrloe (Z4j. I l ae trouve donc en plue de l'analogie nhyaiologi-

que une nosologie de etruoture. 

£1 existait cependant un dernier point a éclairetr pour bien prou-

ter la thèse de la médiation chimique de l'aeétyloholine au coure de la genèse 

du potentiel d'aotion loeal. O'eet que l e raédlatour doit être détruit très 

rapideisyaiit, étant sonné la vitesse dea réactions qui caractérise le passage 

de l ' inf lu* »•**««*• L'enayme qui catalyse 1 • hydrolyse de l»acétyleholine, 

l'aôétylofcoUneetéïaaa a précisément une vitease de renouvellera t de vingt 
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million» par minute. L'euasyma purifié provenant do l'organe électrique 

de Jileetrophorus eleotrioue a un poidci Moléculaire connu et i l a été dé­

montré qu'une molécule d'enzyme peut hydrolyeer une molécule d'acétyloho-

l ine dans environ tro is à quatre microsecondes. (143). Ce taux remarqua­

blement élevé de l'hydrolyse de l 'acétylehol lns permet d'associer ce com­

posé aux manifestations électriques cui caractérisent l e passage de l ' i n ­

flux nerveux. L'a e f f e t , 11 & été calculé cfue toutes réactions chimiques 

pouvant jouer un rôle dans l a transmission de l ' in f lux nerveux devaient 

t'accomplir dans l e s l imites de cwnt microsecondes. Ln très grande v i t e s ­

se de renouvellement de l 'acétyloholinestérase remplit ces conditions. (127). 

Nous étudierons dans la seconde partie de ce travail l e problème de 

1A local isat ion hiatologlqve de l 'aoétyloholinestérase. Qu'il suff ise de 

dire pour l e moment qu'une très forte concentration d'enzyme a toujours 

été retrouvée dans l e s endroits où é ta i t sécrétée l 'aoétyleholine, et plus 

particulièrement dans l e s régions où abondent l e s corps ce l lu la ires et l e s 

synapses. t&ns l e s f ibres prégauglionnaire» du sympathique de la région 

cervicale du chat, une quantité de 50 à 70 rag d'acétylonollne peut être hy­

drolyses par heure tandis que dans l-i région ganglionnaire, cette même quan­

t i t é peut atteindre de 400 à 600 mg. Je la même fa^on, lu subtttanoe grise 

du cerveau des Eamalfèrefl peut bydrolyser jusqu'à 400 mg d'ucdtylcholin© 

tandis qu'en présence de la substance blanche on obtient des valeurs ordi­

nairement lnférieuresà 10 mg.(lB6). Knfin, Marnay et Naohmansohn (108)(109) 

{110) ont démontré qu'i l e x i s t a i t une très fortes concentration d'enssyme à la 

plaque motrice. Û# ces études, i l s ont pu conclure que 'luraat une m i l l i s e ­

conde, un© seule plaque motrice du sartorius de la gronoulllo peut hydrolyser 

environ 1.6 X 109 molécules d'acétyleholine. 



FREttlBRï: PARTIE 

RBOHBROHB» BIOCHIMIQUES 



CHAPITRE PHÏMIEH 

GUJiSirXCâ.TZUM UiuU !&>T£KÂ&1SS 

Panai l e s eatéraaea d'Importance physiologique capitale sa Tangent 

l e s ohollneatéraaea, la encline aoétylaao, lea eetérastea non epéoifiquee et 

les l lpaaea. iuoun groupe d'enzymes n'a peut-être été plue étudié que lea 

estéraBes, tant d'un point de vue biochimique que d'un point de vue physio­

logique. 

À.- L£ a&OUP̂  J31. CfîLfl,IMi2»ÏOW±i SKR-IBL^ A L'ACTION DE L'waERMS. 

Le groupe des chollneatéraeee se distingue âee autres eetéraeea par 

leur eenelbl l l té v ie-à-via de l 'éaérlne ou phyeoatlgmlnw & faibles cmeentra-

tlona. Dans dee conttïttonB expéri entalea bien définies (114), l 'éaérlne a 

une eonoentration al lant de 10 à 10"*°M peut provoquer une inhibition d'ac­

t i v i t é variant entre 90 et 100 pou? cent, AU centra ire , la taême drogue n'1-

nactlve lea autres estéraaes qu'à dee concentrations ^nroofcant 10*%. (01) 

(124). L'action de la nroatlgmlne ae compare â oe l le de l 'éaérlne bien que 

l e aéoanieafl de l ' i n h i b i t i m ooit aenaiblenamt d i f férent . (69) . 
< 

Donc, lea ohollneatêrafeea ee diatlnguent dee autres eeteraeee ymr 

leur aenalbll l té â l'égard de l 'éaérlne et de la r,roetigjolne. Jeoendant, 11 

a été démontré que deux enzymee différents peuveut hydrolyeer préférast ie l le -

nent l 'aoétylohol ine, tout an étant aenalblea à l 'act ion de l ' éaér lne . Gee 

deux enayae* «ont ordinalrenient déerlta dane la l i t térature soientif ique 

aoua lea noms d'aoétylabolineetéraae et ehollneatéraae a ins i que l 'ont pro-

poeé Attguatlnsean e t Haeb«anaoha. Un tr ia grand nombre de aynaaymes â'aeé* 
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tylebollnestérese peut sa rencontrer à travers las publications, entre autres, 

ehollMStérase vraie ou ohollnestérane apéolflque at oholiaaatérasa lu système 

nerveux ou musculaire. Par aillaura, butyroohollneutérase, pseudocholinesté-

raaa, oholinestérase du sérum s'emploient indifféremment au llau de eholinee-

térase. AU cours du présent travail, nous adopterons la terminologie qu'ont 

préposée Auguatlnsson et Maobmansohn, 4 savoir aeétylchollnestérase et oholl» 

nestéraae. 

I l existe plusieurs ornières qui permettent de distinguer entre 

une activité enxymatia.ua due à l'aoétyieholineatérase ou A la enolinestéraae. 

L'aeétylcAollnestéresa hydrolyse l'aeétylcholine à un taux plus élevé quand 

le substrat aat à faible concentration, manifestant ua maximum d'activité qui, 

par la suite, déoroit aveo une augmentation de la concentration du aubstrat. 

Ainsi, 1'activité ennymatiaue étudiée en fonction de la concentration de l 'a-

eétyleholine se traduit par une oourbe on forme d« eloohe tris caractéristi­

que. (5). De plu», l e taux d'hydrolyse de l'ester décroît avee un accroisse­

ment du nombre d'atomes de carbone du résidu acide de la molécule. En effet, 

la propioayleaollne est hydrolyse* i un faible taux, la butyrylonoliue très 

lentement ou paa du tout. Enfin, l 'aoétyl^aéthyleholine est attaquée par 

l'aoétyieholineatérase et peu ou paa par la ohollneatérase. 

Par ailleurs, la ehollnestézass, hydrolyeant leo esters de la oho-

Une tout en étant sensible à l'action de l'éaérine, n'est pas caractérisée 

par un taux d'hydrolyse optimum en fonction de la concentration du substrat. 

A» contraire, oette oourbe d'activité poaae par un maximum reproduisant ainsi 

la courbe classique déjà décrite par Miehaelia et Menten pour la plupart des 

enzymes. 1118). ûe pins, oontralremat à l'aeétylcholinestérase, la oholl-

http://enxymatia.ua
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nestérase hydrolyse pins rapidement les esters de la cholino quand le nombre 

d'atomes de carbone du résidu aoido passe de deux À quatre* Cet entyms n'hy­

drolyse pas l'acétyl-y^aéthylcholine nais un autre substrat que par opposi­

tion l'acétylcholinestérase n•hydrolyse pas, la bensoylohollne. Enfin, Se-

ligman et ses collaborateurs ont proposé l'emploi d'un autre substrat spéci­

fique pour la cholinestérase, la (£-carbonaphtoxychollne. (139) • La di-iso-

propylfluorophosphate permet égalaient d'établir une distinction entre une 

activité due 2 l'acétylcholinestérase ou & la cholinestérase* En effet, 

Koells a démontré que ce toxique inhibe l'activité de la seconde à une con­

centration de 10"*7]|, tandis qu'A la môme concentration, l'activité de l'acé­

tylcholinestérase demeure normale. (°U). La MU 683 (dioéthylcarbamate de 

bromure de 2-hydro^rphényl-benayl-trittéthylaiEmonium) permet également d'éta­

blir une distinction entre l'acétylcholinestérase et les autres enzymes qui hy-

cLrolyàent la butyryloholine (123)* PM* contre, il n'est pas possible de ca­

ractériser les deux ensymes en regard de la température optimum d'activité* 

les deux manifestent un maximum d'activité entre 3?° *t U0°. (51). 

L'étude des différents tissus de l'organisme a révélé que le lieu 

d'extraction de l'enayme pouvait jusqu'à* un certain point laisser prévoir 

la nature de cet ensyme. (3A). Ainsi le tissu nerveux che* la plupart des 

vertébrés et des invertébrés est caractérisé par une haute teneur en aeêtyl-

ehollnestérase. Cette remarque s'applique tant au système nerveux central 

qu'au système nerveux périphérique. Los muscles renferment surtout de l'aoé-

tylsholinestérase, notamment au niveau dos plaques motrices. L'appareil 

électrique qui, chas certains Poissons, a évolué phylogénétiquement à partir 

du muselé strié est également caractérisé par la présence du vSm enzyme. 
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H en va ainsi dos érythrocytes ohea presque tous l«s animaux, sauf ehes les 

Oiseaux et les Poissons o3 il en est peu tandis que le plasma en est riche. 

D'importantes sources d'acétylchollneatéras* se retrouvent également dans 

le thymus, la rate, la moelle rouge, les nodulos lymphatiques et le cortex 

surrénalien. On peut faire la même remarque a l'égard du venin des Colubri-

dés. Par ailleurs, le venin des Vtpéridéo en est pauvre ou dépourvu. 

En parallèle, on peut dire que oertaine autres organes, tissus 

ou liquidas biologiques, sont caractérisés par une prédominance de la oho­

linestérase. Ainsi, par exemple, le plasma sanguin ohea la plupart des 

espaces animales, notamment ohea le oheval, est reoonnu pour sa haute teneur 

en oholinestérase. Ohea l'homme, le taux de l'enayme sérique varie beau­

coup d'un individu 2 l'autre et il est à peu pria Impossible d'établir une 

moyenne probable, mais la plus grande partie de 1'activité enoymatique est 

due a la cholinestérase. La même oholinestérase se retrouve dans le pancréas, 

l'ovaire, la graisse brune, l'utérus, le foie, les testicules et le ooeur, 

notamment ohea le rat. H en va de mime de l'enayme que l'on peut extraire 

des glandes ealivaires d'un grand nombre d'animaux. Cependant, la présence 

de la cholinestérase n'a jamais été mise en évidence dans les tissus des 

Ruminants. Bien que l'on puisse prédire quelle sera la nature de l'enayme en 

se basant sur son origine tissulairo, 11 serait illusoire d'accorder trop 

d'importance a ce critère. En effet, loyers (122) a attiré l'attention sur 

le fait que d'une espèce animale a l'autre, la nature de l'enayme variait 

pour un même tissu. XI est donc impossible de définir la nature des choli-

nestérases, se basant uniquement aur leur lieu d'extraction. 

SI l'importance du rôle de l'acétyloholinestérase au cour» de la 
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transmission da l'influx nerveux apparaît évidente, 11 n'en va pas da même 

du râle da la cholinestérase non spécifique. Dans la premier cas, ainsi 

que noua la voirons plus loin au cours de 1 «exposé Sur les effets pharaaco-

loglquos dea phosphates organiques, l'Inhibition totale de l'activité acé-

tylcholinestéraslque s'avare toujours fatale. L'inliibition de la cholines­

térase du sérum ne produit pas les iûlîtt«8 effets. L'anayme coaplôtomant inac­

tivé, il ne se manifeste aucun symptôme d'accumulation d'acétylohollne au 

sain des tissus et l'issue n'est pas Mortelle. (68)(70). De plus, l'aoé-

tylehoUnestérase a été retrouvée chea toutes les espèces animales. Hais 

la eholinestéraae n'a jamais été mise en évidence ches les Bovidés. (61) (115) 

Par ailleurs, la eholinestéraae da coeur ches le rat est très active tandis 

qu'elle est très peu active ches la hamster et pas du tout ches l'écureuil.(13U) 

Tout récemment, on a démontré que la proplonylcholina pouvait jouer 

le rSle da médiateur neuro-hrasoral. (7). A cause de la présence de cet ester 

dans les tissus, on serait porté î attribuer un rôle prépondérant â la eholi­

nestéraae puisque cet ensyme hydrolyse la proplonylcholina plus rapide­

ment (pie 1'aeétyloholine et puisque de plus 11 manifeste une pins grande af­

finité pour le premier de ces esters que l'acétylcholinastéraea. 

Par ailleurs, ches des sujets normaux ou atteinwde myaathenia gravis, 

la di-leopropylfluorop'.oBrhate exerce un effet sur la Systems nerveux central 

et la musculature gastro-intflatiiiale Â dea concentrationa trop faibles pour 

modifier la transHisaion neurc-muscralalre. (22). Récemment, Koelle et ses 

collaborateurs ont démontré que le dl-lsopropyliluorophosphate entra des 

concentrations de 1 0 ^ et lÛT°lâ n'inactive pas l'acétylcholinaatérase, mais 

que par ailleurs, il inhibe fortement la choUnestérase de l'Iléon. Bans ces 
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conditions, le tonus musculaire 3«accroît et occasionnellement l'aapli-

tud© dea oontract ons augmente. (9k)» A la lumière de cette expérience, 

on serait tenté d'attribuer un rôle auxiliaire â la cholinoatérase, hy-

drolysant l'acétyleholinc libérée sur place au niveau des ganglions ou de 

certains autres organes dont le musclo longitudinal do l'iléon* 

B.- LA CHOLIHF. AQr.TTLASE. 

Il a déjà été trouvé que l'acétyleholineetérase peut non seule­

ment catalyser l'hydrolyse de l'acétylcholine, nais également la réaction 

d'eatârification. (76). Cependant, en 19h3t Nachmanaohn et l&chad© ont 

préparé un extrait de cerveau débarassé de tout élêaeni cellulaire et pou­

vant catalyser la réaction d'ostérifieation en présence d'adenosine tri-

phosphate (ATP). L'addition de fluorure favorise la réaction de synthèse 

en protégeant l'ATP contre l'action le l'adénoeinetriphoephatase. (133)• 

La réaction de synthèse est inactivée rapidement par dialyse» Le co-en-

xyffie s'apparenta au co-enzya» A* (10$) (103) (12y). Une étude plus dé­

taillée de Lipnann et BOB collaborateurs a révélé que le co-enayne con­

tient de l'acide pantothénique. (ÎOU). 

La encline acétylase a été retrouvée dans tous les tissus spécia­

lisés eu vue de La oonductibilité, tant chos les vertébrés que ches les 

invertébrés* L'enzyme se retrouve dans les nerfs moteurs et sensoriels. 

Quand osa derniers entrent en dégénérescence âpre» section, l'enzyme dis­

paraît et la chute d'activité s'accomplit do façon parallèle aux change-

sents «orphologiquee. (131). Noua no savons pas encore de façon préaise 

consent l'acétyieholine, l'aeétyloholinustéraoe et la choline aeétylaee 

s'intègrent dans le cycle •étabolicpie de la cellule nerveuse. On admet 
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hypothétiquament que l«estor, au repos, est présent dans lea tissus SOUB 

fbra» inaotive probablement lié & une protéine ou une lipoprotéine et 

protégé ainsi contre l'action de l'aoétylnholinaaUraaa. S'il advient 

qu'un stifiulus quelconque détruise le conçdLexe aeétyleholim-protéine, 

l'ester est libéré. Après avoir Joué son rflle de médiateur chimique, il 

est hydrolyse par l'acétylohollnestérase et la nœabrane protéInique re­

tourne 2 son état initial* Durant la phase de recouvrement, ou la phase 

de repos, la oholine acétylase continue & synthétiser l'acétylcholine* 

Ainsi que nous l'avons déjà souligné, l'hydrolyse de l'aoétylcholine s'ac­

complit & un taux très rapide, ce qui cadre bien avec la vitesse de l'in­

flux nerveux. Par ailleurs, le processus de synthèse est beaucoup plus 

lent, nais probablasent continu. 

C - LE GROUPE DES KSTMtASES NON SPECIFIQUES. 

Le second groupe d'estéras&s d'importance physiologique notable 

eosprend las ensynes qui ne sont pas sensibles Â l'action de l'ésérlns* 

U s peuvent ttro groupés sous deux chefs, les estérases proprement dites 

qui hydrolysent prôférentielloaent les esters à faible poids noléoulalra, 

ooBBMi le aéttaylbutyrate, l'éthylbutyrate, la tributyrlne et la triacétine, 

et les lipaaes qui hydrolyaent préférentlelleaent les graisses. Kiohter 

et Croft (lu3) ont proposé le nom d'aliestérase pour les enaymes hydroly-

sant les esters aliphatlques a faible poids moléculaire et les glycérides» 

Cette distinction n'est que relative car il a été établi que l'affinité des 

llpases pour les glyoéridee augmente en fonction du noabro de résidus d'A­

cide gras sur la glycôrol ou encore avec le naabr» d'atomes de carbone «ai 
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résidu acide. (151). L'affinité des lipasas et des estérases pour 1'huile 

d'olive, la tributyrine et le môthylbutyrate est fort différente. Ainsi, 

un graram© de poudre pancréatique hydrolyse l'huila d'olive à un taux cor­

respondant au taux d'hydrolyse que provoquent lOoOO grammes d'une même pou­

dre extraite du foie, la tributyrine, a un taux correspondant â celui de 

100 grammes d'une poudre hépatique et le méthylbutyrate,à un taux corres­

pondant â celui de O.u gramme de la même poudre. (173). 

La leucylglycylglycine active la lipase pancréatique dans un rap­

port de plusieurs centaines de fois pouroent, tandis que l'estêrase hépa­

tique n«est pas activée par co tripeptide. (173) (3U). La sensibilité des 

estérases et des lipases â l'égard de l'atoxyl et de la quinine permet d'é­

tablir une distinction entre elles. (1U6). En effet, la lipase pancréati­

que est résistante 1 l'action de l'atoxyl mais sensible à celle de la quini­

ne, tandis qu'inversement l'estêrase hépatique est sensible â l'action de 

l'atoxyl nais résistante à celle de la quinine. Enfin, on peut ajouter que 

ches les animaux normaux, il n'y a pas de quantité appréciable de lipase 

dans le sang. (161) (52). Zuwoo (180) et Gyotoku (62) ont démontré qu'a­

près purification, la lipase pancréatique devenait moins sensible & l'ac­

tion de la quinine. Os la mftne façon la lipase de la peau normalement in­

sensible à l'action de l'atoxyl et de la quinine, peut le devenir âpre* dia­

lyse. (178). H semble y avoir une grande similitude entre l'estêrase du 

foie et la lipase pancréatique. Si l'on injecte un lapin avec une prépara­

tion de lipase pancréatique, on retrouve une très grande activité estéra-

sique au niveau du foie. (170). L'estêrase hépatique récupérée possède les 

m é W propriétés que l'estêrase provenant de l'aniiaal normal: inactivatlon 
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par l'atoxyl et résistance vis-â-vis de la quinine ainn4 qu« faible activité 

en présence d'huile d'olive. Au contraire, la préparation pancréatique in­

jectée possédait toutes l«s propriétés caractéristiques des llpasos. On 

avait cru que la lipase pouvait Stre transformée nétaboliquement on esteras*», 

Kraut ot Pantsehenko-Jurewic» (,9$) ont pu démontrer que les enayses du pan­

créas et du foie sont caractérisés par le raStea oo-an/.ym et diffèrent seule-

ment entre eux par leur apo-ensyrae. Si une préparation d'estêraso hépatique 

manifestant uns faible activité est combinée â uno préparation de lipaae pan­

créatique riche en co-ensymo, il y a fondation d'un nouveau systewe estéraai-

que possédant une plus grande activité. An sein du groupe des esteras©?*, on 

a tenté de définir un nn%yM qui hydroljrse préférentlellerient les esters dont 

le résidu acide est l'acide acétique. Cet ennyiae se retrouve plus fréquent-

sent chea les plantes que chez les animaux. (82) (63)• La nature de l'alcool 

ne senble exercer aucune influence sur la taux d'hydrolyse. Si la résidu aci­

de est autre que l'acide acétique, alors le taux d'hydrolyse diEsinue très ra­

pidement* Cet enaymo attaque égal estent l'acétyleholine. Cependant, il s'agit 

bien de deux ensyaes différents puisque l'acétylestérase n'est pas inhibée par 

l'ésérine k faible concentration contrairement â l'aoétylcholineetéraee. Par 

ailleurs, les deux ensymos sont inhibés par les phosphates organiques ce qui 

Indiquerait un iricanisne enHynatique semblable. Pareil les phosphates étudiés, 

se rangent la di-isopropylfluorophosphate, le tétraôthylpyrophoephate et l'na­

tté thyltétraphosphate. ûans le cas de l'Inhibition au dl-isopropylfluorophos-

phate, le complexe enayee-inhibitour est irréversible!, tandis que dans l«s 

deux derniers cas, on a noté une faible réversibilité. 



CHAPÎTRB DEUXIEME 

DONNEES RECENTKS SUK LKS EFFETS PHAHHAGOLOOIQ0E3 DES HïïïttOCARBURES 

CHLORKS ET DES PHOSPHATES ORGANIQUES. 

A.- DES HYDROCARBURES CHLORES. 

La découverte des propriétés insecticides des hydrocarbures chlorés 

a renouvelé l'intérêt des organiciens en leur synthèse et un grand nombre de 

nouveaux aonposés s'ajoutent constamment à une liste déjà longue, principale­

ment depuis 1937• 

Le dichloro-diphényl-trichlore-êthane (DUT) est le plus connu et 

certainement le plus ancien parmi les hydrocarbures chlorés Jouissant de pro­

priétés insecticides. Ce composé a déjà rendu de grands services à la méde­

cine. En effet, lorsque se déclara l'épidémie de typhus à Kaplea en 19kk, un 

million trois cent mille personnes furent traitées au DDT, grâce aux soins des 

autorités militaires américaines. En trois semaines, l'épidémie fut jugulée, 

ce qui constitue un fait sans précédent dans les annales médicales. 

Les hydrocarbures chlorés aromatiques et polycycliques possèdent les 

propriétés des toxiques neuromusaulalres. Le DIIT notamment présente des ana­

logies avec les poisons névrotiques déjà connus. La plupart de nos connais­

sances à ce sujet proviennent d'études poursuivies che» l'insecte. Tobias 

et Kollros (lôU) ont pu démontrer la aymptomatologie suivante chez Periplaneta 

americanat extension des membres, perte du réflexe de posture, tremblements, 

convulsions et coma, tandis que le coeur peut continuer de battre durant un 

jour et môme plus. La décapitation ne semble en rien affecter les manifesta­

tions décrites ci-hautj indiquant que le DOT a peu ou pas d'action sur le 
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système nerveux central. Cependant, l'ablation du ganglion qui contrôle les 

Btembres postérieurs abolit les Manifestations névrotiques au niveau des m*»-

brea correspondants. Que le 07T agisse surtout sur le système nerveux péri­

phérique a êt/j prouvé <1« fn^on encore plu» élégante par Roeder et Weiant (1U5) 

chas Periplaneta amerlcana. Une éaulslon de TjiiT â raison rie doux pour cent 

ou encore de» cristaux appliqués directement ï«ur le nerf isolé est sans effet 

et ne cause aucun changement de l'activité électrique, par ailleurs, une 

ésulsion contenant 1,600 p.p.tn. appliquée directement sur le Muscle produit 

des contractions et des convulsions, ce qui indiquerait une action directe 

sur la fibre nwnculaire ou la synapse nyoneurale. 

CSiea les mammifères, les prêteras manifestations sont caractérisées 

par des convulsion» musculaires dans la région du cou progressant vers la 

partie postérieure de l'attirai• Avec l'intoxication progressive apparaît une 

dépression profonde qui oe termine par un arrêt respiratoire survenant entre 

deux et vingt-quatre heures «pris le début des convulsions. (137). Il est 

bien probable que chex l'honée, l'empoisonnement au DDT s'accorapagne des arô­

mes sytnptoWs bien qu'aucune étude approfondie n'ait été publiée* 

1,08 convulsions que provoqua le DDT semblant être le résultat direct 

d'une action sur la synapae nyonettrale (179) quand par ailleurs, les nerfs 

moteurs affichent une plus grande sensibilité que les nerfs sensoriels. Carey 

«t ses collaborateurs (20) ont cru décerner une lésion au niveau de la plaque 

matrice ches les rats exposés au DDT. L'action toxique se nanifeate par uns 

dégénérescence de la plaque elle-mftna et une atrophia des fibre» Musculaires. 

Eu égard â la syxaptomatologie, cette thèse apparaissait bien séduisants. EL 

•sablerait cependant, qua les critères expérimentaux de Carey et de ses colla­

borateur» étalent erronés et que leurs conclusions étaient vraisemblablement 
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entachées d'erreur. 

Par ailleurs, l'ésérine augmente la toxicité du D1TT. (16) « Gatta 

observation indiquerait que celui-oi inhibe l'acétylcholinestéraae. Cepen­

dant, il n'en est pas ainsi. (11*2) 169)* Ce fait est d'autant plus surpre­

nant qu'à la suite d'injections da BDT, l'aoétylehollne libre augmente dans 

l'organisas). Mais l'ion potassium cause la méfie augmentation at ne possède 

aucune propriété antioholineatéraalque. Dana les deux cas, il s'agirait 

probablement d'une libération d'acétylcholine & partir du complexe acétyl-

eholine-lipoprotéine. (165)* 

La DDT exerce également une action Barques sur la rythmlcitô car­

diaque* Il est bien connu en effet que le DDT provoque une surexcltabilité 

du myocarde. Ohas l'animal intoxiqué, une excitation du système sympathl-

que cause une fibrillation ventriculairc. (138 )• Ce phénomène peut tftro mis 

en évidence 2 la suite d'une injection d'adrénaline* L'excitabilité du agro-

carde déviant assaa aigtte pour provoquer une nort subite* 

Bnfln, le DDT augmenta l'activité du cortex cérébral et l'enregistra-

aant dea ondes produitea se coapare k celles qui sont reproduites au coure de 

l'épUepslo. H en va da même de l'activité électrique du cervelet qui aug­

mente de cinq â six fols. (30). 

L'intoxication par un autre hydrocarbure chloré apparenté au DDT, 

l'aldrîm», est caractérisée par des symptômes de m€me nature, notamment par 

des troubles gaatro-intestinaux et des vomissements, ainsi que par uns surex-

oltabilité at des convulsions. Chas la grenouilla, (171) l'administration 

d'aldrine cause des contractions Musculaires intenses suivies da convulsions* 

La section du asiatique prévient ces mouvements convulslfs au niveau du rasa» 



- 21 -

bre correspondant* A l a suite «l'application cutanée du toxique che* le r a t , 

las mono» canif«stations se retrouvent. Sui/ant l ' Ingestion Je fortos doaea, 

l ' i s sue eat gên^ralraent fatale, l a raort étant causée par l'arréH, du coeur 

ou de l a respirat ion. L'incoordination musculaire et les convulsions ont 

également été notéos par Hayes et ses collaborateurs, (73) • De plus, l ' a l -

drins provoqua une bradycardie, une vasodéprassion et une aiosls intense. 

Ce raftie cosiposé au^onta les effets d'une stimulation du vague sur l e coeur 

ainsi que les effets sécrétoires et vasociilatateurs faisant suite à une a t i -

nailation de 1A chnrda tympani• Tout aussi bien l e toxique accentue l e s ef­

fets d'une Injection d'acétylcholine sur les glandes oaiivaires et 3ur la 

transmiasion neuroimisculaire de la préparation soiatiquo-gastrocaoïoien chas 

le r a t . L'oxcitabil i té réflexe de la moelle r'pi/iiere se trouve généraleraant 

augmentée, mais à l a suite d'injections répétées cette néV.e excitabil i té d i ­

minua. (59). 

Le dieldrlne en injection intraveineuse ou in t ra -a r t é r i e l l e augmente 

l ' exc i t ab i l i t é du systdne central accoopagnée d'une exci tabi l i té réflexe ac­

crue, de convulsions, d'une bradycardio et d'une légère vasodéprassion. La 

flâne composé accentue l e s effets de l 'acétylcholine sur l e systèxae nerveux 

central, l e systâne circulatoire e t l a Mobilité in tes t ina le , i>ar a i l l eurs , 

11 exerce un« action paratjyiflpathlcoialjaétique, vraisemblableiaent à l a suit» 

d'une stimulation des centres plutôt qu'à l a suite d'une action directe sur 

le sywtés» nerveux périphérique. (SB). La plupart de ces effets sont nsLnl-

sdsês a l a suite d'une injection de n«abutal. (137). 

En dehors du ayeteme nerveux, les hydrocarbiiras chlorés peuvent cau­

ser de sérieux dosmagea & l'organisme. Ainsi, le WÛ (OJxîhloro-diphéttyl«-di-

chlore«éthane)provoqB« una atrophia du eortax «urrénallen. (168) (17). 



- 22 -

Le chlordane cause une nécrose hépatique et une dégénérescence des tubes cor­

ticaux du rein, accompagnées de oongestion et d'oedème pulmonaire. Dans ces 

cas, on a pu retrouver du chlore sous fortae organique dans l'urine. 0S9). 

Le métaboliane des hydrocarbures chlores est pou connu. On sait 

que le DDT peut se transformer on DDD, son dérivé diohloroéthylàne, et tir-

naleraent en acide cLUchlorophénylacétique qui est excrété dans l'urine. (17U). 

La libération ensyaatique de chlore & partir de composés organiques a été ai­

se en évidence dans les tissus des aniaaux. (75) • Cependant, cette libéra­

tion ensyaatique s'accoapllt â partir de cosposé* ohlorôs aliphatiquee tan­

dis qu'elle ne s'accomplit pas à partir de oonposés aromatiques. (15). H 

est intéressant de souligner que lors de la dégradation du DUS, seuls les ato­

mes de chlore fixés sur la chaîne aliphatlque sont libérés tandis que ceux 

qui sont attachés aux noyaux benséniquas demeurant liés & la molécule. H 

n'y a rien da connu sur le aétabolisme des autres hydrocarbures chlorés* 

Le Mécanisme de l'action toxique des hydrocarbures chlorés est & peu 

prés inconnu. Martin et Wain (111) ont proposé l'exjpUoatlon suivantet dans 

le cas du WS, la dahydrohalogénation donne naissance â de l'acide chlorhy-

drique qui altéra la structure des centres vitaux, lais il faut admettre 

qu'on ne connaît rien de la concentration d'acide ohlorhydrique libéré au ni­

veau des tissus. De plus, un grand nombre d'hydrocarbures chlorés exercent 

une action toxique comparable A celle du DDT, sans que pour oelA 11 aft été 

possible de dénontrer la présence d'une réaction de déhydrohalogénation* 

La déposition des hydrocarbures chlorés dans l'organisme semble s'é­

tablir préférentieHewent au niveau du tissu adipeux. Il en est ainsi du «é-

thoxychloro (99), du 2DT (Si), qui peut également se fixer dans les ovaires, 

et de l'aldrine. (162). Dans ce dernier cas toutefois, d'appréciables quan­

tités ont été retrouvées dans u foie et dans les reins. 
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L'étude de l'action des liydrocarburus chlorée sur les différent» 

systèmes onzymutiques n'ect pas trSs poupée, Qn sait toutefois que le 

D)JX inhibe l'activité uo l'anïiydraso carbonique ù das concentrations s'é-

chelonnant entre lcH1 et lQ"6^. (fi9) (166)» Par ailleurs, le la&no coiaposé 

augmenta l'activité du cytochroma o^ydase . (167)» Lo uêm insecticide 

n'exarce aucuns action sur les syst««aes ensysatiques ouivant3: aldolaoe, 

adônosinetriphosphataou, déhydrogénaue glutamique, cholin© oxydase, lauxoki-

nase, euecinoxydaso. (c6). Au cours :l'un travail publié plus récesuttont, 

il a cependant été prouvé que lo JDT â ucs concentrât ioiua variant entro 1(H* 

©t 10 -M inhibait tr3s furtenwnt la succinoxydaae extraite du coeur de rat, 

La aâtie inhibition a été retrouvée via-a-vis do la cytochrow© oxydas a, mis 

non vio-à-vis de la déhydrogénaae succiniquu. Pour que le jjbT axerce une 

action inhibitrice sur le système enayiaatiqua, il devait Itre ajouté on so­

lution aloooliquo, tandie que sous forrao d'éreulsion, il causait une tris 

légère inhibition du System auccinoxydase, la&ne â des concentrations dix 

fois plus élevées» Le DDk (acide di-el&orophénylaflétique), produit de la 

dégradation métabolique du Jjï, provuque une biun plus faible; inhibition 

que celui-ci vis-a-vio des systèmes eucciijoxydase ut eytochrorae oxydase, 

mâae à une concentration de j A 1U*-̂ M« (85a). 
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B.- DT35 PH03PHÀTK5 GRUA'ùsU tt. 

Durant les quelques années qui ont précédé la dernière guerre, 

et notaunent en Allemagne, les organiolens ont réalisé la synthèse d'un 

grand noabro de phosphates organiques, ou organophosphates, caractérisés 

par une très grande toxicité pour l'organisme animal. Au tout début d'une 

liste déjà longue se trouve le dl-isopropylfluorophosphate (DFP) synthéti­

sé par Lan^e et Krouger. (100). Puis Schrader (153) a rapporté la synthè­

se de l'hexaéthyltétraphosphate (HET?) qui est un liquide brun se décompo­

sant entre 1U5 et 150 degrés. Par la suite, on a réussit la synthèse d'un 

grand nombre d'esters, entre autres le tétraéthylpyrophosphate (TKPP) qui 

est un corps miscible à l'eau et qui s*hydrolyse spontanément pour donner 

naissance a de l'acide di-éthyl-ortho-phosphorique (65), et le di-êthyl-

psranitrophénylthiophosphate (parathion). Ce dernier se comporte comme une 

substance peu soluble dans l'eau et qui s'hydrolyse lentement en milieu al­

calin pour donner naissance à du paranitrophénol et de l'acide di-ortho-

phosphorique. (152)• 

Au cours du présent travail, il ne saurait 6*tro question d'énumé-

rer tous los phosphates organiques dont la synthèse a été rapportée dans 

la littérature scientifique. Nous nous bornerons â étuoier les propriétés 

pharmacologiques qu'ils partagent et le mécanisme par lequel s'exerce leur 

action toxique. Léo phosphates organiques déjà décrits peuvent être divi­

sés on trois classesi les phosphates organiques simples, les phosphates or­

ganiques complexes contenant du soufre ou du fluor dans leurs molécules et 

les phosphoraaides* En râgle générale, les propriétés pharnaoologiques de 

tous ces esters se coopèrent à oelles de l'ésérlne. Chadwick et Hill (21) 



- 2 5 -

ont justement fait remarquer que le HETP et le WP provoquent l'appari­

tion de symptômes en tout comparables à ceux qui font suite à l'injection 

d'ésérine ehes l'insecte (Periplaneta amerlcana). Roeder et Weiant (1U5) 

ont pu démontrer qu'à la suite d'application de DFP (6 X 10-^M) sur la 

corde nerveuse ventrale de P. araerioana, un stimulus pré ganglionnaire pro­

voquait une réponse qui durait de 1$ 2 30 secondes ordinairement suivie 

d'une inhibition de 30 â 60 secondes. Le QFP n'occasionne pas un blocage 

permanent de la transmission nerveuse au niveau de la synapse, et son effet 

peut ftre aboli & la suite de lavages* Par ailleurs, la transmission ner­

veuse le long du cylindre-axe des fibres géantes de Calmar n'est pas trou­

blée par le DTP à des concentrations atteignant 5 X KT-TU L'HBTP à des 

concentrations entre 2.5 x 10"? et 7.5 X 10**̂ H inhibe la transmission de 

l'influx au niveau de la synapse, tandis qu'à une concentration de 7*5 X 10""* M, 

il ne se manifeste aucun trouble de la conductibilité le long du cylindre-axe. 

(21). Il semblerait donc, qu'en règle générale, le toxique inhibe plus faci­

lement la transmission de l'influx nerveux au niveau des synapses qu'au ni­

veau des fibres. 

Dans tous les cas d'empoisonnement fatal au TEPP, au DFP et au para-

exone, le taux d'acétyleholine augmente dans le cerveau chez le rat et même, 

dans les cas extrêmes d'intoxication, l'acétylcholine va jusqu'à apparaître 

dans le sang. Cette situation est tout & fait comparable a ce qui se passe 

dans les cas d'empoisonnement â l'ésérine. (158). En s'approchant des doses 

léthales, il se développe une bradycardie suivie d'une paralysie respiratoire 

apparaissant quelques minutes avant l'arrft du coeur. (39) (150), Bien sou­

vent ces manifestations toxiques s'accompagnent infime de cyanose et d'oedlme. 

(85). De *•*» Bywptêmm sont caractéristiques d'une hyperactlvité des rêcep-
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teurs cholinergi^aes et ont attirû l'attunt'.on dos chercheurs vers les pro­

priétés anti-cholinest,!r.-vJiqutjr! probables (ias pJwf-iphatea organiques. En 

eff?t, dans toua los cas d'intoxication .'.-tudi ia, on a retrouva une inhibi­

tion de la oholinestirase ut de l'acot/lcholinostôraee. (Ul) Oô) (ht) (63) 

(6JU) (7U) (113) (Ui9). 

Restait à préciser quel ôtait le récepteur ou les récepteurs cho-

linorgiques dont l'hyperactlvitc entraînait la œort de l'animal. Il ne fait 

pas de doute que les phosphates organiques exercent une action anticholinas-

tôrasique au nivoau des contrea nerveux, (lï) (l5u). Mais la mort de l'a-

ninal serble vraiment utro due à un arr§t respiratoire. (62). Ceci a pu 

être mis on ôvidonco grâce a l'étude comparée de l'inhibition de l'aiétyl-

cholinestérase par un grand noribre la phosphates organiques. Tandis que 

l'inhibition do la cholinestérase du carvoau peut varior entre 5 et 100 pour 

cent selon le phosphate ort;anique injecté, la raort résulte toujours d'une 

inhibition de l'acétylc'iollnostéraso des raiacles, conduisant â la paralysie 

respiratoire et à l'anoxie. Cette observât5on prend d'autant plus de valeur 

qu« la constitution chimique ans six phosphates orjaniqueo injectés variait 

de l'un à l'autre: ùFP, parathion, Ti;;T, fithyl-jwra-nitrophinylthionoboazà-

nephospliate (uPH)* octanéthylpyrophospiioraraide (o,:i?/0, et enfin l'acide di-

éthoxythiophoephorique de 7-hydroxy-Ji-nétljyl couraarin (E030) (h9)* Cepen­

dant, il ne fait pas de doute que les convulsions peuvent prov«nir d'une 

stimulation centrale secondaire causée par une paralysie respiratoire. TSn 

effet, â la suite de l'inactivation de l'acétylcliolinestéraso dos muscles 

produisant une paralysie respiratoire, 1'anoxie résultante induit des chan­

gements biochimiques dana le sang qui sont de nature à provoquer un© stissu-
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lation daa centres nerveux, ôtaia cette ligna da pensée, il ost intéressant 

da souligner que les phosphoramidss se wistinguant dos autres phosphates or­

ganique» en exerçant une action presque sélective sur les récepteurs choll-

nergiquos périphériques. (iiO). Enfin, l'atropine constitue un excellent 

contre-poison dans lus cas d1 empoisonnement dûs aux phosphates organiques, 

HF.TP, TEr'P at parathion, pourvu que la close administrée da phosphate n'ex­

cède pas la dose léthals da plus da quarante pour cent.(35)• frawley et 

ses collaborateurs ont observa le même phénomène avec les phosphates orga-

niques oi-haat cités et da plus avec la DFP, le E-838, l'EPN et l'O'JPA. (U9). 

Da plus, dans le cas d'empoisonnement â l'EPM, la corastine augmente l'effet 

protecteur de l'atropine. (38). 

Tous les phosphates organiques étudié» jusqu'à présent exercent 

une action inMbitrice sur l'acétylchoUneatérase in-vitro. Dana le cas du 

TE?P, du HETP ou du paraoxone, le phosphate organique inhibe l'activité de 

l'enzyme directement, c'est-à-dire sans transformation métabolique. Dans 

d'autres cas, le phosphate organique doit subir une transformation avant de 

devenir un inhibiteur de l'acétylcholinestérase. C'est le cas du parathion 

qui subit une transformation, soit sous l'influence des rayons ultra-vio-

lsts (135)f soit en présence d'un broyât de foie. (37). Dans les deux cas, 

la transformation chimique en fait un inhibiteur in-vitro de l'acétylcho­

linestérase. C'est également le oas de l'OMPA qui doit subir une dégrada­

tion métabolique avant da devenir un inhibiteur des cholineat'rases in-vitro. 

(1*1). Cependant, le degré d'inhibition da l'activité cholinestérasique in-

vitro, est souvent difficile à apprécier avec précision. Ceci est dfî aux 

lopur*tée qui accompagnent las différentes préparations de phosphates orga-

niques. Au premier rang se trouve le TBPP qui prend naissance par eowbinai-

,on d« deux molécules de ^fca^sphorylchlorure qui est le produit de tfê~ 
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part de tontoe oou réaction a de aynthèa». (îij . 

De plua, certains inhlbltoure n'innctlveiit len eholiue»térar><»e 

qu'awfce une txwnBfowiatiaa d.aw l'artfunlaue, aine! yuo noiu» venann da la 

souligner. I l an résulta que las TU ta fenellea aont beaucoup plus aenal-

blea à 1'action du pare^hion ou du â-b8Q (|»e les ru te jnule*. " r t te diffé­

rence proviendrait de oe que lea rate fenolles transforment * Inhibiteur 

lnaotif eu aon iaottère ac t i f à un taux beaucoup plue rapide qua les rata 

nélea. 189). 

Les phosphates orsacquen n'inhibent peu u vlcponent l<a«étyleholl* 

neatéraae. l i a exercent la marne action sur la ohollneatamoe, notannent 

la challneetiéra&e du aérun et l ' e l lea téraea . Mwidel ©t Meyere 1116), ont 

démontré que l 'ordre de sensibi l i té dea eat&raaetis via-à-vie du t r l -or tao-

arôaylphoephate et de façon générale via-a-vle dea autre» phosphatée or«a-

niquea, é t a i t l a auivnnt: a l i -es téraee, oholineetéraB© 9% aeétylohoiinee» 

téraae. Maie eucore une foie, 11 ne s 'agit que d'une rè&le ^ n é r a l e , et 

4a grandea variations de sensibi l i té peuvent se retrouver en paaaant d'un 

phoapaate coranique à un autre* 

Avant de puaeor ù l 'é tude du oomplaxe anxym«~innibitauT', i l est bon 

de aouligner qu« l 'aotlon des pnoephawa orfiaiiiquoe vla-â-via daa e&téraaea 

est hautement sélect ive. Pur exenpla, le ^7? est eana effet eur lea enzy­

mes oui van ta: chaûLiae~déaydrO£inaae, oytoour-xae oasydaee, eatulaaa, paro-

xydaao, eucctnodéhydroeénaae, acide lactlojtte-déhydraéénaiïô, alcool-déUydro-

génaae, baxolcinaea, anyluue, dlapnora.ua, &nnydrt*&«> oarb®nt<jU<>, et de façon 

générais, tout l e ayatÔBa glyeolytique du «auaole 117B). Par contre, on a 

signalé l ' ac t ion inaibitr iee du j$&» «mr la phoepbataa* alcaline du ©éruta, 

l a jyjrophôaphataae 4a la levure, l a llpaea du l a i t | i « ) , et l 'a«étyla«e de 

certaine® plantée (84). Oepandant, afin d'exercer une action inaibi t r iee 

http://dlapnora.ua


- 2y -

sur des systeaes euaymatiquoe autres que les oholinestûrasos, la concentra­

tion du liPP doit être do beaucoup plus élevée. Lus phosphates organiques 

inhibent l'acétylcholinestfcr&ue, la cholinostéraae et l'aliestérase quelque 

soit le lieu d'extraction de ces différents enayiaes, système nerveux central 

ou périphérique, nasales, globules rouges, séru», foie, et un grand noobre 

de glandes. 

Le métabolisme des phosphates organiques n'est pas très bien connu, 

Mesur (112) a pu deaontrer 1»existence d'un enayae qui hydrolyse le DW dans 

les tissus des manaifères. Par ailleurs, Brauer (12) a fait réagir l'estôrase 

du plasaa husain avec l'HÛÎV contenant du radio-phosphore. Il n'a pu retrou­

ver de phosphore radioactif dans la protéine précipitée par l'alcool éthyli-

que ou dans le dialysat. Il en a donc conclu qu'il ne semblait pas y avoir 

de coatoinaison stable entre l'estérase et le phosphore de l'HETP. Ces ré­

sultats sont en oontradiotion avec ceux que présentèrent Michel et Krop. (119). 

Bans les conditions expérimentales qu'adoptèrent ces chercheurs, l'acétylcho-

llnestérase provenant de 1'organe électrique de gyonote, réagit avec le DfP 

peur former un coaposé stable et non dissocié en présence d'acide trichlora-

eétique. De plus, l'aoétyleholinestéraso réagit avec le tox&que selon une 

proportion définie, soit 2 X 1(T10 aolécules de DFP par unité arbitraire d'en-

syne. 

(Cependant, la nature de l'inhibition due aux phosphates organiques 

n'a pu être élucidée clairement qu'à la lumière d'une meilleure connaissance 

de la awlôcule de l'ensyae. Grâce aux brillantes recherches d'Augustinsson, 

de Nachnansohn, de Bergnan et de Wilaon, nous savons un peu plus maintenant 

de la nature du phéafl*ên» d'Hydrolyse que catalysent les cholinostéraees. 

(U) (?)• G®8 «tudes ont révélé la présonce de deux centre© actifs à la sur-
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face de l'enayae. (18). L'un, lo centre anionolde réagit av«c l'azote qua­

ternaire de l'acôtyloholina, tandis que le second appelé «entre esttéraslquo, 

contient lui deux croupes, l'un basique et l'autre acide« Le groupe basi­

que réagit avec le carbone du groupe earbonyl, tandis que lu groupe acide 

réagit avec l'ox$gâne du groupe earbonyl ou hydro*yl. C'est le second cen­

tre ou centre estéraaique qui est responsable de la formation du complexe 

ensyme-substrat ut partant, de la vitesse d'hydrolyse* Nous verrons plus 

loin cornent la présence de ce contre estéraaique a été mise en évidence. 

L'existence du centre anionolde a été étudiée â l'aide de l'osé-

rine. Ge composé inhibe l'hydrolyse de l'acétylcholine du fait que l'asote 

quaternaire formant la partie cationique de cette molécule entre en concur­

rence avec l'acétyloholine pour le groupement anionoide de l'enzyme, pro­

voquant ainsi l'inhibition. Ce mécanisme d'action a été élucidé à la suite 

d'une étude comparée de l'inhibition â différents pH en présence d'ôsérine 

et de prostignine. L'êsértne est complètement dissociée à pH 6 tandis qu'à 

pM 10, elle se comporte comme une base. Ainsi donc, son effet inhibiteur est 

particulièrement narqué aux environs de pH 6 ou 7, bien qu'il subsiste encore 

quand l'ésérine se trouve en présence de l'en&yae a un pH plus alcalin, La 

prostigaine qui est un sel d'aisuonium quatornaire ne voit pas son action in-

hibltrice varier en fonction du pH, 

Lors de l'hydrolyse enaymatlque, Wllson et Naohmansohn (17?) ont 

proposé une série de réactions intermédiaires, principalement la formation 

d'un enayme aoylé. Un» brillante preuve expérimentale de cette hypothèse 

repose sur la démonstration d'un dêgagejMmt d'hydrogène sulfuré en présence 

d'acide thiolacétique. (176), 
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En présence de phosphatos organiques au lieu d'avoir la formation 

d'un anayme acylé, il y a formation d'un ansyzae phosphorylé. Geux-ei réa­

gissant arec le groupa basique du contra estérasique pour donner naissance 

a un ensyae inactif. L'enayme inactivé cependant réagit lentement avec 

l'eau, la choline ou l'hydroxylamine. Seul la lenteur de la réaction de l'en­

zyme avec l'eau fait passer le TEFP du rang de substrat â celui d'inhibiteur, 

la réaction avec la choline ou l'hydroxylaraine est plus rapide. Bien que 

l'activité de l'enayme ne puisse élire restorâe par dilution' ou dialyse, 

l'inhibition n'en demeure pas moins du type réversible. La réactivation 2 

l'aide de l'hydroxylaadne repose sur une heureuse différence entre le taux 

auquel set ensyae est inactivé par celle-ci et le taux auquel l'enayme phos-

phorylé est transformé en un ensyme actif. L'existence d'un centre anionolde 

sur la molécule de l'enzyme facilite la réactivation due a la choline. C'est 

d'ailleurs avec ce dernier réactif que l'on obtient les meilleures réactiva­

tions. (174a). 

Le problème de la réversibilité de l'inhibition soulevé la question 

suivante: quand une dose sub-léthalo de phosphate organique est injectée â 

l'animal, doit-on attribuer le retour de l'activité cholinestérasique a la 

réactivation de 1'enzyme ou 2 la synthèse de nouvelles molôoulesî Chez l'a­

nimal intact, si le retour â la normale de l'activité ensyaatique s'établis­

sait toujours a un oAns taux h la suite d'une Inhibition, quelque soit l'a­

gent inhibiteur injecté, on pourrait conclure que le facteur limitant serait 

exclusivement la synthèse de nouvelles molécules d'ensyme. Cependant, il n'en 

est pas ainsi. Le taux normal d'activité prwnd un temps différent â se réta­

blir suivant le phosphate organique injecté. (19) ( U ) . Par ailleurs, 



- 32 -

Koelle et Gllman (98) ont prouvé que 1» régénération de la ohollftastérase 

du sérum ohe» l'homme s'accomplit en dix Jour a h la suite d'une inhibition 

au DFP* Dans le oas de l'Inhibition au dl-éthyl-para-nitrophénylpaoaphate 

(£600) le retour à la normale s'aftoompllt en un jour tant in vivo qu'in 

vitro, chea le rat. Le retour à la normale de l'aeétylehollnestérase, par 

contre, e'aeoamplit en quatre Jours. (SB). Or, Eprlnaoa et hittenberg 

(156) ont établi expérimentalement que l e demi-tempe de synthèse des pro­

téines du eéruoi chesc le rat est d'environ sept Jours. Dans le «as de l 'In­

hibition au OFP, on peut penser que la synthèse de nouvelles molécules d'en­

zyme ne Joue paB un rôle négligeable. Dams le cas de l'inhibition à ÎS-600, 

on doit admettre que le retour à la normale est trop rapide pour être dû 

a la synthèse de nouvelles molécules, surtout quand 11 s'agit de la choll-

nestérase du sérum. Dans le oas de l'inhibition due au TEPP, le phénomène 

de la réverelbllité a d'ailleurs été confirmé par ildrldge (2). 



CHAPITRE TROISIEME 

HBOHSROIiSi; *. PhOPOK DE LVOTIUÎi UKL HYDMO.VÎ, HU3W CHLOMÎS 8UR L'AOTITÏTS 

Noua avon o vu au ojura du chapitre précédent qu'à l a s u i t e d ' i n ­

j e c t i o n d'hydrocarbure» ohlorén uroaiatlques, 'lont l e Î3DT a* l ' a l d r i n e , l a 

»ya?tôHatolJi?te qui apparaît se compare à « e l l e que provoquent l e s p o i s m a 

névrot iques . «. cause de ce parai l é llsrao, i l é t a i t in téres sant d 'é tudier 

l ' a c t i o n de l ' a l d r l n e sur l ' a o é t y l o h o l i n e a t é r a s e des g lobules rongea, tant 

11 e s t vra i que l'ensyme de oea c e l l u l e » se comparent à c e l u i du système 

nerveux centra l ou périphérique. 

Par a l l l e u r a , E l l i a , Sandera e t Bodanaley (46) a i n s i ente Brauer e t 

Root (15 ) (14 ) ont démontré que l e a hydrocarburea chlorée a 11pratiquée, t e l s 

que l e t é trachlorure de carbone et l e ohloroforme, diminuant l e taux d ' a c t i ­

v i t é dea eatéraaea sérlnuea ehez In plupart des espèce<> aniraolea. I,';ildrine 

e t oertalna autroa oompoeée ch iMi^ec ap-arenttB possèdent l e s propriétés 

toxiqueo u e u e l l e e de» hydrocarbures chloréfi, oomne oar exemple, l a propriété 

de Oftueer dea léa lonn h é p a t i t e * ffee& \%% «inaaifer*»a. ( 1 4 ) . En plue de l ' a c ­

t i o n antl.eAftUftftft%4l«BiqueJ ^ B i t o l t A«« iiytJraoarburer chlorée , i l devenait 

donc i n t é r e s s a n t de véri f ia ." i ' e l f o t de C«B oonmonéa aur l ' a c t i v i t é e e t é r a a l -

que du aénaa. lin e f f e t , de nombreueec expérlcnoea ont prouvé q u ' i l e ' é t a b l i a -

o a l t un paral lé l iarce entre une chute de l ' a c t i v i t é eetéraBir«ue at l a nréaenoe 

& divere degrés de lée iona hépat lquee . 

A . - AGÏIOS i>B L'AIBRIMJS BUV. LUOTIVITH KJTHRABKSJE DT) SKJTOM. 

1 . - Etude de le. réac t ion de Gomori appliquée à la «sure de l ' a c ­

t i v i t é eatéraaique du sérum chez i « r a t . 



- 84 -

AU coure de nos recherchée ù r>ropoo de l ' a c t i o n de» hydrocarbure» 

ehloréu aua? l *ao t i v i t é eet'iraHique du Bértim, nous uvone déterminé len taux 

d ' a c t i v i t é à l ' a i d e de la rréthod© do Clomori (54) . Le principe de ce t t e 

tséthoâe repoae eur l a dfHeïtaina'ïlon du :>h4m,sl l ibé ré i la eu t te de l 'hydro­

lyse du benzoate c'a nfaényl qui s e r t de suba t ra t . Le phénol l i bé ré es t sae-

euré par eo lo r i ^é t r l e en préaenoe d'un eel de dlasoniu» ( i ) . La colora t ion 

qui ce développe es t etnblo O-.HJT olus leurs heures â l a tempe 3*a tu re du labo­

r a t o i r e . 

En coupant l e bout a<- la nueu© du r a t , i l ©et poaaible do r e c u e i l l i r 

diraotonont la eang d&na un tube c a p i l l a i r e le 10 <aa de long e t il'un d ia -

métro i n t é r i eu r de 1.5 tan. .kp-ôn eoMtrifuftatlQa, n:jua «vone a t t i r é 3 . 0 ^ 1 

de aérua â ? «aide d'une n io rop ipc t t e . Pour chaque détermination, noua avons 

apporté une oorreotion in tégrant à la foi» 1 •» valeur du pîîénol l i b é r é par 

hydrolyse opontanée auss i biea que ce l l e du phénol l i b r e ou nôtres composés 

phénol i ru#e présents dans l e sang. 

Effet de l ' û aé r l ne eur l 'hydrolyse vïu phénylbeu»onte mr l'oatéraiM» eér ique. 

Concentration de l '4aéjriae 
(logarithaae négat i f de l a 
concentrât loti) 

0 
G 
5 
4 

l'oureeatfafie d ' inhibi t ion 

0 

89 
100 

(1) "BuPant B«4 B S a i t , dl&awti»«4«a-Bitro-8-ai»ino at t iaol*". 
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L'act ivi té enayautlquo riétormlnée *t l 'a ide flr c©n© ntfthud» révèle 

la préeenov d*f- «etéraeer non. Mwoifiqinjn «fc *!« 1™ lip/me, Mon a»o lino lo 

sang, l ' a c t i v i t é due \ oot oaejran 8>>it né^ltc.'î&bl©, (B8H161). 

Figure Ji 

Effet d* l a oonooatmtlon du aubutrat eur l ' a c t iv i t é onByraatiQue. 
J5n iibelBseî i»ouro«j;t«Lg« rt« la solution saturéa. t"n ordonnée; 
ac t iv i té #n%ym.^iiqx9 ^ g 4e phénol libéré par heurej. 

La aétbod* de Ctanori n 'avait j i n l » été ««ployé* p<ïur meeui-«T 

l»aet lvt té ©atéraelque d* «érua oh»a le m t . ,M départ, noua avt?»© âoae 
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tenu ù v é r i f i e r s i l*énérine â fa ible oouc> ubruilo,> pouvait inhiber l ' a o t i v i t ê 

euzymatique. *. l'exatien du tubleuu I , on >*»ut constater que lMaer ine incubée 

en présence de l'oassyme durant quinze minutée \ la température du labora to i re 

ne parvient à diminuer l e taux de la réaot iou ;e f i ;on sensible q\& une con­

cent ra t ion de 10"* sa» ^n peut donc «oaelure que la eholineetéra&e du s'-rura ne 

Joue -ueun roi»» lore le l 'hydrolyne enKyra.'tinue iu b«a/.oate do phényl ebez l e 

r a t , c e l l e - c i étunt déjà inhibée -i une ao cent râ t Ion de 10" V» 

Figure 3 

j£ffet de la quant i té d'enaytae «J-nit e au l iquide réact iounel sur 1'Acti­
v i t é ea te rao ique . Kn abaisses mic ro l i t r e s de B4rum a j o u t a au n i l i e u 
réaetianntol . .ua ordonne*: a c t i v i t é enzvMitloue U^g de whéïiol l i bé ré par 
heure) -
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Le phénylbonzoate qui aert da aubatrat on« un oompoaé trea ineo-

luble . À la concentration Indique par Ciomori, I l o« produit un précipité 

dana l e l iquide d'incubation. Noua avona done du établ ir un protocole e tr i e t 

afin d'obtenir une aolutlon saturée de phénylbenaoate au pK de la nolution 

d'incubation. I l eat poeaible d'arriver è un te l résultat en dissolvant au 

préalable l e ohénylnensoate dana l 'a lcoo l méthyllquo «t en ajoutant goutte à 

goutte l e pbenylbenaoata dana l e liquida d'incubation. Aprea f i l t ra t ion , le 

liquide demeure stable pour une heure à £7°, ce qui reprenante l e temps et 

la température d'incubation. 

Par la su i t e , noua avons dilue auooaaaivement 1» «olution-mère de 

façon à obtenir différentes concentrations de phénylbonaoat©, et nouu avons 

étudié l ' a o t i v i t é enzymatique en fonction de la concentration du aubatrat. 

Lee réeultats obtenue oont représenté» par la figure S où la concentration 

du aubatrat eat exprimée en pourcentage de di lution de lu «olution-mère. 

On peut oonatater qu'entre 80 e t 100 pouroent de ea tu ration, l ' a c t i v i t é 

enaymatique prend à peu ^vè» l a mène valeur, mal a que pour dea valeur» 

au-deaaoua, e l l e diminue tràa rapidement. 

Moue avona également vér i f i é de «quelle façon la quantité d'enzyme 

mlae en oeuvre influençait l e taux de la réaction. Houe pouvons oonatater 

l? ig . Z) que l a proportionnalité de la réaction eat l inéa ire . 

Bnfln, noua avons déterminé l e taux de la réaction en fonction du 

tempe* Juaqu'à 60 minutes, l e taux de la réaction demeure l inéaire {Fie.4) 

a» moine dana l e s l imitée expériisentalea décri tes . I l noua a tlonc semblé 

que l e tempe de la réaction pouvait être arrêté â 60 minute». 
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Figure 4 

-aux d'hydrolyse du phénylbenza\te en fonotlo . ;u temos, à 37°, 
i'jx aba isse : tempe de la r'»iotion ©n ,almtt©8. Fin ordonné©; 
a c t i v i t é enayiaatioue ^Ug de phénol l ibé ré par heur© ). 

8 . - Effet de l'admir io t ru t ion d'une dose .irale d ' j t l i r lne eur 
1 ' a c t i v i t é e s t é ra s ique . 

h. dix ra to wélee, noue tvone administré par vole o ra l e , £0 mg 

d*aldrlne par kllogrtiaœie de polde â l ' u l d e d'un tube s tonaoul . Tôt» lee 

groupes é tudiés comprenaient dix ttûLiuUJc d'environ 300 (jrarameo. * ,nolns 

d ' ind ica t ion oontrwlr©, 11 on aéra «iln»l tout mu l w do ces exnsrienoefi. 

( i ) 
1, £, 3,4 ,10,10~)œ:mealor<>-1,4,4a § 5 ( a f ^ 



» «58 «• 

L'hydrocarbure chloré no provoque oiw lu iiminutlon d ' a c t i v i t é 

eatêraoique caraotérItst ique des hy.ivoou:-buree onlovéu t i l lphaticueu, rjoie 

bien au con t ra i re une augoMMitatloi. a t te ignant un maximum de ILo pouroent 

par rapport aux téraoins, à la cinquième journée U r i«. 8 ) . Le retour à la 

Figure S 

Kffet de l 'admiuietr&tiou d'un** doee or.»L- d'«»lflrine sur l ' a c ­
t i v i t é eatértibique. \M ubclese: nombre de Jours qui font 
su i t e à 1 ' x '«. inistrat ion de l ' o l d r i n e . .a ordonnée: a c t i v i t é 
ensyrù'itique pouroent par Apport aux téuoine. 

normale de l ' a c t i v i t é efitérasique s ' é t a b l i t api-oo environ viM^,t Jours . I l 

e s t bon de noter que ehe» un aeoou.l groupe de téaolni: recevant unSnuon-mt 

de l ' h u i l e de maïs dana laquel le l ' a ldr in© es t dluoaute, aucune va r i a t ion 

d ' a c t i v i t é enaymatique ae p®ut ê t r a -îeoelée. 
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8 . - &ffet de doses oro lssantes d ' ldr ino injectée» par vole BOUB­

OU ta née* 

Afin de v é r i f i e r s i l»au<?ioutatlon r- lutivwsient i\ . lble de l ' i c t l -

vite1 ss térac ique à l a s u i t e d'une inj> ct ion u ' a ld r ine aet nroportionnelle 

à l a dose du toxiîu« adminis t rée , l ' expér ience suivante a ^t* e is t re t r îee : 

à quatre grumes de dix r a t e , dec; dosée croissantue d ' a ld r lne ont été in­

jec tées par voie eou»-autanée. 

Taux d'augmentation >i© l ' a c t i v i t é ej<téruolque «n 
fonction de l a dose d '- i ldrlne injecté®, M aba i s ­
se ; logarithme <i« la dont» in jec tée . *i.n ordonnées 
a c t i v i t é enasymatiqne pourcant par r^p-iort aux t é -
moine* 

a l'examen des r é su l t a t s (Figure 6 ) , on pout oonolurw -v^ l e taux 

û'augmentât Ion de l ' a c t i v i t é est<Sr&8lque es t l i n é a i r e nar rapport au 
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logarithme de la dose in jeo tée , & tout l e moine, outre 10 ut 68 mg par 

kilogramme de p o l i s . Le taux d'augmentation meiairé es t ce lu i qui se 

manifeste à l e t r o l e i âne journée, nazlmum a t t e i n t â lu cul te d'une in» 

j ec t ion s JUS-eu ta né o. 

4 . - 3ffet d'injection.. ' aucoenrivoE d ' u l d r i n e . 

^u O'jur» de ce t t e expérience, dix ra ta nùlee ont re^u 10 rrç» d ' a l -

drine par kilotjraiaiae i© o^iô» en inj«ct ian intrarauEeulaire .1 tous l e s deux 

jour» Jurant cinquante-aul b J o i r e . L ' j l d r ine adîaldBtrée a é té d l r e in t e 

danr l ' u u l l e <io ^mïs> e t un oeaond groupe de rat*< téuoins ont j*e,;u un volume 

équivalent d ' hu i l e â tous Isa vieux jou r s . Jhoa oee dern ie rs , noue n'.,vons 

pu observer la moindre va r i a t ion •} 'act ivi té eetérj,Bl<;ufâ. (Fig. 7) 

4 • • 

£L • i _ —J J 

Figure f 

i.ffet d ' i n j e c t i o n s euooeeeivee d ' a l d r i n e , par voie intranuecuLilra , BUT 
l ' a c t i v i t é e a t é r a e i ^ e . I» abeiaee: nombre de jours qu'a duré J.o t r a i t e ­
ment. SM ordonnée; a c t i v i t é enaymatim© pouraent p.ix rapport aux témoin». 
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Chez l es ra ta t r u i t e s , 1 «nat ivi té «até>»<rlqu« a augmenté .luequ'â la 

t r«n t iène Journée e t , panne es Jour, a a t t e i n t un p a l i e r . I l »emble bien 

que l ' aa ia t t l s 'adapte û de faible» doees ewocesaives BST voie intrawueeulaire, 

Figura 8 

Sffet de l ' a l d r i n e inoorporé» dan» 1© d iè te sur l ' a c t i v i t é ©«téraaique. 
Ë& abaisse t nombre de joare qu'à duré l e t ra i tement , m ordonnées a c t i ­
v i t é etts&ïsiatique poureent ont rapport aux témoins. 
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D ' a i l l e u r s , 1'augraentt.tion d ' a c t i v i t é e s t wottin élevée s i on l a compara 

à e e l l e qui r é su l t e d'une Injection unique mastiive. 

5«- iiffet de l ' a l d r i n a incorporée ilana lo d i è t e . 

Dana une au t re sé r i a d'expér i.nceia, noue avons déteiïïïlné qusll© 

é t a i t l ' a l l u r e de la oourbe d ' a c t i v i t é eetérasit j ia chez l e s aniasux sou­

mis & une d i è t e oo©>jrenant de l ' a l d r i n e à ra ison de dix par t loa par rail-

l i o n . :>ix aaiiaaux ont re^u oet tg d i è t e durant SB jours* Un (second groupe 

comprenant au tant d 'an!-aux a serv i de témoins, Dhtsz l e s animaux soumis 

a l a d iè t e toxique, l ' a c t i v i t é «Htéraaique augmente, d'abord a»6eS5 r a p i -

deœent, puis l e taux l 'augmentation diniuue, l ' a l l u r e do In courbe ét ' int 

exponentiel le (Fig . 3 ) . 

I l semble biwn que dans ce oas-oi é«blevi^ut, l ' â n i ; « l s'cidipte à 

*u d i è t e . 11 a d ' a i l l e u r s été prouvé oue iXnm de» conditions expérimen­

t a l e s sombl&bleB, l e taux iie croissance des t r a i t é e é t a i t supérieur \ celui 

des témoins ( 6 ) . 

6 . - 2ffc;t a d d i t i f - î 'administrat ions massives d ' i l d r i a e à In te r ­

v a l l e s rapprochée. 

AU cours de oeu expérience»», noue avarie dAteminé l ' e f f e t add i t i f 

d ' u i u i n i s t r a t i o n s mes ivee d'aldrinw *\ i n t e rva l l e s rao-xroohés. M dépar t , 

une dose de 48 mg par kilogramme fut administrée par v-*l« a ra lo , suivie 

d'un© seconde dose de 80 mg par kilograsirae à lo vingt-quatrifous heure e t 

d'une troisième à l a quarante-huitième heure, égal«> A la seconda. Vingt 

animaux ont é té mis en expérience, qui survécurent tous à la première ad­

min i s t r a t i on du toxique, a. l a seconde adminis t ra t ion, s ix aoururont e t i l 
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on fut ainsi à lu suite do la troisième. 

Figure 9 

ÏÏffot add i t i f d ' ada ln iu t ra t iona ratiosivoe d'aldrint» à IntarVallae rapprochés. 
ta abeiese: nombre d 'heures qu'à duré l e traiterauut. In ordonnée: a c t i ­
v i t é eazyiaûti(iU0 pourcent par rapport iux ténolne. 

L'examen dt* lai f igure 9 révèle que, du m ut loa '>rwai«reB heures qui 

suivant 1.» doaa i n i t i a l e du toxique, l ' t î .ot îvi té «Bt4raBl*|u« c!14mie ffatbler-wnt, 

avec un talnimum ù la troleiàeio heure, pour ensuite retourner 1 ;nt -valeur 

normal© aux anvirono de x^ vin^t-quatrièiae uuuro» <i la sui t» de la,saaoade 

adminie t ra t lon , l ' a c t i v i t é augwoite encore da-vuntage pour aueuito monter ©a 

f lèoae à l a s u i t e da 1* tara la Uni» adralniatratior. ataa '.im animux ©curants. 
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Gette augmentation f ina le d ' a c t i v i t é «ffltéraeique, bien /$it> trèu rapide, 

n 'Indique oertninetaent pas une r e l a t i o n d l r ac te unira co taux d ' a c t i v i t é 

élevé e t la mort ^ul su rv ien t , ui e f f e t , un ,;rim<-l nombre d'agents peuvont 

augmenter l ' & o t i v i t é es tu ras 1 que *K oe niveau nane i.otae causer i e uhénumèn© 

toxique apparent , Jaoore une f o i t , i l ne s'ar.i* là que d'un ^urailéliwue 

de s i t u a t i o n . 

;uant à la diraiuution i n i t i a l e que JUUB avons pu n e t t r e ©a évidence, 

noua ne pouvons apporter aucune expl ica t ion à oo phénomàao. lu 'Il inutlon 

d ' a c t i v i t é es t d ' a i l l e u r s minime. 

B— AOTIOH .;• Ml'ti.^ iï£uh~>G.J\m .X CliLîi. •..'. ^\il£.i\-. .. l'tLOMX? 

SOU L'JfftniTil .•.Jlï-ftitf.Ii.uL SX! taiLU. 

AU cours de oea expérlfances, noue avons !éterminé l ' e f e t de cer ta ins 

hydrocarbures chlorés onimiquetient apparentée à l ' a l d r i n e sur l ' a c t i v i t é 

Effet de quelques hydrocarbures chlorés chiralquenant apparentée à l ' a l d r i n e 
sur l ' a c t i v i t é e s t é ras inua . 

Hydrocarbures Dose administrée a c t i v i t é enzymatique pouroenfc 
chlorés (1/2 LDjso» ma/^K) P»3, rapport aux témoins 

ehlordane 2E5 ISO 
d ie ld r lne SO 120 
DJT 123 116 
heptaohlore 45 110 
hexachlorobenaene 1800 110 
llndane 05 10S 

estérsisique du eôruta. Tous le» toxiques ont é té administrée par voie orale 

â raison d'une des ! dose U>gg. Chacun uea groupée a i6 on expérience eonrjren&it 



- 48 -

dix r a t e . 

Tous l e s composés étudiée ont provoqué un* augmentation (\\> t.tux de 

l ' a c t i v i t é oérique, oaructér l sée par ua. maximum qia 1 o« manifeste à la au-A t r ié» 

m» journée tout oonm« dans l e ons de l ' a l d r i n e . 

Le chlord&ne (l ,B,4,5,6,7,6,8-octael&Qra-£,3,8a,4,7,?a-hexahydre-.4, 

7-méthenoindène), l e d l e ld r lne U , £ , * ,4 , l0 ,10-hexachloyo-6,?-épaxy-l ,4 ,4a,5 , 

6,7,8,tiA-octahydro-l,4,5,8-dijnéthanonaphtalenej e t l e vjl! (8,a-bis-p?iracriilaro~ 

p h é n y l - l , l , l - t r i a h l o r é t h a n e ) sont assez a c t i f s h ee point do TU©, OetHradarit, 

l ' hep taohlore ( l ,4 ,5 t ô ( 7,8 ,8-haptaoMora-^ ,4 ,7 f 7a- té t rahydra-4 t 7«H^thanolndène) 

1'nexaohlorobenzène (l t2,:b,4,5 t6-aexaohloroben3Eene) e t l e llndane ( 1 , 2 , 5 , 4 , 5 , 6 -

hexaehlorooyolohexa.no) sont t rès peu a c t i f s à co r>oint de vue. 

ttawicine, Mendel et :<i8hlkawara (71) a in s i que Miihlbock e t Kauftaann 

(121) ont déaontré que l e taux d 'a t s t lv i té des eetérusec sériques diminua à l a 

s u i t e d 'adrainletrat ion de thyroxlne. Noue noue «oramae donc nropoeétd'étuilier 

l ' e f f e t de l ' a l d r i n e eur le taux -le recouvrement le l ' a c t i v i t é eet^raelque 

chez l e s rate thyroxinés . 

Deux grouoea d'animaux oompoaéE A® ^ i * individus chacun, ont requ 

0.4 rag par kllocraraza« fle nolds de thyroxlne en inject ion aoua-outunee durant 

t r o io jours* k. co t rols ièr .e Jour, noue .ivxis udralnicfcré ..0 rtg d 'u ldr lna par 

kilogramme de poids pur voie orale aux ani AUX l'un de «es r-rmipes. 

t ' a n a l y s e du tableau I I I démontre que l ' u l d r i n e &u*.j>mte In taux de 

régénérat ion de 1* es té ruse tarie.'.e chez X&B HIJ1. au;i thyroxlne» manifestant 

http://hexaehlorooyolohexa.no
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Effet de l 'aldrine sur l e taux de régénération «1© 1»nativité eetérasloue à 
la suite d'un traitement à la thyroxine. 

Groupes Pourcentage de l ' a c t i v i t é eetérasique 
par rapport aux témoins 

Première Journée Troisième Journée 

rats tnyroxinés 70 t 8.7 95 î 3.1 
seulement 

rats tliyroxlaés 59 t S.2 104 î 3,1 
t ra i t é s * l 'a ldrine 

rats nonaaux 104 t 3 .5 110 t ".4 
t ra i t é s à l 'a ldr ine 

une a c t i v i t é eatéraelqiM* réduite à la culte de ce t r a i t e œ a t . .u départ, à 

la uuite du traitement à la thyroxine, l e taux d'act ivi té a passé ù soixante-

dix pourceat. À 1A première Journée faisant culte à l'administration d'aldrine, 

l e pourcentage d 'act iv i té esteras!-' ue é ta i t remonté â Roixante-seisM* poureent 

chez l e s thyroxinés seulement, tandis que chez l e s aaiîiaux trai tés à la thyro­

xine e t à l 'a ldr lne , 11 é t a i t passé à quatre-vingt neuf. Le aurne décalage 

s'observe à la troisième Journée. De plue, on neut ajouter que l e taux d'aug­

mentation d'estér&ees eériquue est beaucoup plue rapides ohoz l e s art'piîmx thy-

roxinés que ohea l e s animaux normaux â la «suit© d'une injection d'jlrtrine. 

XI seablo donc que la thyroxlae sens ib i l i se l e s rats ù l 'act ion de l 'aldrine 

du moins tant qu'à la propriété que poswède ce toxique d'augmenter l e taux des 

estérasée sériquas. 
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D.- ÀOTIOR ai L'AXDHINK m\ VHGEIVUIUOLJU •: ?uw & a ; CV.OHIX^ 

ROUGET. 

Nous avonu vu que l 'a ldrine et l«a hydrocarbures chlorés 0Miat(3U9-

aent apparenté» possèdent certains»» propriétés caractéristique© des poitaona 

névrotique». I l a déjà été prouvé que l e DiiiT n'inhibe pa» l ' a c t i v i t é de 

l 'aoétyloholinestéraee. Cependant, 1» sieste rechercha n'avait pne été effec­

tuée dana l e cas de l ' a ldr lne . 

â.u coure de ces expériences, nous *tvone déterminé l ' a c t i v i t é aeétyl-

ehollnestéraalnue des globules roulée à l'aide» dm l a méthode manoraétrlque de 

rtarburg. Lee mes ares ont été conduite» en présence de tampon bicarbonate 

0.0&4M à pli 7 .4, auquel noue avuns ajouté du chlorure de sodium et hi chlo­

rure de magnésium en o&.centrations f inales de O.l&i et 0.E5M respectivement. 

Uana tous lea cas , l e volume final du liquide réaotlorm®! a ét<C porté ù 4 a l . 

La concentration des substrats, aeétylencline et aoétyly^-méthyloholine, a 

été arrêtée à 0.0?.;. 

Le sang des animaux a été recue i l l i par nonotiot cardiaque, ^près 

sentrifugatlon, lea cel lule» ont été lavéee fcroie foie n présence 4e solution 

auxine pnyBiologique, puis auspendues dans deux foi» leur volume i n i t i a l , ,iu 

coure de toute» lee expérieno^B subséquentes, 0.8 ml l« cette suspension de 

globulea rougee a été mie en oeuvre. 

donne lea globules rousses sont capable» d'adeorber l e COg l ibéra, 

noua avons oaloulé la facteur de rétention du gaz carbonique sur l e s globules 

rouges. Pour oe fa ire , noue avoua ajouté de» quantités croissantes d'^cld© 

ohlCtfhydSfique O.OlM dans des flaeone de %rburg qui, dans une série d'expé-

rienCea, contenaient 0.8 ml de la suspension de globules routes et dana l 'autre 

série» pa». 
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Figure 10 
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tdaorotlon du gaz oarbonlfjuw sur le» globule*;* r.;u,:i»B an fonction du volume 
d'ijGl 0.01N ajouté* En tiboi»»,»: voluwoe d 'ac ide ajout >o. n ordonna©, u\ 
4e 00g l i b é r é e . Courbe 1, «ans globuleo rati^eis. Sourbe 8, avec globules 
rouges. 

* l'exaEion de la ïhws lu, on îxsut eo'ictutfir quu lu courba 4'vi~ 

fiorption du ®&s earfooaiqu® e U r lm global*»* raugee eut l i n é a i r e ofc que e 

jtfym foetaux de c o r r e c t i f r>*ut ê t r e in t rodu i t dana lea * d o u U , qufllqu* 
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eo l t la quantité de gax l ibéré . j£n présence de O.tt a l d'une suspension de 

globules rouges, l e pourcentage moyen de rétention «et de 17.7 poureent. 

Noua avons doao corrigé toutes las valeurs subséquentes à l 'a ide de oe 

facteur. 

La ré&otioa d'hydrolyse de l'acotylcnollfae en de. l'ucv'tyl j9-métkyl.» 

eholiac dans nos oondlti ,ns expérimentales es t directeiasnt proportionnelle au 

temps et à la quaatité d'enzyme nia en oeuvre, et ce, dans d'assez larges limitée. 

1 , - Jîffet d'une doue u lque d'aldrin© administrée par vole orale sur 

l ' a e t i v l t é aoétylcholinestérasiquti de» globules rouges* 

Afin de vér i f i er l ' e f f e t de l 'a ldrlne sur l ' a c t i v i t é aoétyloholines-

téreslque des globules rouges, nous t.vona administré 80 mg par <11J de oe 

toxique par voie orale à alx animaux, tandis que s ix autres ont servi de témoins, 

t&EUUU IV 

Kffet d'une dose unique d'aldrlne administrée par vole orale sur l ' a c t i v i t é 
aeétylcholinestérafiique des globules rouges» 

(troupes Activité enzyinatique 

témoins 

traités 

aeétyloholine 
0Oe libéré 

112.7 

120.7 

aeétyl ^-raéthyloholine 
C02 l ibéré 

S5.7 

y i .o 

L'act iv i té aoétyioholitjestérasique a été dtftemlnée à c© niveau quatre Jours 

plus tard en présence â'acétylehollne et d'aoétyl (J-méthyloholine. 



- 80 -

Ccesse on peut l e consta ter a l'examen flu tableau TV, l ' a l d r i n e 

n 'exerce sûrement pas une aotion i n h l b l t r i o e »ur l ' a c t i v i t é «tcétylchollnee-

téraelque dee «lobules rouge*. Bien au con t ra i re , l e tooclque alignent© fa i -

bl&.ent l e taux d ' a c t i v i t é . Jour»*» 11 ii© n ' ag i t là que 'l'une augmentation 

t r è s t t ln i re , ent re 106 e t 107 pourcent selon le subs t r a t , e l l e eet c e r t a i ­

ne/rient dénuée de toute importance physiologique. 

2 . - o-ffet de l ' a l d r i n e incorporée dans la i l è t e A rolson de 76 pa r t i e s 

par mi l l ion sur l ' a c t i v i t é aeétylcholirusatémsique dee globules rougee. 

Noue avons étudié l ' a c t i o n ne l ' a l d r i n o incorporée dans 1% d iè te à 

raison de 75 p a r t i e s par mi l l ion sur l ' u c t i v i t é 'îcétylcholineet^rfieloua dee 

globules rougee, déterminée en présence d ' ao« ty le lo l lne e t d 'ao4tyl-û-méthyl-

c bol l u e . Mx animaux ont é té soumis à ce régime durant deux cent dix jours . 

Lee résu l t a te obtenus sont consignée dane l e tableau V. 

Kffet de l ' a l d r i n e incorporée dane la d iè t e à raison de 75 pa r t i e s par mil l ion 
sur l ' a c t i v i t é acétylchol ineetéraeique des globules rougee. 

Groupe» a c t i v i t é en«yua t ique 

aoétyl W-^éthylcholin© 
%v l ibéré 

89.1 

87.1 

Lu t r è e fa ib le augmentation d ' a c t i v i t é <:<« noue a - r i «.*•< pu orolr» 

déoelét: au coure de l 'expéritmcn précédent© n'u p-xn '»t« r é t r o nr e et;e*s le» 

témoins 

traité* 

ao«tylohollne 
G0a libéré 

110.2 

107.4 
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animaux soumis & une lente intoxloation. Cependant, 11 es t certainement 

parais de conclure que l*aldrlnu n'exerce aucune Influence nr©fonde sur 

l ' a c t i v i t é aoétylohollnestérasique des globules rouges «hea 1» rat . 

S— ACTION DE L'ALUhllk: :.UH L* GHOLIN -JOTEKAiSlt OU tmm. 

Ainsi que nous l»avons vu plue tô t , Mawkins, Slenflel et Nishikawara 

(72) a ins i que Ftâhlbock e t Kaufoiann (121) ont démontré que l e s eatér&ses du 

sérum pouvaient varier 8<mv l*influenoe thyroïdienne. D'un autre côté, nous 

avons vu que l 'a ldrlne accélère l e taux de régénération de l'enxyme aérique 

à la suite d»injections de tnyroxino. I l nous a donc semblé Intéressant de 

véri f ier s i l'aldrinw modifiait l e taux d'act ivi té de la eholinoetérase du 

sérum* L'act ivité en zyma tique a été assurée roanomé t r i que» nt en présence de 

benzoylcholiua à concentration de 0.006M en solution tafiipomés au blonrbonate 

& pïl 7.4 et à concentration de 0.Q34&I. Le volume réactioimel a été arrêté à 

4 a l e t l e terme :e l e réaction à 60 minutée. Le sang a été recuei l l i par 

ponction cardiaque et après c^ntrifugatlon, 0.6 rai de sérum a été mis en 

oeuvre. Dans ces conditions expérimentales, la réaction d'hydrolyse de la 

beMKjylenoline é t a i t tirecteasnt proportionnelle au terre, entre 10 et 90 

minutes, et à la quantité d'enzyme entre 0.8 et 1.0 rai de plasma. 

TABUUU VI 

Action de l 'aldrlne sur la cholineatérase du sérum. 

Groupes ac t iv i té enssjraaatique 
C0S l ibéré 

ÛJL par heure) 

témoiuu 78.9 

tra i té» ?6.5 
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A s ix rats , noue aven* Injecté SO ra« par kilogramme de poids d'a l -

drine par voie orale, tandis que s ix autres uni :aux ont constitué lt- groupe 

de témoins, A la quatrième Journée, noue avons mesuré l ' a c t i v i t é choîlnes-

térasiquo onea l e s deux groupes l'animaux. ^Uexamea du tableau VI, noua 

pouvons conatatar ^ue l 'a ldrine ne codif ie en rien l ' a c t i v i t é oaollneetéra-

•ique du sérum chez l e r a t . I,n fa ib le réduction d'act iv i té de tro is pour-

cent s ' e s t avérée sans valeur s igni f icat ive à l 'analyse s tat i s t ique . 

De plus, à la suite d'une injection d'aldrine de £0 mg par k i lo ­

gramme, nous avons déterminé l ' a c t i v i t é enzyaatique Je la première « la qua-

trl&sae journée Inclusivement. Durant cette période, le pouvoir ahollr.eetéra-

aique du sérum es t demeuré constant. I l es t donc permis de conclure nue l ' a l ­

drine n'exerce aucun e f f e t sur la chalinestérase sérlque. 

La *6xm des rata contient une esteras© capable i'hydrolyser l e s 

glyeérides. XI devenait Intéressant d'étudier l ' a o t i m d e l 'aldrine sur cette 

a l l es térase , en présence de triaoétlna. La mesure de l ' a c t i v i t é enzymatique 

fut déterminée dans l 'appareil de Varburg en solution tamponnés au bicarbonate 

à pli 7 .4. La concentration final** du cubstrwt *t éV- arrêtée â O.QOSU et 1® 

volume réaotlonnel à 4 ml. Le volume Je sérias >U< on o< uvre a &,é de 0.08 ml. 

Cette réaction est directement proportionnelle au totnp» dane les l i n i t e s de 

90 minutes e t à la quantité d'enzyme entre 0.01 e t 0.0a ml de aéruo. 

A s ix animaux, nous avons administré SO cig par Icllogramtie i© poids 

par vole orale , tandis qu'un nombre éml d'animaux constituaient 1© groupe 

de témoins. L'act ivi té ena®rmatlque a été déterminée à la quatrième jonrné© 

suivant l 'administration. 

http://lr.ee
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TAHL1SAU VII 

AOtlon de l ' a l d r l n e BUT l ' a l i e s t é r a s e du sérum 

-vOtivit'.) enzjnatique 
COs l i bé ré Û.1 PAT heure) 

Première expérience Jeuxi&ae expérience 

64.4 + £.4 65.5 ± 7.4 

91.6 Î 4 . 5 84.6 Î 7 . 5 

J-KUB l ee deux ou», l ' c i d r t n e a.u#aent© l e taux d ' u e t i v l t c d« l ' u l i -

ea térase du eérun 4 La i„uutri«a« joarnée <jul s u i t son administrât Ion. L'stug-

nentat ion d ' a c t i v i t é léoelée eu ^réeenoe de t r l a e é t i n e es t d'un ordT& du 

grandeur en tout ojap&rucle À c e l l e qui ee retrouve en présence d<* phéayl-

bensoate. 

G . - înw52 IJÙA PLj:r,r>u- :m . IÉML :VLH I . >iKvac..7: j'iLaurno^iORv?;: 

iiawki:.*», iiendel e t i.lslnkuwara (71) ont démontré que lu Urainutlon 

du taux de thyroxine qui rôau l t e d'une thyroïdeototsl© JU d« l 'udrdnlo t ration 

de th iouruoi l e s t aooofâpaguéa d'une suoaenttitlon de l ' a c t i v i t é oholinewt^i^-

al que du plaeaa . XuTrereeraaut, l ' i n j e c t i o n de thyroxine r e l u i t la oôn© Act ivi té . 

iious avuiiB constaté égala ient <iue l u tityroxine lirainue tout Minai bien l e taux 

d ' a c t i v i t é de l*e*téiuta& non ,<•pacifique du plaeiau. .i lu cu i te d'une hypophy-

seetosiie, le- t&ux d«e onolineetérueee e^riquci.. au^àonte, ra&iis choz lee uni .nu* 

a i n s i t r a i t é e , l ' iAjeatioai de tty-roxlae diwlnue ce t t e ao t iv l t ô se r loti « ô un 

«aux )>lut» bac <£te lu aonasile. ^ i n a i , i'hypopnyee «<: jouerwit pas u:s rô le 

Groupes 

témoin» 

traitée 
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essent ie l ouïs bien la thyroïde.( 7£}. 

Levln s t Leathem (101) ont démontré que l'hypophysectonile afcuii»ae 

la teneur du se rua en au fraction albumine et nugrneute la quantité do g lo­

buline. Tout comme dans l e eaa de la eholineetôrase, l'administration de 

thyroxlne ohes l a s animaux a ins i traitée prévient l'augmentation du taux 

de globuline* ijafin, la thyroïdectonie au^siente la teneur du sérum en 

globuline. 

XI a été démontré que la chaLineetéraa© tu sérum est contenu© dans 

la fraction globuline alpha (160). Ces résultats ont e t confirmés par 

Kefcwiok et ses collaborateurs (8*0 tout aussi bien pour l a eholineetérase 

que pour l ' e s té rase non spécifique. t,nif?n, nms avons vu précédea-aent que 

l 'a ldrlne augmente l e taux de régénération de l'enzyme qui ;. été au préalable 

abaissé par la thyroxine. I l se pouvait done que l'augmentation des ac t iv i t é s 

estéraaiques due. à l 'a ldr ine s'accompagne ou s o i t l e résultat d'une augmen­

tation de la globuline alpha dans l e séruta puisque l e s deux phénomènes, aug­

mentation d'act iv i té eetérasique et augmentation de l'alpha globuline, sem­

blent devoir être contrôlés par l e s osmes facteurs. Nous avons donc vér i f ie 

s i , à la suite d'uno adraini ;tratioa d'aldrine, l 'é lévation di taux t 'act ivi té 

é t a i t aecoKpagnée d'une même élévation du taux des globullnos aloha. 

A cet te f in , la proportion relative des différantes fractions pro-

té iniques du eérum a été déterminée par la méthode d'éleotrophorese sur papier 

selon la méthode décrite par J&uikel et Tiséliua.(We). Les analysera éleotro-

phorétiques ont été conduites durant dix»huit heures on tampon véroaal à pli 

8.Û à l ' a ide d'un appareil Elphor H. «.uouu© correction n'a été apportés pour 

l e s déplacements des fractions du* à l'électro-o&raoBe. Lee papier© ont été 

coloré» â l'Amidaeonwart» lo B et l 'excès ûe colorant a éU lavé dans un 
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Mélange d«alcool «éthylique-aoide acétique glaoial à 9 peur 1, puis, la 

denelté optique de» différentes fnuotlona protéiniquee répartie» sur l e 

papier a été éterminée selon la méthode de Ciraseman et Uannig. (67). 

Afin de diminuer l ' ind ice de réfraction, l e s papiers ont été trempés dans 

de 1'huile à iameraion puis placée «ntre doux lamelles de polyéthylène. 

L'électropnotoaàtre servant aux neeure» de densité optique est suraonté d'­

un veraier avec cran d'arrêt avançant de 1 im à lu f o l s , s i bien qu'une 

leoture de dsasité optique a été iwise i tous ose intervalle». 

<xfln d'apprécier quantitativement l e s variatia & possibles ohez 

l es animaux t ra i t é s à l 'a ldrtne , nous avons d'abord recherché la densité 

optique des différentes fractions d'un marna aéxua quand ce lu i -c i est appli­

qué sur l e papier f i l t r e en quantités oroiséantee, s o i t ê, 8 , e t 10 micro-

l i t r e s . Les résultats obtenus sont représentés dane la figure suivante ( F i g . l l ) . 

Sous pouvons constut®r qu' i l es t possible d'nppréeier, avec une cer­

taine préeision, la teneur eu protéines du sérum aussi bien que la teneur 

relat ive des différentes fraetlons entre e l l e s , à l 'exception de l e globu-

l lne gagna* • Oeci es t en accord avec d'autres travaux, a savoir que cette der­

nière fraction e s t la plus d i f f i c i l e & évaluer. Cependant, l a l o i de Béer 

ne s'applique p a intégralement dans la rassure de la densité ontique des 

autres fraetlons a ins i que l 'ont démontré Crook et ses collaborateurs. (SOâ). 

Une correction doit être apportée, ikaxa l e «as dé mesure» r»lativea, canne 

o'eet l e cas i c i , la lenelté optique peut être rapportée directement sur l e 

graphique sans eorreetion subeéquente. Ifn e f f e t , i l est possible l'évaluer 

l e s différences entre lea volumes appliqués sur l é papier f i l t re de 6 â 10 

Biierolitres, {fis* ! !•)• 
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f i g u r e 11 

J é t e r a i n a t i o n de l-i d a t t t i ï é on %\ -fue des d lî*î"érenf«( f r é t i o n s iïu s<5rum 
déposées «ur l e p a n i e r en q u a n t i t é » o r o l t s a u t e » , de haut eu buK .« r 
l a f i g u r e , 10 , 8 o t 6 P i l o r o l l t r e s . in i»b!li*oe: déplaeoraent des fr«-.c-
t i o n e Bur l e T«inier (ma . ita ordonnée: d e n s i t é or>tin.>© ~*i 100. 

A l , r ' i d e il'.- cotVj ' i thodb, n..'Uî. tiv-aii. ' -Utile )•> friras îl I", ion Î i t s 

t r d t é c '* l ' a l d r i n e <juu*r« j o u r s •. "in*»' > "»xi'iln1 Ptr t1r>n du toxior.e à r a i s o n 

de 45 rag p a r dlogreuara» do oolds* Lei r-éeultwt* de c e t ta ana ly se son t r e ­

p r é s e n t é s dans 1M f i g u r e 12 , Moue TXWIVSTO» e a m t t t w rj-io 1 > tn - i t e -aen t à 

l ' a l d r i n e ne modi f ie en r i e n 1? dewoin é l « o t r o p i i o r é t l n u e du sérum, « t o u t 

l ô zaoins à l a t fw . i t r l«e journée qui miil l e t r u i t m e n t . I l eu va de rvAie 
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& la trolulàtue Journée. De nlu«, chez dee rute qui mt r*'„u le l»«4l.îplne 

dans la t iè te à r a i» .» de 75 p.p.ia. depule i^M.:o de i:8 JOUTP Ju»qu'\ la 

t r en te -hu l t i à^e namuine, auoun ok-in ,<i.i.?it n 'a ôgalom nt pu êtrv déeel . 

f igure 12 

analyse élootrophorét Lo® du sérum chez des . \ t s normaux (en 
l igne continue) e t ehea dea ra ta t n i t é a à. l ' a l d r i n e (en l igne 
p o i n t i l l é s ) à puieon âe 45 CK, a i r ScilogrufiuA» îu -joiU' :»;• voie 
ore.i-i. un ûbcleee: déolstoeMenta <ies fraction» sur 1« pHDiér 
(rata), lin or<i)nn^e: clonwité antique A. 100. 

ikinei 1o io, l'au^taeatMtion «Su ttiux d ' a c t i v i t é de?-: «•• torasus Bori­

ques consécutif à l 'a- lmlnls t rut ion de l 'a ldrim» ne ««Pil'le ?HB l iée à un© 

augiaenU-ition p a r a l l è l e cie i_t t®n@ur an tilobuline -ti pûa ni aucune ies-> autres 

f r a c t i ^ i a , bien nue l'fônayjae eoi t o >ûteau LMIO lu t>actian ^lobuline il:iha. 
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AU oour» du présent ehapltre, i l a pu être démontré que l 'a ldrlne 

et autres hydrooarburea ohlorés ohiniquement apparentée proposaient une 

augmentation du taux d 'act iv i té de l 'est^rase sérlque aon cpécifioiuo. Ce 

phénomène peut être nrovoqué t»»r administration d'uae dose unique ;m par 

administration continue du toxique, JMEUS ce «Sentier cas, la courbe d'au g» 

mentation a t t e in t asses rapidement un pal ier . Tout se passe donc corane ei 

l'animal s'adaptait au toxique* iïi l 'on injecte des doses léthalee d'aldri-

Mjdana l'heure qui précède la xiort. la courbe d'act ivité augmente en flftehe. 

I l n'y a cependant aucune relation directe entre leit deux phénomènes. 

L'aldrlne exerce une action taurquée sur le taux de régénération des 

eatérases sériques à la suite d'un abaissement de oe dernier pur in thyroxine, 

e t inversement, l a thyroxine aenalbilitie l'animal à l 'ac t ion de l 'a ldrlne, eu 

égard à la propriété que possède oe dernier composé d'augmenter le taux des 

estérasée sérirues. 

Cependant, malgré la relation qui existe entre l e s teneurs sériquee 

en esté rase et en globullne alpha, ISB deux étant sous l e contrôle de la thy­

roïde, i l n'y a pas de variation paral lè le des deux composant» h la eu itc 

d'administration d'aldrine. 

Par a i l l e u r s , l 'a ldrlne n'exerce OSLB d'effet inhibiteur cur l 'aoé-

tylohollnestérnse des globules rouges. Bien qu» 1© fonction le l'onaywe à 

oe niveau ne so i t pas clalr«ta«at é tabl ie , cette eor.atatiro norm«t d'écarter 

provisoirement la poss ibi l i té d'une action tmti-cholinfiBtérffielQue d® l ' a l d r l ­

ne. ùe plus, ce composé u'iajfluenoe en rien h-, ot.ol ineetérase du se ruai» 
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RKOiiEROHE LJUK L ' j JK.^û iaOi i i J ' A C T I O N riJTHE LK*. HYWOCrt.HflUïùTi* CHLOREU 

ET um pmuvB&'sm OIKUNKVKQ 

AU cours du chapi t re précédent, noue avons pu démontrer que certain» 

hydrocarbures chlorés provoquent une augmentation d ' a c t i v i t é des estera«sa 

aériquee en présence de t r l a c é t i n e e t de phénylbenzoate. Far a i l l e u r s , 11 

a é té a l a en évldenoe que l e s phosohatee organique» peuvent ae combiner avec 

dea protéine» du aérum formant b ina i un complexe qui le» empêche de réagir 

subséqueauaent avec l e s oholineetéraeeu. De plue, -^ldridge {1} a soupçonné 

l ' e x i s t e n c e d'une es te ras» capable d'Uydrolyser l e s phosphates organiques 

à un taux relat ivement élevé* A. cause de ces d i f férentes raison* 11 nous 

a semblé in té ressan t de rechercher a l l ' a l d r i n e pouvait modifier de quelque 

façon l ' a c t i o n toxique dea phosphates organiques, lorsque l e premier composé 

é t a i t administré quatre jours 4 l ' avance . 

La t o x i c i t é des composé» à l ' é t u d e >i été ï4finie aelou leur dose 

LDBQ. .tu ooura de ces expériences, l e s r a t s ont é té r é p a r t i s en groupes de 

cinquante, r é p a r t i t i o n f a i t e au hasard selon l e c r i t è r e de poids . Les r a t a , 

t an t raales que femelles, n ' on t é té soumis à aucun Jeûne e t l e s toxiques an 

solut ion dans l ' h u i l e de saaïe leur ont êtv administrés ;»r voie orale* Le 

c r i t è r e de eurvie après s ix jours noue a nermia d ' é t a b l i r la dose I^gQ» 

selon l a iséthode de Miller e t Ta in t e r . (120). 

au dépar t , i l s ' a g l e s a i t de déterminer la dose LD^ de o^oua dea 

toxiques administrés séparément, «.insi fut f a i t pour l ' a l d r i n e , deux v a r i é ­

t é s de parathion (var ié té d i t e technique contenant 98 pourcent de ; af^thlon 
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at la variété oanueralale vendus eous lo nom d'énulalon oontenant 85.9 pour-

eant de paratblon, 10 pauroant d a t i o n 0-1256 at 64.1 ssoureent d'Peleo Hi-

eolo . ) L& variété do parathlon eoua foTma d'érauleiozi e'o&t avér4» d'ueage 

plua faalle at noii a dangereux. »tlnBl, l'nvone-nous employée j*tveo avantage 

au cours de ces recherchée puisque par a i l l e u r s , aee e f fe ts toxiquee août 

baaiquonent lac mêmes que ceux que provoque le psmithion â 98 pauroant. 

Détermination de» dose» L:>5Q de l 'aldrlna roerlatulîiBée et 3u pur»; thi on 
administrée par voie orale ehe» l e rat . 

Toxiquea 

«ldrlne recr lata l l laée 

Parathion £, 98 pouroent 

Parathian-éBmlaion 

^ 5 0 l m 

Mâlea 

60.0 î 2.4 

9.0 • 0.7 

6.4 - 0.4 

g/kg) 

Femelleo 

56.8 

S. 6 

8.6 

î 8.0 

î O.S 

î 0.2 

Les résulta te que noue avons obtenue «ont consignés -lana le ta­

bleau VIII. Noue pouvons constater que l'al&rlne offre la morne toxicité 

tant ahez l e Mâle que ohea la ftaiw*lle, l't.r a i l l eurs , l e •l'iratliion est 

beauoeup olue toxique oour la feue11a que pour la maie. Nous «vos» vu 

que eet te différence tenait en ce que ohez la f orne l i e le r>arathion ent 

transformé plue mpidaaeiit en un cocuoeé «ntioholluestera.eieu» au niveau 

du f o i e , ék* plu,», on©» l e s deux sexes, l o parathlon ont eauuisaup !>1MS 

toxique «au» tasm d'éiBulalon, probnbleuont parce qu' i l eet «haorbé r-lue 

faoll«taent. 
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D'uLDHÎNE. 

Avaat de paeeer à l ' é t u d e de la tox ic i t é -lu ^aratMon ù IJ. r u i t e 

d»ua trai tement à l ' a l d r l n e , i l convenait de v é r i f i e r ai le» deux toxiques 

administrés simultanément conservaient l eurs proprié tés u sue l l e s . L ' a i -

drl&e n 'exerce aucun e f fe t protecteur l o r s q u ' i l ©et ad» iu i s t ré \ l 'imimal 

en même tempe que l e parathion. Ln recherche de 1 i tox ic i t é des deux to ­

xiques mélangés en /iroportian var iable présenta i t un cer ta in I n t ô r ê t . Noue 

avons donc préparé ces né langée do composition var iab le . t lee -ivoae .t'mi­

n i s t r e s par voie o r a l e , ~l l ' on compare lee r é su l t a t s obtenue avec ceux 

Détermination de la dose LÛQQ des aélangas d'uldrinw et de parathion de 
composition centésimale v a r i a b l e . Conparaieon entre la valeur calculée 
e t l a valeur trouvée expéricujritule;aent. 

Composition des mélanges LDgQ des Mélanges Img/'tcg) 

Poureent de 
parathion 

100 
80 
60 
40 
20 

0 

que l ' o n peut prédire par l e calcul théorique d«> la t o x i o i t î de» nél.u.-< s, 

on peut consta ter que la différence entre la Jooe L-'gQ calculé© e t détermi­

née expérimentalement e^t t rèb p e t i t e . A l'examen du t ibleau 1A, ce fu i t 

Pourceut 
d'aldrine 

0 
20 
40 
60 
80 
100 

Valeur 
calculée 

*•>•» 

3.ZÎQ.S 
4.210.2 
6.1t 0.2 
11.0 ±0.4 

M>M» 

Valeur 
trouvée 

8.6*0.1 
t.0*0.2 
4.6+0.2 
7.610.5 
14.2 10.5 
58.» 12.'. 
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apparaît 4vidant, fin a f fe t , an variant la pourcentage du jaélunge toxique 

aldrine-paru talon, noua n'avouu pu détecter de ^mudus variutionn antre la. 

dose LLgo d e B «éleoigaa, c*ilouléo aelon caiith (ISS) et la doae LD$Q trouvé© 

expérirtentalamont. Noua pouvon» àono oonolure que l'administration altaul-

tané© des toxiques à l 'anloal na ohanga pas d« façon s igni f icat ive leurs 

propriété a phanaacologiques fondais» utalest une faible -liffOrence s ign i f i ­

cative â l 'analyse s tat i s t ique n'a été trouvée qu'entra le© deux derniers 

Mélangea (tableau UL). 

B— ACTION Piior̂ oTM :i:.; *,u w ui.i&im YXO-A-VW W J^UÏMION. 

Certaine hydrocarbures chlores caueent une au^entution du taux d'ac­

t i v i t é daa eatéraaee sérique», notamment de 1*alleutéraso, .inal «fu© nous 

l'avons démontré au ohaoitra précédent. Gett© augmentation es t caractéri­

sée par un aaxiatuœ d'act iv i té qui aat at te int aux environs de la quatrième 

journée suivant l'administration d'une dos* unique du toxique. Nous ivons 

choisi d'udainlatrer l e parathion à la quatrième journée qui avivait l 'ad-

«lniatrat len de l 'a ldr ine af in de rechercher l 'act ion protectrice possible 

de oe dernier composé. Par lu B i t e , uoua avona compara la valeur d» la 

dosa LDfQ 9h»% l a s animaux témoins e t ehe» laa animu* qui avalent roqu l a 

moitié d'une cioee Li>«jQ d'uldrina, aolt bO mg par i-illogramiau do poid», quatre 

jours plus t ô t . Laa résultats obtenu «ont cou» igné a dtwut l e table iu X. 

11 est évident que la moitié d'une doae U)QQ adiainlfitrée quatre 

jours au préalable protège l'animal d'une façon très nette via-à-vi» de 

l 'ac t ion toxique du parathlon. Cette action protectrice B® manifeste tant 

chez l e mâle que enaa la femelle et l e rapport d« la toxic i té du trai té au 



témoin avoisine 7 dans tous les uae. 

T<iiii.,;vjj 

motion protectrice de l'aldrlne via-à-^ie du parathion 

Groupe» 

Mêlée 
détermination 1 
détermination S 

F—ellee 
détermination 1 
détermination £ 

L*>50 
parathion aeul 

5.1Î0.4 
6.4 ±0.4 

2.6* O.S 

a.oto.a 

LD50 
parathion • aldrlne 

4 jours au préalable 
B 

5 5 . 9 î 1.9 
4 3 . 9 1 8 . 1 

1 9 . 0 * 1 . 2 
82 .5 Î1 .K 

l'apport 

7.0 
6.7 

7.S 
" .S 

Noue ^vons répété oea expériences an a<kiiJiiatrunt ce t t e fois le 

parathion aoue forme d« parathion d i t technique à 98 pouroent. Tant chea 

l e mâle que chez la fami l le , le rapport de la tox lo i t é du tr&lté uu témoin 

s ' e s t avér4 l e aetae, c ' e s t - à - d i r e t r è s voisin de 7. -e plue, nous avons r e ­

trouvé l a aésae ac t ion p r o t e c t r i c e s i l e parathion es t administré par voie 

in t rapér i tonéa le e t l e rapport de. l a t ox i c i t é du t m i t é au tSnoin é t i i t de 7, 

motion p ro t ec t r i ce de l ' a l d r l n e à ra ison de un quart de* la dose I-'go v i s - à -
v i s du oara th ion . 

Groupée 

Mâles 
Femelle» 

LD80 
parathion seul 

5 .11 0.4 
s.oio.a 

LDQQ 

pu ra thlonwildr In e 
4 Jours au préalable 

B 

80.6 £ 3 . 1 
7 . H 0 . 5 

Rapport 

4 .0 
S.4 

Ua second l i e u , nous avants reaherché la m&im uct ion irotectrie© de 

l ' a l d r l n e , mais au l i e u d 'administrer 50 mg p , t r Kilogramme d<* .< ddn du toxique 
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noua avon» cette foie administre 15 mg par voie orale, oe qui constitue l e 

quart d'une dose LQJJQ* 

Noua pouvons oonatater (tableau XI) que l 'uldrine injectée à rai ­

son de 15 ag par kllogroraue de p^ida, esoit un quart da la dos© L'JÇQ, protège 

encore l ' a n l m l contre lee effet» toxiques du paratnion. Cependant, l e degré 

de protection offert eet aoindre surtout chez la femelle. Noue ne sauriens expH-

quer présentement cet te différence. Cependant, chez l e m i e , nous pouvons 

dire que le degré de protection eet grooisièretaent monortlonnel \ ) i dose 

d'aldriae injectée quatre Jour© au préalable. 

C - ^ZCVM .'«OTaCrMCi: t OLI;. hw . ,b {/T ')7< Ll.i"»u»li- VI . - '^VL» DU 

P^iwTIilUN. 

AU coure de cee expériences, noua avone voulu véri f ier R1 l 'act ion 

protectrice de l 'a ldrine é t a i t un phénomène 11-ilté â ce dernier cooroosé ou 

bien s i d'autres hydrocarbures chlorés pouvaient exercer une actie» aiwiltxire. 

Aotlon protectrice du ehlordane et du lindane v i s - à - v i s lu paratnion. 

LX>50 Rapport 
parathioneagent protecteur IV,». 

4 Jours au préalable 
B 

3rcapes 

Chlordane 

Ll&dane 

^50 
paratnion seul 

A 

3.7*0.4 

2.1Î0.4 

S0 .1±1 .6 5.5 

8 . 0 Î 1 . 1 2 .5 

{tous noue aoesnes aone adressés 4 deux composés, l'un la o» 1 ->r lane qui «atisse 

une augmentation du taux d'act iv i té des estéraoee sérlques on tout ccraparïibl© 

à c e l l e qu« provoque l'aîArine, l 'autre , le lindane, qui est très peu act i f 
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à ce point de r u e . 1*M deux composés ont ét*î administrés qt;i-itr« Jours avant 

l e t rai tement au parathlon à raison d'une demi ioae LïïgQ, eolt respectivement 

200 ag e t 50 ag par kilogramme de so lda . 

I l r e s so r t de oee exp4rieneeu que le chlordane e t 1© llndane par ta ­

gent aveo l ' a l d r l n e la propr ié té de protéger l e s r a t s contre f a c t i o n toxique 

du parathlon, e t oe, uniqu«ment à l a quatrième Journée qui «wit leur adminis­

t r a t i on ( tableau a i ) . Cependant, i l es t bon de ejuligjaer que le îlndane no 

protège pas tout auaal bien contre un© dos© toxique du phoephato organique 

que l ' a l d r l n e e t l e ahlordane. 

û . - *<TÏIUN P/<aTi.û'îBIiJiL _/Ji L'/iLDRUiL Vl;:-.A-VIiJ ;Ai 'JV-TIUFrHYLT'YRO-

Le parathlon n ' e s t pas un inhib i teur les cholineetérases in vivo 

aa i s le devient après transforsoation au niveau du f o i e . ( 8 0 ) . YiB-à-vi» dti 

parathlon, l ' a l d r l n e au ra i t donc pu exercer une action p ro tec t r i ce en b lo­

quant sa transformation en un inh ib i teur a c t i f au niveau du f o i e . Noua a-

vona donc étudié l ' a c t i o n p ro t ec t r i ce de l ' a l d r l n e v i s - à - v i s du t é t r a é t h y l -

pyrophoephate qui , l u i , inhibe l ' aeé ty lcho l inee té raso in v i t r o et dont l ' a c ­

t ion toxique» ne dépend d'auouna trait a for? tut ion métabolique. 

Opérant dans des condit ions en tout «emblablea A col les décr i t es 

e i -hau t , noue avorta pu démontrer qu'après t r . i t taneat à l ' a l d r l n e quatre 

jours au p réa l ab l e , l e rapport do l i dose LD«Q ° f t e a 3-eB t r a i t é e A ce l l e des 

témoins e s t égale à 5.0, Le degré de pro tec t ion qu'offre l ' a l d r l n e v i s - à -

v i s du tétraéthylpyrophospiaite e© eempare donc '1 ce lu i trouvé v i s - à - v i s du 

par&thioa. 
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Ainsi, un inhibiteur de la oholinestérase in v i tro perd de sa toxi-

oité in vivo quand i l «et administré -uatre jour» anres l 'a ldr ine . L'effet 

proteoteur des hydrocarbures chloré» ne repose dono pas «sur l'inhibiticai d'une 

réaction laétabolique comme la transformation du parathlon en un inhibiteur 

a c t i f . IX a'agit bien au eoa traire d'un mécanisme T>1UB général, intéressant 

un inhibiteur in v i t ro de l'ao^tylcholineatérase, comme par exemple, 1© tétra-

é thylpyrophoepha t e . 

L'aLLriKK. 

L'ésérine, qui es t un inhibiteur bien connu des ehollnefltéraees in 

v i t ro , exeroe une action toxique violente chez lee mammifères. H devenait 

donc Intéressant de véri f ier e l l 'a ldrine pouvait protéger l 'anirai contre 

l 'act ion toxique de l ' é s é r i n e . Suivant l e protocole d'expérience déjà décrit , 

noua avons Injecté l 'a ldr ine quatre Jours avant l ' é sér ine . (îontralreraent à 

ce oui a déjà été trouvé dans l e cas des phosphatée organise» , le traiterant 

prophylactique & l 'a ldrine ne modifie on rien la toxic i té de l 'ésér lne chez 

l e rat. 

Bien qu*ll n'y a i t qu'un «aralléliBine entre l e taux élevé des «isttt-

rasee «érirues et l ' e f f e t proteoteur dû à l 'a ldr ine , i l nous a semblé inté­

ressant de déterminer l e taux d'act iv i té ert?rasimi« chez l e s rata intoxiqués 

au parathion avec et sans protection â l ' u l i r l n e . M mmthion et l 'a ldrine 

ont été administrés aux aalraaux nar voie orale Ù rai «en d'une >[«ai dose u ^ 
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et l ' a c t i v i t é eetéraalque du aérum u été déterminée à l 'a ide de la méthode 

ooloriaétrique de Oomccri. 

Etude comparée de l ' a a t i v l t é eetéraalque chez lee rata intoxiqué* au paruthion 
avec et sans tmitenent à l 'a ldr lne . 

Pourcentage de l ' a c t i v i t é eetérasique résiduelle 
Kats 

parathion aeul parathioa-faldrlne 

miea se.a s«. a 

femelles 36.9 47.6 

Lee résul tats que noua avons obtenue apnaralasent dans le tableau 

2111. Une» le» rats qui ont subi un traitement à l 'f . l irine quatre jours au 

préalable, l ' a c t i v i t é estéraaique est relativement plue élovée, et ce, de 

fa^on s igni f icat ive à l 'analyse s ta t i s t ique . Cependant, cette faible dif­

férence ne saurait expliquer l ' e f f e t protecteur du à l 'a ldr lne . 

Nous avoua pu é tabl i s que l 'aldrlne exerce une action protectrice 

dans l e eas d'empoisonnement au narathion, la toxioité de eo dernier oom-

posé pour l'organisme animal décroissant d'environ sept f o l s . Cependant, 

l 'act ion protectrice qu'exerce l 'nldrin» n« se manifeste qu'entre la tro i ­

sième et la quatrième journée, ce qui oo'incldo aveo l'augmentation maximum 

du taux des eetéraaes sériques que provoque cet hydrocarbure ohloré. %ia»d 

l 'a ldr lne et l e narathion sont administrée simultanément, l 'aldrlne n'exerce 

plus son e f fe t protecteur. ït« v\UBf â l u i e x i 8 t e qu'une f-iible différence 
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entre Isa va leur a dea doses Lûgg calculée» et trouvée» expéri lentale^ient 

pour &ee mélangea de proportion variable d'aldrlne ©i do parathion. Vout 

ae paaee oamm al lea deux oompoeéa exerçaient leur action toxique in/iépaa-

danrcient l 'un de l ' au tre . 

I l eat intéreaaant de comparer l e degré de protection que noua 

rapportona l o i avec quelques autree déjà oonnua. L'atropine augmente de 

deux à tro i s foie la tolérance de l'organisai© & l'égard du parathion (43) , 

l e buaeopan, de deux foie è l'étfard du parathion e t du TiiPP. (25). ~n trai­

teront combiné a la aoopolamine et au chlorure de taytolon offre le tiêrae ré­

sultat à l'égard du TÂPP. (108). knf Ln, JuBola et eee oollaboruteure (41) 

(42) ont pu d&oontrer que l 'éaérlne diminue la toxiolté dea phosphatée or­

ganiques en ae combinant préférantlel l scient avec l es onolinestorases. Le 

complexe enzyme-«aé r i ne a ins i formé ae dissocie ->l\:s rapidement que l e com­

plexe enayme-nhoephate organique, créant alitai une protection contre un in­

hibiteur plue puissant. 

L'action protectrice de l 'aldrine à l'égard dea effeta toxique» 

du parathion pouvait fort bien être duo à une inhibition de la tranaffor­

mation du parathion en un Inhibiteur act i f au niveau du foie puiaquo c'est 

ce dernier oui, en dernière analyse, inuotlv.4 lea eholiimatéranos. Ainsi 

ae aérait expliquée l 'ac t ion protectrice, ma la l 'aldrine protège é^leeiant 

l'organlame contre une dose toxiquo de TKPi' étfule à cinq fol» e& close LDgQ. 

Or, i l eat bien connu que l e TEPP Inhiba l ' a c t i v i t é cholineot^nalqua In 

v i tro et qu' i l exerce aea propriétéa toxiques in vivo aur cette baae aone 

subir de t raja af orra» tlon métabolique. I l eut donc évident que l e oao de 

protection rapporté l o i ropoee sur l ' inaot ivat ion ae l ' inhibi teur , Juiseunt 

l 'acétyloholineetéraaa l ibre d'aceotaplir non rôler phjsiol gique. 

Gobent le« hydrocarbure® ohlorén pauvont-lls protéger l 'or^niane 
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animal contre ua poiaon untieholineaténisityie? Ce ne sembla p&a en augsaen-

tant le taux d'activité de l'aoétyleftolineetéraee. j-ji effet, à la suite 

d'une injection d'aMrine, le vitesse d'hydrolyse de l'aoétylcbollne ou de 

l'aeétylN-néthyloAOline ne varie pee vu présence d'érytlirocytas provenant 

d'animaux traités à l'aldrine. D'ailleurs, s ' i l en était «tir.«si, l'&ldrine 

protégerait l'animal contre des àoeea d'éeérine dépassant sa doee LD^. 

Noua avons vu qu'il n'en était pus ainsi , l'hydrocarbure chloré ne codifiant 

en rien la toxicité de oe poieoa oatlchollnestéraslque» 

Le rôle physiologique des eetéraeee aériques n'eet pas clairement 

établi . Cependant, eu égard à la faible auflaentatien de leur taux d'activité 

à la suite d'une injection d'aldrine, i l eat peu probable que 1'augmenta*ion 

d'enzyme oireul&nt protège l'organisme en foimant un oenplexe avec l'inhibi­

teur libérant ainsi l'aoétylehollnestéraae. 

Reste donc la possibilité que les phosphates organiques chea les 

aninaux traités & l'aldrine parviennent pluo difficilement au niveau des 

enclinesteraseu tiesuialres, l'inhibiteur étant détruit avant d'y parvenir, 

eu bien à cause de certaines raodifleations d«> oerméabilité. n cette alter­

native, la première hyootheae semble olus probable*, :3a effet, Aldridge a 

déjà soupçonné l'existence d'une eotéraee capable d'hydrolyser les phospha­

tes or@aale.ttes, aboli séant ainsi lee propriétés antiohollneBtérusiquee de 

ees composés. Un tel enayme peut fort bien se retrouver dans le uêr\m des 

animaux traités î. l'aldrine. 

^tin âo vérifier cette hypothèse, à savoir que l'inhibiteur soit 

hydrolyse ou de toute façon lnaetlvé avant de parvenir en présence de 

l'aeétylebellneatéraoe, noue avons décidé d'étudier l 'activité acétyleho-

liaestéraei<ïue au niveau des plaques motrice» de» muscles striés . Une 

mailto:or@aale.ttes
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étude à oe niveau présente un I n t é r ê t renouvelle car l ' a c t i o n pharmacologique 

daa phosphatée organiques a 'explique orincipalenwnfc \rar leur action sur l ' a -

oétylcholint-etéraoe du oyatèûie nerveux périphérique. I l eat vrtti que l ' é ­

tude de l '&cétyloholineetér&ee .les globulwt) rouges uura l t pu a v o r t e r quel­

ques lumières sur l e Mécanisme d« pro tec t ion , tels 1er e f fe ts ohysi «logi­

ques de l ' i n h i b i t i o n de l ' aoé ty lohol lnaa té rasa au niveau doe ,;lobulee rouges 

ne sont pas t r è s c l a i r s e t une réduotion d ' a c t i v i t é â ce niveau ne corres­

pond pat; nécessairement & des t roublas neuronuaculai rea . 

Nous rivons donc décidé d ' é tud ie r l 'antagonique d 'ac t ion entra le© 

hydrocarbures chlorés e t l e s phosphates organiques au niveau de la plaque 

motrice elle-même à l ' a i d e des néthodec d'ensymologle uioroaoopique. Oee 

recherchée feront l ' o b j e t de l a leuxièine par t ie d« ce t r a v a i l . 
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A . - KNUNC3 DE <3fcL<$E& PRINCIPE. 

«.vant de passer à l ' é t u d e c r i t i q u e des d i f f érente» néthodea mettant 

en évidenee l e s a c t i v i t é s e s térae iques à l ' é c h e l l e microscopique, i l semble­

r a i t bon d'énoncer rapidement quelques principes qui ont s erv i de guide à 

toute recherche ni s t oc M a i que en ce domaine. Puie noue considérerons euc-

eesslveraent l e s d i f f é r e n t e s Méthodes connues e t l e s r é s u l t a t s que l ' o n a 

obtenus à l ' a i d e de oes méthodes. 

La préparation du .mté ri «1 sur lequel une a c t i v i t é estératslquo 

do i t ê t r e recherchée e s t de toute première innortanc©. I l a é t é prouvé 

que l ' a c é t o n e , l ' a l c o o l é thyl lque e t l ' a l c o o l laéthylique, In v i t r o , dé­

naturent i rrévers ib lement l ' a c é t y l e h o l l n e r t é r a s e lu t i s s u nerveux. (ISS) , 

i l n s i , do i t -on p r é c i s e r l e s e f f e t s de la f i xa t ion e t des autres s t y l e s de 

l a méthode h i s to log i ' iue courante sur c o t t e a c t i v i t é eratrtmelqua puisque 

l e s Moins énergiques des f i xa teurs d4n.ture-it irrévei'EÎblenent l ' e zyme. 

Lorsque l a tfénnturation eBt inooraplète, l e in i l n ' e s t pas Irrémédiable, 

s ' i l s ' a g i t d« travaux q u a l i t a t i f » , Une fa ib le a c t i v i t é n e i d u e l l e e s t 

souvent s u f f i s a n t e pour l o c a l i s e r avec cer t i tude une a c t i v i t é enaymatl-

que. Uale i l n'en e e t pan toujours a i n s i , .u niveau de ot-rti inea s t r u c ­

t u r e s , l a f i x a t i o n peut détruire toute a c t i v i t é enssy'antique, s o i t que 

l'enayme s o i t peu protégé , s o i t q u ' i l y en a i t neu. "nv exemple, cornue 

BOUB l e verrons i lue l o i n , l a plaqua motrice lu rusai® s t r i é ne donne pas 
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de réac t ion en présence des estera *. poids moléculaire élevé de la eholin© 

après f ixa t ion• Jane f ixa t ion i n i t i a l e , l a tjème s t ruc ture donne un r é su l ­

t a t poe i t i f . 

De façon générale, on mut affirmer que pour pou revi ivre des t r a ­

vaux d'enAyaologie & l ' é c h e l l e Mcroacoplque, 11 es t beaucoup mieux d ' év i ­

t e r la f ixa t ion , s i douce a o i t - e l l e , quand c ' e s t noesible . " n t re dee mains 

expérimentées, l a technique des aoupee ù a,m;$lation donne de bons r é s u l t a t s . 

11 «et évident que l ' o n ne ;>eut s ' a t t endre à é tudier de f i a s d é t a i l s h i s t o -

logiquea p u i s q u ' i l ee t t rèa d i f f i c i l e de préparer dee coupée plu* mlnoem que 

10 microne. De p lus , l a formation de or iataux au sein des s t ruc tures peut 

conduire à l a fondation d ' a r t e fuc ta qui gênent oonsldérableeient l ' . j jvlyne 

microscopique, tout partlQullôraragiit au niveau du muée l e . (29) . La pro­

duction de c r i s taux sera d ' a u t a s t ->lue grande mua l'< pièce à congeler l e 

sera lentement. 

La s p é c i f i c i t é dee actionu enzyîaa t iquas joue également, un roi© de 

premier plan dan» leur dé tec t ion à l ' é c h e l l e nlorosoooiqutt. En règle gé­

né ra le , i l n ' e s t pas possible d ' u t i l i ee r . l e s s u b s t r i t s at taquée selon lee 

volée métaboliques noria&lea. En e f fe t , un des produits d 'hydrolyse, ooroie 

nous l e verrons plue l o i n , d o i t ê t r e insoluble ou l e devenir à 1 -i sui te 

d'une réac t ion d 'uda l t lon avec un réac t i f quelconque. Dans cea c réd i t ions , 

i l ee t donc souhaitable d ' u t i l i e e r un subs t ra t qui se rapproche l e plue 

poesible du subs t ra t physiologique. Ce ûnolz. n ' eû t p«e toujours faci le ii 

f a i r e car l e conaopt d© spéc i f i c i t é enzymatiue es t souvent l i f f i c i l e à 

é t a b l i r . Mais, de toute façon, i l faut évldominent ee garder autant que 

poss ible d ' u t i l i e e r un substrat qui s e r a i t hydrolyse par deux enrjraee C< 

l a fo l s au sein d'une zaeiaa s t ruc ture jaioroeoopitue. Du ^ lu r , lr* eu'ietr it 
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u t i l l c é do i t û t ro largemaut solublw ot uônùtrw fno l lewnt Jusqu'à la s t rue -

ture où se loge l 'enzyme. 

La formation d'un produit Insoluble a l a su i t e d'une ac t ion enasy-

Bautique ee t éTidenBaent de 1H >liu haute Importance. Ce ««tracter© d ' i n so ­

l u b i l i t é do i t se rapporter ausel bien à l ' eau qu'aux lipide© qui représen­

tent l e s é léaant t d i spersants par excellence des milieux M a l j&lmm. I l 

e s t t r è s r a re qu'un des produits d'hydrolyse «o i t » r lui-ata© insoluble . 

I l faut ordinairement l u i Ajouter un r éac t i f qui le préc ip i te in u i t u . 'Je 

p lus , i l n ' e s t uatt TO.TQ q u ' i l aol t nécessaire de transformer un premier pré­

c i p i t é en un second qui so i t plus coloré e t aiiiui décelable \ l ' ana lyse chro-

Eat ique. I l e s t évident qu'au cours de ces opérations 11 es t souvent tr&B 

d i f f i c i l e d ' é v i t e r l e s phénomènes do diffusion qui conduisent à lus Imges 

Imprécise*;, ou même, ce qui e s t plue grave, ù dec l oca l i s a t i ons secondaires 

a r t i f i c i e l l e s . 

Chaque foie q u ' i l e s t poss ib le , i l e s t toujours in té ressan t d ' é ­

tudier in v i t r o l ' a c t i o n enayajatlque décelés in s i t u et de comparer ^ ine i 

avec l e s r é s u l t a t s déjà connu» par voie biochimique, - i inei , par exemple, 

l e s ac t ions enzymatiquee sont toujoure caractériB^eu p^r un nlï opt l ura 

q u ' i l es t t r è s f ac i l e dt oréclser in v i t r o . tfalheureuseneiit, on ne *>eut 

pas en conclure que ce so i t toujoure ).« /lêue pU opti.ura qui ca rac té r i se la 

réact ion hlstochlmique. i&a e f f e t , i l peut fort. Hen a r r i ve r qu'à ce ivi 

ca rac t é r i s é par ums t rès gronde i c t l v i t é enzymutique, 1 p réc ip i té formé 

ne s o i t pae entlèreinent Imtolubla. i l faut donc souvent é t a b l i r un eosi-

promis en t re 1« >H optirau» d ' n c t i v i t é «m*ymtlque e t l e ;uï optimum do oré-

e i p l t a t i o n d 'un des produits d 'hydrolyse. I l en va de uètm au tets.Mt d ' i n ­

cubation e t de ia température contrôlant l e taux d 'hydrolyee. ne faqon 
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généra le , on peut certainement affirmer QUM .I«B aondl t io js d» t r a v a i l op« 

timma In v i t r o ne correspondent pas nécessairement aux conditions de t r a ­

va i l optimum in s i t u . Le but d'une recherche conduite concurremment in 

v i t r o e t l a o i tu a p lu tô t t r a i t à lu STéaif ici té An l<\ réaotion elle-nême, 

où e l l e peut ê t r e déf in ie de fa^on plue p réc i se . 

L'étude de l ' a c t i o n i n h i b i t r i c e de cer ta ines substanwtjfe «sur l ' u c -

t l v i t é enzyoatique a anporté beaucoup de précis ion sur 1*» s ^ c l f l c i t é dee 

r é a c t i o n s . L'et&ploi dec Inh ib i teurs a largement trouvé sa nluee dans l es 

études anzymol igiquoa ù l 'éch©H« microscopique e t a également permis lo 

déf in i r la s p é c i f i c i t é de cer ta in» (substrats u t i l i s é e . Le gran t avantage 

de ce t t e laéthode réaide en ce qu'on peut comparer à pnu près str ictement 

lea r é s u l t a t s obtenus in v i t r o e t in a l tu. I l e s t encore nécessaire tou te ­

fois d ' é t a b l i r quelques rése rves . In t r a v a i l l a n t avec dea broyats t l s s u -

l a l r e s , i l es t évident que l ' i n h i b i t e u r parvient facilement Jusqu'à l'enzyme 

et r éag i t avec l u i . AU sein d'une coupe do tSssu, l ' i n h i b ' t e u r pourrai t par­

venir plus d i f f ic i lement Jusqu'à l'enssym© parc© q u ' i l pourrait ê t r e insolu­

ble dans un dae produit» qui entourent la s t ruc tu re , comie riar «X^KTÎI^ k 

gaine de myéline. Je p lu t , l ' a c t i o n iuh ib i t r ioa de la nlupart las suba-

tancee e s t fonction du pH du mi l ieu . H.ÏI profondeur d'une coupe de 10 mi­

crons par exemple, i l peut a r r i v e r que le oH s o i t sensiblement d i f fé ren t 

du pH ambiant de la so lu t ion , ce qui f e r a i t va r ie r l ' a c t i o n i n h i b i t r i c e . 

En guise de conclusion, on peut aff inaer que 1« choix d'une réac­

t ion devant déceler une a c t i v i t é enjsyiaatiqua es t chose r e l a t i v e . Le but 

que l ' o n sa nropoao do i t avant tout s e rv i r à guider ce choix e t se rv i r 

égal«ne«* à préc iser l e s conditions dans l esque l les « 'effectuera ce t t e 
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r éac t i on . Guidé* par oea quelques p r i n c i p e que nous venons dénoncer , 

noua entreprendrons un« étude o r i t iqua dea di f férantes méthodes connues 

pour l a n iée an é-rldanoa in s i tu daa l lpaaea , aatéraaea a t cïioli née té rasée . 

Ouvrant l a vole à oas raehereliee, Gosiori a t r a v a i l l é à 1& mise au 

point d'una Méthode capable de déceler l e s l ipaaee au sain dos t i a sue . (55) . 

La méthode comprend una f ixa t ion ;..u préalable duns l ' acé tone ubttolu de douze 

À vingt-quat re heures ù une température comprise entra 0 e e t 5° . f-uis l e s 

ooupea da t laeue sont préparéoa ù la paraffina aalon l i méthode usue l l e . 

Laa aubatrata u t i l i s é e sont dee e s t e r s pa la i t iques et atéariques do poly­

mères de glyoolt-, d 'hax i to la a t do aannitanee connue généraleneut BOUS l e 

nom de Tvaane. *. l ' hyd ro lyse , l e s acides tpuB août l i bé ré s pour donner na i s ­

sance à leurs sala da calcium Insolubles qui préc ip i tan t au l ieu te l ' a c t i v i ­

té euzymatique e t qui 'eviermeat décelables au microscope par t r .aoforraation 

an ael de plomb e t finalement an aulfure de plomb» 

L ' a c t i v i t é de lu iipas© e s t l i é e à défi c a n u l e s eytoplaamlque&i 

tandla que l a noyau ne donne jai'Juia la r éac t ion . D'une façon générale, l a 

paneréaa e t l e foi» donnent toujours une r*.iOtlon intensément -oe i t ivo . I l 

an va de naBia daa ce l l u l e s stymo^ènaa da l'aetomao e t de certt i iuas ce l lu l e s 

da l a muqueuse i n t e s t i n a l e , iktnorl 1&0) a précisé Qu'i l e s t possible d ' é ­

t a b l i r une d ib t luo t ion entra l a l ipaaa a t l e s eatoruscs non bpécifique», 

encore que iea r é s u l t a t s soiant p&rfoife chaotique* . I l a uim-i pu déaontrer 

qua la llpa.ee pancréatique aérait, l o «a-1 mzyrao qu 'ac t ivent les acides b l -

l i a i r e a a t peu t - ê t r e l a l lpaae des ce l l u l e s zj/mogèae» dt 1*estomac dan© une 

http://llpa.ee
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aone limité* d« la gland». La quinine w i iuaetive ep4eifl«îu«m«nt lu i i -

paee inhibe forteajent l ^ e t i v l t é «nayt»» tiqua *u niveau du Qûnoxétui et''de 

i'*ftt«Ba0, «aie, de façon contradictoire, «on effet sur l'enayme de l»in* 

teetln poesédant les oaratetérlstlcgaee d'une esterase est aneora nlns taar-

qoé. L'creanllnte aat & pou p*e« dénué de t<wte aatiam sur la l iasse . 

Aimai, oet înnibiteur ne modifie pas du tout 1 Nativité des lipasaa paa» 

eréatlqtta «t atemacale une* JL« souris. Finalement, (keneri (OS) a •précisé 

que la liasse vntlt peut hydralyaer les esters des soldes gras nos saturés 

très rapidement o entra iraient à l'estéraee non spéoififjue, étant du mes» 

Wap aotlvée par lé tanroeholata. Bien que la iignSe da démarcation ne 

i o i t pas très natta, 11 aamble bien que 1« méthode aux ?waens permet de 

déealer ttns asti on Upeaitfue dan» la plupart dee oaa à l»exolueion d'una 

aatlan eetéraalque. 

Barmett et âellajman (0) at Boit at Wltfaere (80), indépendamment 

las uns des autres, ont mis au point uns wéthodo da détection des «etirltéa 

estértàSlouas non spéaiftenee en utilisant l*o-a<jétylindtntyl et l*fVbtt1*yrya-

lndasyl en qualité da substrats. Oc/mm nous la Terrons plus loin, ces eube-

trata aa «ont pas hydrolyse» unièmement par las estémaes son spécifiques 

•nia aussi par la» éhalinaaténaaes. Nous discuterons plus loin oetta d«r-

nlèva ootion anxymatlajte, La principe da la Méthode reposa sur 1" libéra» 

tion d'indoatyl libre rapidement oxjrds par 1»oxygène atmosphérique an un 

pljBmast insoluble *• bleu ladl&e. Le dérivé fiUbrdmoindoTcylaeétwte oonduit 

à la fflisaaUan 4*n* pigment itfi»43UtefoB»oiûdi«o d'un bleu intense très 
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insolubl* qui préeipita de façon howogène au aoin dea atruoturee tie«ulaire«j. 

Kolt et tfltfeara (80} oat déaantré que l'addition d'ions ouivriquee à la (so­

lution â'ineuaatlen rendait lac local isat ion pjjua précieeo^ La auivro à la 

eoneantratlen 4a ICTTI axereo son effet an aeeéléraftt oatalytiquanant l'oxy­

dation da l'iadoxyl l ibéré. . Un utra agent oxydant joua la mena rôle, la 

farrioyaaure da petaeeltsa. L'addition de ferrooyanure en proportion éçuino-

léettlaire favori ee la réaetion «n prévenant l'oxydation ©ubaéquente da l ' in ­

digo an déaydroladigo. Le eatalyeeur exerce une action prafitable juaqu'a 

la oonoeatratlon da 5 X 1(T%. A l'aida da cotte méthode, on a médicale* 

une activité eetéraaique nonapéelfique au niveau da l*4pith#liutn tabula ire 

du rein.; La préeipitatlan intra-eellulatre apparaissait cous forme de eorpa 

aphérlquee d'un diamètre de 1 à S raieroua. IM niveau du foie, 11 y &valt 

égalaient un« déposition intracellulaire aouo fora» de partleulee rapnelant 

l'aapaot dea aitochondriea, groupées du côté âee oanwlioulee bil iaires, 

l'aide de ooupee témoin*, i l & pu être établi que la eolorstlan ne rovenait 

paa d'une précipitation de bleu de 'rusée due à la préseneo da fer, 

ftaealae at bell#»au (liiû) ont préposé l'emploi da^*n»phtylaoétate 

pour la détaxation da l'eetéraae non spécifique. Le/3-naphtol libéré soua 

lUet ien da l'enzyme réagit uveo ua aal da diunoniua de façon à donner naia-

aanaa a unplgnent insoluble rouge pourpre, t. l'aide de eatte méthode, Aoe 

etruaturea aulvantea ont donné une farte activité eatéraaiquei l'épithélium 

teoaoniquo, les «ellulea du parenchyme hépatique, le» cellules glandulaires 

du pancréee, lee eellalea dea tubes eortieaux du rein, la nuqueuee de l ' in -

teatin, da l'uretère, da la vessie, de la prostate et da la véaîeule biliaire 

ainal e j ^ l e e eellulea interstit iel les du teatieule. 
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Dans une étufle publiée plu* tard (140;, on a pu démontrer qu« le 

pigment résultant 4e la réaction du^-naphtol avec un sel Ht* diazonium é ta i t 

insoluble dana l ' ecu ,ra l s toutefois soluble dan» les l ip lder . fin de fli-

siinuer cet te so lub i l i t é dan* l ee l ip ides , on a préparé deo dérivé» amtdéa 

du/^-aaphtylacétute. L* pigaent obtenu à la ruite de l« réaction avec le 

• e l de dlazonlum é ta i t beaucoup moine solubl® dans 1er l ip ides , maie ce pen­

de et hydrolyse beaucoup plue l«nt«rcent. liavin et son collaboTuteurs (140) 

ont alors en l ' i d é e d'introduire l e grouperaent amiflé dan» l e sel de dia*o» 

nlUK. La so lubi l i t é du produit eorreepmdtmt ar»res réaetio» avec le/g-naphtol 

s»on ©et trouvée corj?idérablement réduite, tout partieulieremnt la solufcill-

té dant; la myéline. L'arsnnilate inhibe l 'estérnes au niveau du fo ie , ^u 

rein ot de l ' I n t e s t i n , ttsftdiB r,u« Iran Hpwaefl du p<iiiOréas et de 1'estons* 

volent leur a c t i v i t é l peine modifiée. (Bé) 

Plusieurs méthodes ant été HIIBOS tiu point an vue t e âénortrer l e s 

a c t i v i t é s eholinestéraoiques au sein do» t i s sus . Deux d'entre e l l e s , la 

«éthodo nu naphtylaoétate e t la méthode à l ' indoxylacétste ne sont pas pné-

elf lnues dee «hOlineotéraaea, oam< & noua vanons de le voir iiilRqu'elles 

peuvent servir â déoeler la présence de l'estér^ue ro.i «Técifiquo. Uous 

terrons que, dans de» o<.widitlona prédises d'expérience», la ané«i*lelté de 

la réaction s'en trouve augmentée. 

Garaorl l*S) * proposé une des 9renier as méthodes pour 1\ raiae en 

évldanoa des eholitfestéraee», employant en qualité de substrate le» «store 

de la elwlttts à poids BM&ée*3l&ln élevé, notainsnt, 1«« esters de l'aoid© 
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palMltlqua, aténrique, Uuriqjuo et ayrlotique. au milieu d'incubation «et 

ajouté un aal do oobalt. 1,'acide gras libéré noua 1'notion de l'anime 

précipite, sous foxae do a«l de oobalt insoluble. 0» dernier est «si» se­

conda lreaent an évidence par transformation en sulfure da oobalt noir. La 

réaotion aat ooaplètaa»nt inhibée par la prostigaina a une ooncentratlon 

da 10"\l. Gatta activité na semblerait paa due toutefois & l'acétyloùoli-

aaatéraae aaia bien a la obolinestérase puisque le oremier da ces anxynea 

provenant daa globulaa rouges ou de l'organe éleotrlque de la Torpilla a'hy­

drolyse paa laa esters nyriatia.ua, palsiltlque ou atearia.ua de le oholine. 

Hard et Peterson (00) ont étudié la distribution de l'enayine donc la tissu 

nerveux du ehian. fcalheureuseraent, la réaotion n'est pua tau Jours oonetante 

et laa réaultata sont parfois chaotiques. Ue toute façon, i l s ont pu démon­

trer une activité réduite au niveau daa fibres nerveuses du système nerveux 

central tandis que les cellules ont donné une faible réaction avec un noyau 

et un nuoléolt parfois colorés, .̂u niveau du système nerveux périphérique, la 

réaction a été tria intanae, partieullereaent au aein des ganglions spinaux 

et sympathiques. La proatlanine U0""̂ S) et un excès de substrat ont Inhibé 

la réaction, ee qui f i t croire à cea auteurs que, par oetta méthode, Ils 

avaient mla en évidence l 'act ivi té aoétyleholineatérasique. Dans u;. travail 

publié aubeéquerawant, on a pu démontrer (67) qu'après section de la moelle 

épinlère, la réaction hlatoohinlque dlaperait au niveau daa ganglion» ayra-

pathiques parallèlejMait & l'abolition de l 'activité aoétyloholinantéraslque 

te l le eue mesurée par des moyens biochimiques. Qeol ferait croira que l'en* 

styaa aie en évidence était vraiment l'aoétyleholineatérase. De plus, une 

activité aoétylebolineatéraeiipe a été mise en évidence au niveau de la pla­

qua motrice Au diaparapa» non fixé oha» le rat, en présence de myristyleho-

llne (U?e). 

http://nyriatia.ua
http://atearia.ua
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Bn résumé, on peut dire qu'à l'aide rie la méthode de CJoraori, on 

peut riettre en évldenee, & la foie, l'aoétylcholineetéraee et la oholluee» 

téraee. Lee réeultate eoatradietolres obtenus proviennent le plu» souvent 

des effeto noelfa de la fixation. En effet, i l est bien connu que l'aoétyl­

cholineetéraee eet beaucoup plue aenelble que la ehollnestérase à l'action 

dee flxateure, notamment de l'acétone. Ceci prouve l'Importance d'une pré­

paration adéquate dee spécimens biologiques. 

I l a également été possible de démontrer l 'activité eholinesté ra-

elque en employant l'indoxylaoétate et le 5-bronolndoxylaeétate en qualité 

de eubetrate. A l'aide de oee eubatrata, une activité estéraelque a été 

démontrée au niveau de la plaque motrice ainsi que dans les cellules de la 

corne antérieure de la uoello éplnière chez le rat (80). De plus, la mêm© 

aetivité a été mise en évidence au niveau des globules rouges et ceci est 

un bon exemple de la précaution qu'il faut apporter dans l'interprétation 

des résultats histoehittlQjaea. "m effet, nous avons vu qu'on ajoute du cui­

vre peur oatalyser la transformation de l'indoxyl en indigo. Dr, en préaenae 

du suivre, la perméabilité de la membrane du globule rouge a l'égard du 5-

bromo-indoocylaoétate est détruite et la réaction devient négative. 

L'activité aoétylehollnestéraslque à l'égard de l ' i .doxylaoétate 

repose, d'une pat •*»*" la parenté de configuration moléculaire entre l'&cé-

tyloaoline et l'O-aeétyllndoxyl, et d'autre part, ainsi que nous l'avons 

déjà vu, «ur l 'affinité de l'aoétylonollnestérast» pour un ester dont le 

résidu aelde eet l'acide acétique. De plus, 11 a été prouvé que l'hydro­

lyse enaymatique des dérivés de l'indoatyl en oréeenew d'acétyleholinesté-

?aae diminue avec une augmentation du nombre d'atomes de carbone du résidu 

acide, l'O-butyryliadoayl étant hydrolyse très lentement et l'0-henaoyl-
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lndoxyl, paa du tout (79)* 

Tftia troisième méthode a été proposée par Havin, 7aoJcs at eellgmaa 

(140) pouvant Barrir à la misa en évldanee des cholinoBtéraeea au niveau 

du système nerveux. Cet ta méthode eut également basée sur la eapaolté qu'a 

l'aoétylonollnestéraae d'aydrolyser laa asters aoétlquea. De plue, la métho­

de «st améliorée au fait qu'un oal da dlasonium avec un groupement amlde 

substitué donne naisconee & un pigment insoluble dans laa gralsaaa après 

réaction avec le/g-napatol. Le substrat employé eat le/g-naphtylaoétate, 

amla on peut également employé 1' è>(-naphtylaaétate et la 6-bromo-2-napfatyl-

aoétate. *veo l e pramier substrat, la diffusion semble moindre et avee le 

aeoaad substrat, l e pigment formé plue brillant mais dans laa deux oaa, l'hy­

drolyse anzymatique eat plut; lente. 

Cette métiiode peut êtro ut 111 «ée an présence de aoupea de tiasus 

frais . Une activité a été démontréa dana laa cellules nerveuse» du cerveau, 

de la moelle, dee ganglion a «tins! qu'au niveau t.e la plaqua motrice. La 

plue forte partie de l 'act iv i té était située sur In taonbrane dea oellulea 

et laa noyaux étaient négatifs. Laa oellulea de Furklnj» du cervelet étalant 

égaleront actives ainsi que laa oaUules des ganglions sympathiques et las 

oelluloa des plexus d'Auerbaoh et ftSelsimer. 

Dana laa région» caractérisées par une forte activité aoôtyleho-

llnastéraslque, comme par exemple les- cellules nerveuaea du cerveau, de la 

moelle at de» gem^liona ainsi qu'au niveau des plaques motrions, l e plgmtmt 

précipite aoua forme de Granules ou encore afficha un» distribution ponctuel­

l e , A 1» suite d'une incubation prolongea, las granules du pigment devien-

oaat ooalaecant3> jusqu'à masquer entièrement la structura cellulaire. 
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Ravin et aa» collaborateurs (140) ont étudia l'ejffet da l'éaérine 

sur l'aeétylehollneatérae© du t la ait normaux • La» ^réparation» mierosoopl-

quaa ont été plongées dans un bain contenant da 1'6 serina à la a accent ration 

da S X 10~^S an taapon véronal a pïï 7.6 durant trente minutas à la tempéra­

ture du laboratoire. Cette préincubation était suivi» d'une intubation en 

présence de aubatrat duquel l'éaérlne à la marna concentration était ajouté. 

Dana eea conditions, on a détruit l 'eotivité «uayraatique. Ce» coupes da 

foie ou da rain dana les némea oonditlona expérimental as et en présence du 

môse inhibiteur à la mène concentration, n'affichaient aucune Hsninution 

d'activité enxynatique. Pavln et aee collabora taure en ont oonolu qu'au 

niveau du tiaeu nerveux, le/^-naphtylacétate était hydrolyse par l'acétyl-

eholi&eatéruse tandia qu'au niveau du rein et du foie l e «dise substrat était 

hydrolyeé par une satéraae non spécifique. 

Cette méthode de détection des activité» aeétylohollneatéraalques 

présente sursoient de grands avantages. Tout d'abord, i l eat possible da 

travailler & un pH de 7.3 qui estaurament très voisin du pH optimum de l'en­

tra» tel que déterminé in vitro. L'expérience d'Inhibition par l'ésérine 

prouve qu'au niveau du système nerveux, les ehollnoatéraeea sont responsables 

de l'hydrolyeé du^-naphtylacétate. De plus, coma» oa taux d'hydrolyse dimi­

nue rapidement avec une augmentation du nombre d'atome» de carbons du résidu 

acide, i l semble bien qu'à oa niveau ce eott la fonction noétylestérase de 

l'enzyme qui prédomine. Enfin, certaines remarquée accessoires peuvent être 

ajoutées» l'aeétyleaoline et l'aoétyl/^-raéthyleholine inhibent l'hydrolyse 

du/9-Baphtylacétate en présence de tlasu nerveux mais non an présence <3'autres 

tissus qui contienne»* une esteras» non spécifique. Dona, on peut dire que 
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1© Rêne substrat ©at hydrolyse par l©a deux ©nxymes, eholineatérase et 

©stéra©© non spéoiflqu©. 

On a proposé l'emploi d'un autre substrat naphtoliqua.qul ©erait 

hydrolyse préfér©nti©ll©»ent par la oholineetérase non spéoiflqu©, la 

/*f-oarbonaphto*yoholin© (139). A l'hydrolyse, 11 y a libération de^-nnphtol 

4 la aulte d'un© déoarboxylatlon non-enzymitiqu». Ce dernier précipite ©prie 

réaction av©o un a©l de diasonium, tout comme dans la méthode au^~»aphtyl~ 

a©état«. 11 a été démontré que ce substrat ©at hydrolyse préfèrent lellam en t 

par la oholineatéraae non spéoiflqua du sérum, tandis quo l'aoétyloholines-

téraae du ©yat©me nerveux 1*hydrolyse à peine in vitro, .i notre oonnai©-

eanee, 11 n'a paa été publié de travaux où soient exposés complètement lee 

réaultata qn© l'on pulase obtenir à l'aide d© o«tte technique. Maie, on a 

démontré toutafol© que la oholineatéraa© non spécifique donnait une réuotlon 

poaltive au niveau des ganglions d'Àuerbach et de Melsoner du tube digestif. 

Enfin, un© darnière méthod© a été proposée pour la mise en évidence 

d©s aotivitée oholineatéraeique atacétylcholineatérasique. Cette méthode 

proposé© originalement par Koello et Frledenwald (9S) repose sur l'emploi 

d© l'aeétylthioeholine en qualité de ©ubotrat, ou de dérivé© apparentés 

ooane la propionylthioohollne, la butyryltblooholin©, l'aoétyl/9-aéthylthlo-

oholine ©t 1» bensoylthloohaline. I l peut êtro ajouté qtt© l'ecétylthloebo-

lin© produit les uém»© effets pharca*uolagiqu©s que l'aoétylohollne bien qu'il 

•oit reconnu qu'en général ses effets soiont deiplue courte duré© et que l'hy­

drolyse en ©oit plus rapide (141). 

Le principe de la méthod© repose sur la précipitation de la thio-

oholine euivrique provenant de l'aydroly©© de l'aoétyithlooholin© en préaeno© 

de glyoiaat© de cuivre. 33© plu», la solution d'incubation est saturée au 
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préalable en thiooholine eulyrique, afin de diminuer lu diffusion du pro­

duit de la réaction hl et ©chimique et afin de contrôler du môme coup la 

présenee de nhéaoaenae non spécifiques de coloration ou d'adsorptlon. 

Paasé ee stade, les spéoliaens microscopiques pont placé» en présence de 

sulfure d'asanoalum qui transforme le précipité blanc de thlocholine en un 

précipité brun très foncé tk sulfure de cuivre. 

La supériorité de cette méthode sur les autres précédemment décri­

tes réside en ce que les substrats mie an oeuvre ont à peu près les mêmes 

propriétés ohiiiiques que les substrats qui ont servi à caractériser les cho-

linestérases par voie biochimique. Nous «voue vu quo la spécificité de ces 

derniers vis-à-vis de leurs «substrats était chose relative Baie que de f^oti 

générale l'acétyl^-siéthylohollue était l e substrat de l'acétylcholiaestérase 

et la beuaoyleholiae celui de la ehollneetérase. Les mêmes homologuas sou­

frés peuvent être ut i l i sés en hlstoehinie. 

Dans la méthode originale, Koell« et Friedenw^ld avait ajouté la 

thiooholine de cuivra à la solution d'incubation jusqu'à saturation dans 

l'espoir de précipiter celle qui serait libérée onzywaticju©ment in situ. 

De plus, i l s avaient arrêté le j>H à 8.06, ce qui est le pH optimum de l'en-

asymo. Cependant, ce n'était pas là l e pïi optinura de précipitation de la 

thlocholine de cuivre qui, se situe au contraire à pH 6.4. 11 s'unissait 

donc d'établir un compromis «ntro le pH optimum d'activité de l'enayme et 

l e pH optimum de précipitation. De plus, 11 semble bien que le tampon au 

aaléate ait quel qu'avantage sur le tampon au phosphate, Dans 1'ensemble, 

avec la taéthode modifiée, la diffusion des produits de lu réaotion devint 

«oindre et partant, les localisations beaucoup plus précises (94). 
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Bar a i l l e u r s , malgré osa modifications, IX comblait bleu qu' i l y 

avait anoora dif fus ion du produit de la réaction. Koelle lui~m6ms (91) a 

comparé la loaal iaat lon des a c t i v i t é s enaymatiquoa par sa métnoîe d'analyse 

la altu avec c e l l e s que l 'on obtient par une analyse extra s i tua. &insi, 

par exemple, l a ohollaestévase non soéQifitxte du fo ie apparaît local isée 

dana l e s noyaux des ce l lu l e s p&reneaym&teuses, a l 'a ide d'une méthode d'en-

lymologle In altu* i , par a i l l eurs , on orénare un broyât de foie et on 

Isole lea noyaux, a peine un quart de 1»activité ohollnestér&elque totale 

es t retrouvé dans oea derniers. I l faut donc admettre ou bleu que l'entsyme 

a diffuse du cytoplasme vers lea noyaux au cours de la technique hietoohimi-

que, ou bien, au contraire, a diffusé dans l e liquide de suspension lora de 

l' isolement de a noyaux. Un oette alternative, et queloue eoit la direction 

de la diffusion, i l est évident que oa ohénomene existe et qu'i l faut en 

tenir compte dans l 'étude des préparationn. 

Moelle (91) a démontré qu'en ^jautant du sulfate de sodium «n con­

centration de £4 e t 20 pourcent aelou qu'i l s 'ag issa i t de l 'acétyleholinee-

térase ou de 1M enclinestérase, la local isat ion intra ooSlulalre de l'enzyme 

devient nlus précise , . t irai, p»r exemple, l'enzyme i étrf retrouvé unique­

ment dans l e cytoplasme des ce l lu l e s lorilunt lea sinusoïdes du foie* ,.e la 

même façon, en assenée de sulfate de scxliura Ion ohollnastéraee» spécifiques 

et non e-jécifique» «ont aituéea danc l e s noyaux des ce l lu l e s g l i a l e s tout 

aussi bien que dans le cytoplasme et l e noyau des ce l lu l -a y?.iM*,lionnairefl. 

Sa préaenoe de sulfate de sodium, la réaction «tu niveau du noyau devient 

entièrement négative, ttoell» explique ainsi l e phénomène de diffusion: 

l'ej&gyiae s e t f ixé sur son support eytoplasmlque & in suite d'une précipi­

tation au sulfate de sodium et ne peut pi ;e diffuser lors des manipulâtions 
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aietoohimiques. raur séduisants que so i t oette hypothèse, 11 ne semble pas 

qu'elle so i t entièrement conforme aux fait». * l'aide d'autre» méthodes où 

la traitement hlstoohlmique ont semblable, l'euayme ne diffuse pan vers le 

noyauj méthodes au naphtylaoétate et à l'indoxylaoétate ptxr exemple. La 

précipitâtiou de la thioohollne su ferait éleotlveaeat sur l e n »yau a causa 

de sa forte charge positive, caractéristique d'un ion onraoniuM quaternaire» 

liais quoiqu'on soit la ouuee, i l est évident que l'addition de sulfate d'am­

monium, selon les prescriptions do Koelle, rend les lesalisaUona phkM pré­

dises. Cependant, la oonoentratlon de l'enisyme d'une cellule à l'autre varie 

beaucoup lorsque dé te minée a l'aide do oette méthode. 

JSa résumé, on pont décrire ainsi les différentes localisations 

ensymatiques que Koolle ot ses collaborateurs ont pu nettre an évidence; 

aeétyloholinestéraae; les cellules de la corne antérieure et latérale 

de la moelle éplnlère, les fibres des nerfs moteurs, la plaque actrice du 

muscle squalettique, les fibres uutonomiquer prégaagllonanlres, les neurones 

du syetèms parasympathique, certaine neurones du système sympathique (l«s 

sanglions étoile st cervical supérieur}, certaines fibres poet-gangltonna1-

res (de la glande parotide) et certains neurones sensoriels (racine dorsale 

de la moelle). ^* fn^on générale, on peut dira qu« l'ucétylcholinefltéra«e 

est présente en concentration relativement élevée au niveau des corps cel­

lulaires, dendritee et cylindres-axes qui, da faqon générale donnent nals-

sanee à des fibres oholinorgiuoe. 

oholineetéresej las cellules névrogliquee du sympathique, du parasym­

pathique «t des ganglions sensoriels, les cellules de la gaine de lohawan» 
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laa eellulea bordant laa sinusoïdes hépatiques, las flbrea auseulairee l i s ses , 

la cytoplasme dos aallulaa du ganglion 4 tollé at certain a autres ganglions da 

l ' intestin grêla ainsi que las flbraa associées du eorp» earotlcUen. 

Orâee aux admirables reoherehea da Couteaux et eau collaborateurs, 

noua pouvons dire que l e probl&me du la localisation bis ta chimique daa oho-

llaeatéreaes au niveau da la synapse ayonaurala aat an voie d'être résolu. 

(£S)(E5)(80)(27)l28)le9). Au couru de ce» recherchée, la méthode Â l'noétyl-

thloohollne a été employée. Sa tout premier lieu, i l a été précisé qu'il n+ex-

lata paa un pH optimum pour toutes laa localisations «nsymatlque*, mais que 

oelni-ol diffère eelon la nature deo tissus où eiège l 'act iv i té . Ue la même 

façon, le choix convenable d'un tampon permet dans bien des oae de supprimer 

de fauaeea looallaationa nucléaires, t lnal, par exemple, i l a été précisé 

que l'emploi du né lange biphosphatioue de ttoreneen conduit à de fouettée lo-

oaliaatlone sur le noyau. Dans le oae de la aynapae nyeneurale, le mélange 

tamponné â l'acide acétique et à l'acétate de sodium donne de bons résultat ES. 

I l semblerait toutefois qu'il puisse être remplacé par le mélange an véronal 

sodl que-acétate de aodium-eolde chlorhydrique. 

La fixation joue un grand rôle dan» la nature de l 'activité eaeyma-

tique déeelée. "M*VÀ une fixation a dû être pratiquée, ce fut au formol & 

10 pour cent qui semble moins dommageable pour l'enstyme que l'acétone. L'a-

eétylehollneatérase s'est révélée plus sensible qu« la «holluesté rase a l 'ac­

tion de l'acétone (103). Le tempe d'Incubation a été arrêté entre 10 et 60 

minutes selon las cas, celui-ci ne dépassant 80 minutes qu'avec du matériel 

f ixé. La spéolfloité de la réaction a été précisée à" l'aide des Inhibiteurs 

auivante» IXO», ésérine et proatigaiine. 



- 89 -

L ' a c t i v i t é aeétylehol lnes teraelque au nivouu de la synapse 

myoneurale ae trouva a i tuée oa deux rôgioao: l ' a p p a r e i l Boua-neural e t l ' a r ­

bor isa t ion nerveuse t e a a i n a l e . Hapoolou» lo i lee b r i l l a n t e a rocnerobaa a i e -

tologiquea qui ont conduit h l a âuacripaion presque complète 1e la plaque 

motrice dee oanaaifèrae, tjraoe p r inc ipa l e s , ;U aux travaux de "outeaux l u i -

mêrae qui ^ expoeé l ' é t a t de lu quoetioa dtiut: un long t r a v a i l publié on 1947. 

(34) . Pour réaumer brièvement l a question, on peut d i ra oue elles la» Katnai-

fdrea, lae radeaux de l ' a rbo r i au t io . . uerveuae terminal a aoeompugnéa d'élément» 

a a t e l l i t a a ( t é l o g l i e ) d ' o r ig ine echwannlenne «sont logée À l ' I n t é r i e u r de goût-

t i a r e s areuaéea dune 1A substance granuleuae ùr l a so l e , au fond deaquellea 

s 'eff tOtue lu Jonotioa du sareoplaame a t de l ' a r b o r i a a t i o n nerveuse terminale . 

À la face profonde de oaa gou t t i è res syniptlquea, on n décri t ,eoua le nom 

d ' appa re i l aoua-neural, un enaeiable d 'orgaui tea ul longés, douée d'une vive 

a f f i n i t é pour l e v e r t Jtmus B en colorat ion p o s t - v i t a l e . Ce a or©a.altee en 

forae de laœelleo aincoe, longue» et é t r o i t e s , paraissent s ' a t t aeher par 

l eur bord e t cur toute leur longueur à lu aembran« qui dé l iœi te le aareo-

plainae. l i a suivant l a courbure du chacune des gout t iè res e t aff leurent à 

l a surface de lu eole où leur ensemble a f fec te , eur une plaque motrice vue 

de faoe, un aopeet pal laeadique. ^ntre lee gout t ière» aynaptlcjioo et autour 

d ' e l l o a ae d ia t r ibuen t l e s noyaux (le la sole e t du noabreuaoa granulatlcma, 

eue leur a f f i n i t é pour certain» colonante, e t parfoio auael leur forme, per­

mettent de ra t tacher avec vraieemblanoo au ohondrlame. 

Pour bien mettre en évidence l ' a p p a r e i l ooua-naural coloré par la 

méthode alatocbJUalque & l 'acétyl thioohol i iua , Couteaux e t Taxi (89) n 'on t pas 

t r a v a i l l é au pfi à* G»4 recoBuaand* par iCoelle, i». ic à un t)H nettement in fé­

r i e u r , ô ' e s t - a - d i r e &.? ou 4 . 8 . I l • •« poaalble de dé tec te r l ' a o é t y l e h o l l -
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naetézaaicps à «a niveau sur des nusel es fra is do souris ou des immolai» f ixés 

nu préalable par un eontaet diraot avec la formol à 10 nonreent et à 18* pen­

dant vingt-quatre heurta. L'aotlvité aoétyloholinestérastque a on niveau est 

inhibée totalement par un traitement au DtfP à 1» <jonoentration do n X IQT^M ou 

encore a l 'éaéxine ou à la proatigmine 3 la oonoentration oie 5 X 10"%. 

L'appureil aous-neural, aur des claques motrices vue» ri® faoe, se 

préeeate eome un lise?*? nombre se détachant bien sur un rausole incolore et 

dont l a centre, contenant l 'arborisation nerveuse, deraeure négatif* v la 

suite d'une étude a f ter t ive , 11 es t noaeibla d'apercevoir 1'aspect pnliesa­

dique earaotiéristique ;U-J présente l ' a io.:reil à la surie.ee de la noie, .ur 

une coupe pratiquée transversalement par rapport à l'un des rameaux <\o l ' ar ­

borisation teaainaie, l'ann-ireil aous-neural se reoonnai t faciilement par Bon 

aspect d'un feT à ehevul à concavité tourno® vers in surface de> i-i .vole. 

L'apiBreil sous-neural du buisson de KUhne ohe» la grenouille a 

également pu être a ie en évidence aur du siatériel f r a i e sur du matériel 

f ixé au formol, toute ac t iv i t é ac^tylcholinestérasique disparait, l a gout­

t ière synaptique ohess la grenouille pressât© un très faible rayon de cour­

bure. Kettant au point sur l e fond de la gouttière, on peut ' l i s s e n t obser­

ver l e s lamelles sur toute leur étendue. 

L'arborisation nerveuse terminale, comme noue l'avons vu, est logé? 

dans la surface irof\>nde de l'appareil eouR-«aurai. I l a été ->ossibla d© 

mettre en évidence une seoonle local isat ion oholineotérusi^ie <\ ce niveau 

bien eue c e l l e - c i ne s'aoconapliaoe intensément et éleetivaraent qu'aprèts fixa­

t ion au formol ù lti° durant vin«t-quatre heures. Da phxnt la pli d» incubation 

a été élevé â une valeur comprise entre &.S et S.ô, Les inhibiteurs prédites, 

http://surie.ee
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aux mêmes concentrations, exeroant un effet identique. L'observation des 

plaques motrices vues de face, ou des ooupes transvorsalec de fibre ausou-

la i re passant par la plaqua ootrioe, montra que la eol ration s'étend à 

tout la contenu de la gouttière aynaptlque. b\xr une ooupe transversale, oe 

n 'es t plus eette fois l 'apparei l sous-neural qui apparaît aoloré, muls seu-

leuent la portion comprise & l ' in té r ieur de ce que Couteaux et Taxi ont 

appelé "far a cheval*. Enfin, seule ee colore la portion proprement aynap-

tique de l 'arbor isat ion nerveuse logée à l ' i n t é r i eu r des gouttière» de la 

•oie* Mine la portion préterminale amyéllnique du naurlte ne sa oolora 

pratiquement pas. 



OHàPITHE SDtflMï 

MISS AU POINT Û'UNL NOUVELLE Mi,THODi2 POUK LA DETECTION HlSTOnHÎ KïOE DR3 

Nous ayons TU au coure du chapitre cinquième que quatre méthodes 

différentes oonduiaent à déceler l e s a c t i v i t é s aeétylehollnestéraslqttee au 

sein des t i s s u s , à savoir, l e s méthodes u t i l i s a n t en qualité de substrat 

l e s eaters de la oholine à haut poids moléculaire, l ' indoxylaoétate, l e 

~aaphtylaoétnte et la/9-oarbonaphtoxyoholine et f inalement l 'acéty l th io-

eholine et autres homologues soufrée Las méthode» qui ont pour base l'em­

ploi de l' indoxylaoétate et du/p-aaphtylaoétate font appel à la fonction 

aeétylestérase de l 'aoétylehallneetéraso. 

A— PRINCIPE DE Lk METHODES HÏDROLYES Di: L'ACIDE TOIOUCETI<»K. 

Mous aurons déjà considéré l e mécanisme d'action par lequel l 'aoé-

tyloholinestérese catalyse la réaction d'hydrolyse* Qu'il suffise de rap­

peler qu'à la surface de l'enzyme se trouvent deux centres a c t i f s , l'un 

anlonoïde qui peut réagir avec la partie o&tlonlque de l'aoétyloholine et 

autres molécules semblables, l 'autre estéraelque comprenant deux groupes, 

l 'un basique, l 'autre acide. C'est sur ce dernier centre <ju<% reoose l e 

mécanisme de la catalyse. Le preaJtar stade de la formation du complexe 

enayme-eubatrat comprend une réaction entre la groupe basique du centre es -

tér&sique à l e surface de l'enayme. Le groupe acide est essentie l pour le 

processus d'hydrolyse qui suit la formation du complexe enzyme-aubatrat. 

C'est par des mesura» de IHnaifeltlaa uants concurrence de l 'aeéty lehol i -

» 
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uestéraae par lu jjroatigmiae en fonction du oB qu'i l H été prouvé que l e 

groupe basique eat reaponaable de la formation du complexe enzyme-substrat. 

Par a i l l e u r s , c ' e s t l e groupe acide qui eet reaponaable de la formation d'un 

enzyme acylé , l'Intermédiaire contrôlant l e taux de lu réaction.(175). 

Si l e néeanlane propoaé d»hydrolyse est vrai , l 'acétylehol iaesté-

raae devrait eatalyaer l'hydrolyse de l 'ac ide thlolaeétique. Kn ef fe t , 

Nilson (176) a été oapable de démontrer que l'enzyme pouvait provoquer cette 

réaction, avec l ibérat ion d'uclde acétique et d'hydrogène sulfuré. Ceci 

constitue un puissant argument en faveur de l 'Idée que l'enzyme catalyse 

l'échange d'oxygène entre des acides et l 'eau, condition nécessaire poux 

la justesae de la théorie proposée de l ' a c t i v i t é enzymtiqu» qui fuit in­

tervenir un enzyme aoylé oorame intermédiaire. Ce sont l e s molécules d'a­

cide non dissocié qui entrent directement en réaction. La prostigmlne qui 

réagit avec l e s deux centrée de l'enzyme inhibe complètement l'hydrolyse de 

l 'ac ide thiolaeé t ique. Cette réaction a été étudiée en présence d'un ex­

t r a i t purifié d'aeétylcholineatéraae provenant de l'organe électrique de 

KlectrophorUB electrloua. 

L'hydrolyse de l 'acide thlolaeétique «'accompagne d'une libération 

de H-gS. Le sulfure d'hydrogène libéré au niveau Jet) structurée contenant 

l 'acétylchol inestéraee, ou peut-être une autre estérase, es t un composé fa­

c i l e & précipiter in s i t u , pouvant donner naissance à un sulfure métallique 

fortement insoluble. 

Four mettre au point une méthode hlstoohinique pouvant servir à la 

démonstration in ai tu dee a c t i v i t é s oholineatéraelques, 11 ne s 'ag i ssa i t 

donc que «e trouver un agent oapable de précipiter in eitu l'hydrogène aul-

furé provenant de la réaction. 
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La solution d'inoubatlon pour la démonstration de 1*activité esté-

rasique était de la composition suivante! 

aelde thiolecétiçie, à concentration finale de 0.12M dissout dans 83 ml 

de NagHPÔ » 0.2Mj Mélange de mcllvaine à l'aelde citrique et au phos­

phate disodique, & pH 6.8, 16 ni; Pb(H08)2, 0.1$, 1 ml, pour atteindre 

la ooneentratlon finale de 0.001M. Volume final, à pB 6.2, 100 ml. 

Le nitrate de plomb est ajouté à la solution d'inoubatlon afin de précipiter 

le Hgii libéré sous forme d'un précipité brun Insoluble. L'acétate de plomb 

a la même concentration produit le même effet . Cependant, ai l e nitrate de 

plomb est ajouté à la solution d'inoubatlon à la concentration de 10"%, le 

précipité qui en résulte au sein des structures tlasulalres n'est pas claire­

ment défini. L'addition du sel de plomb en milieu tamponné au phosphate fait 

apparaître un léger nuage dans la solution, mais en agitant, colla-ci devient 

à peu près limpide à ce piï. ÂM cour a de toutes les expérience*? ici décrites, 

nous avons arrêté le pH & 6.Z parce que, dans cette zone, l'enayme est encore 

actif d'une part, et que, d'autre part, le taux do la réaction d'hydrolyse de 

l'acide thiolaeétiqua est suffisamment élevé. ... la fin d© la période d'in­

cubation, variant entre 45 et 60 minutes, lo pH demeure inchangé «mis i l ap­

paraît un précipité brunâtre dans la solution d'inoubatlon. 

Les coupes de tissus ont été préparées par 1» Méthode de congélation 

sur du matériel non fixé ou bien sur du matériel fixé durant e iviroa vingt 

heures dans l e formol neutralisé à 4 pour cent et à une température de 4 e . 

Les coupes de tiesua ont été retenues sur les lames ©n appHcuant sur cel les-

ei tin fil** d'albumlae à 1 pouroent. Pwt la suite, lea préparations ont été 
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séchées durant deux heures dune un courant l'air ou eucoro SOUH vide à 4° 

durant toute la nuit* A. la. nui te de oee opération», lea couses adhéraient 

suffisamment & In las» pour supporter l e s manipulation a hiatochlaiques et l e s 

manipulations de coloration. Dana toua lea oue, lea coupes ont été Incubées 

a la température du laboratoire durant de» périodes Je tourne variant de KO à 

60 minutes. Lorsqu'une coloration é ta i t nécessaire, e l l e a été faite ù la 

fuchsine de basa h la cion centrât Ion do 0.08 pourcent durant deux minutes. 

Puis, nous avons successivement f a i t passer le» préparation» dmts un bain 

d'alcool à tt5 pourcent et dans deux bains d'alcool absolu et finalement 

dans t ro i s autres bains de xy lo l . truand aucune coloration de fond n'a été 

pratiquée, l e s préparutions ont d'abord été passé©B à l 'a lcoo l h 80 pourcent. 

Snfin, c e l l e s - c i ont été montées dans l e liquide de Permont (Fisher). Dana 

certaine cas, pour un examen microscopique rapide, nous avons fai t quelejuets 

montages au mélange glycérogel. iious tenon f à ajouter !#a© l'emploi de la 

safranlne est contre-indiqué parce que ce composé redisaout l e précipité de 

sulfure de plomb ou détruit la structure t iesula ire qui le» aupnort». 

c - ÉTUDE M L'ACTIVITÉ BBTaucia:*. .JU NIVEAU DJ; L* L -̂IT^ varia® 

0£ L* ylISiii UUtiiîUL.LlIt'.i a? *!B HimU DE L'EPimELIUM DE LA UNOUE. 

A l 'a ide de cette nouvelle méthode, noue avons étudié 1- loca l i sa­

tion de l'aoétylebolineatéraae au niveau de la plaque motrice <3ea fibres 

musculaires de 1& langue coupée transversalement, aane fixation i n i t i a l e . 

Dana la figure 13» se trouve représenté un groupe de plaques motriaeo, l e s 

unes apparaissant de prof i l , l e s autres vue» da face. On peut y constater 

la régularité de la réaction sur un grund nombre de plaques* (X2">). 
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Figure 19 

Vue d'ua groupe de plaque» motrices à U surface des fibres 
«uaoulairee de 1* langue. t;ubatratî acide thiolaoétirjue. 
Groee. 1 2 0 0 
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4? 
Figure 14 

Vue de quelques plaque» «otrieee à la surface de» fibre» 
maaeulaires *• la langue démontrant lMepeet ré titulaire 
des plaquée. Substratt acide thlolaeétique, n-roea, X700. 
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la ooloration de fond eut & 1« fuchsine d« baae. A l'extreroe droite de la 

•iorophotographie jn r>eut uperoeroir quelquen hepavlnooytâa qui prennent 

tr ia fortement 1« aolortmt* 

IHine lu figure 14 «ppanaifioeut doux de a©» plaquée motrice» à un 

groaeiaaeraant de ^700. un structure rétiouluiro d«- 1m platjuo s*e distingue 

netttasbnfc «fae iitu, centro« O1«1PB 4 l ' in tér ieur . D© plue, s i le ttaina d'in-

oubfetiou est arrêté à 30 minutée auliau d* 60 ÔOWK** dnae l e s flwux «sa précé­

dante, l 'appareil aoua-neural apparait otxsua uit l i s éré aassbre dont l e oontra 

demeure o la ir , a insi que l ' a décrit jouteaux. au oour» de cas 4tuda», noua 

arous pratiqué daa «soupes â doublatiou d'uua spaiBi'eur da 10 microns après 

flxatio:. i n i t i a l e au formol â 4 poureent durant 20 heures à 4° . 

^ 

Figure 1S 

Vua de quelquaa plaques raotrioea à la surface de» fibre a 
nuaaulairaB de la langue après f ixation au formol. A noter 
l 'aspect granuleux du précipité , bubatrati aoide tn la l -
aoé tiqua. &roea. X710. 



m -

Le f i a d é t a i l hietologiqua do lu plaqua motrice : l i apa r . i t . La réaotioa es t 

encore t r i » évidente aouo fQKae d'un p réc ip i t é granuleux, mai© la s t ruc ture 

r é t i e u l a i r e «et i é t r u i t e . I f igure 15) . 

D.- KTUDK DE L'ACTIVITU; û£>rfcK*MiJ)E «vU HlVh..U b»J Là. ibYÎUPÏ̂  HYOHEU-

JULS DU QikS,ro00îœ3éIJJi OHJ*. 3 -. 3Ri.«l iTTÏlJ^". 

L ' a c t i v i t é dstéraai^uo au aive*»u de l a synapeo myoneuralc a é&ile» 

taeut é té étudiée* Les 'oupea ont été préparées par cmsé la t iou a t o<xip(5eo 

à 10 microns» d ' épa i sseur . La f ixat ion uu formol, au niveau «Su gastrocnéaien, 

non seulement ren l l a réuctio.* tlli'fuee mai a l ' a b o l i t oompletesatirit. 

Jfigure 13 

Vue de l ' a r b o r i s a t i o n aorv«uae terminale ou bulseon de Kîitone 
à l a surfuea de la f ib re musculaire du gaetroonémien chez la 
grenouille» -ubatratj acide thlolaoétiQue* Orosa. X 23+ 

Chez OB vertébré in fé r i eu r , l a synapse myonouralo ne prend pas 

l ' a e p e e t d'une plaque motrice complètement développée avec «oie, cens»» chez 

http://apar.it
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l e s mammifères. I l n'agit plutôt d'une ramification de 1» teminaison ner­

veuse connue soue l e nom de buiaaon de Ktthne, contenue dans une gouttière 

soue-neurale très peu profonde i 1.. surface du muscle. Noue pouvons oans-

tater qu'à l 'a ide de la méthode & l 'acide thiolacétique, seule l'arborlea-

tlon nerveuee terminale donne la réaction (Jflg. l e ) . De plus, noue pouvons 

ajouter que la fibre nerveuse donnant naissance à l 'arborisation terminale 

demeure négative dans son parcours & la surface de la sect ion. I l n'est pas 

possible de l'apercevoir toutefois sur la figure 16. 

2 . - ETUDE DE L'AOTIVITE EZftBRAliiqpX «XJ NIVEAU W SYSTEME NJSHVKUX 

GBHTIUL CHltZ LE ÎUT. 

h. l 'a ide de l a présente méthode, nous avons étudié l ' a c t i v i t é cho-

linestéraslque au niveau du système nerveux central chez l e rat* vu «tours 

de cette étude, l e cerveau e t la moelle éplulère ont été fixée dans le formol 

neutralisé à 4 poureent durant vingt heures et à 4 ° . Fuis l e s eounee ont été 

préparées par congélation ù une épaisseur de 10 microns. Sans f ixa t lo i au 

formol, i l a été impossible d'obtenir des coupes propres à une étucln histo-

loglque f ine . 

Une forte réaction a été retrouvée au niveau du noyau dentelé du cer­

ve l e t du noyau rouge, du noyau moteur de la V* paire et du noyau di f fus , (a) 

Dans un ordre décroissant d 'ac t iv i t é , la môme réaotlon s 'es t manifestée au 

niveau des ce l lu les motrices de la corne antérieure de la moelle, des ce l ­

l u l e s de Purkinje du cervelet e t des ce l lu l e s pyramidales du oortex cérébral. 

(a) L'auteur ramerai» bien sincèrement monsieur l e Professeur %uer, directeur 
du laboratoire d'Âaatomie de la Faculté de Médecine, qui a bien voulu l e gui­
der au cours de l ' ident i f icat ion de ces différents noyaux cérébraux. 
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Dans ce dernier oae, lu réaotion était très fuible. 

Dans la figure 17 eat reprêoenté un groupe de oelluloa nerveuses 

du noyau dentale du cervelet. 

* 

••* 

* 

« 

' f c 
y* 

•4 

0> 

<̂  

Figure 

f 

* * 

1? 

Vue d'un groupe de neurones «iu noyau dentelé du cer­
velet du rat. Substrat» acide thiolacétique. 
CJros». X2û0 

k oo faible grossissement, on peut voir que le corps cellulaire 

est intensément positif tandis que le noyau de toutes le* cellule*! est 

négatif. Noua tenons a souligner combien lu ré&otlon est régulière dans 

son intensité au niveau des diffère ut a8 cellules, tandis que le fond ap­

paraît à peu pros négatif, ù une faible coloration fibrillaire prèe. 

La figure 18 représente quel eues oullulea à un groBeissmaent do 

X500. Jox oette microphotographie, on peut apercevoir la oorpe aellulalre 
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iP*. v 
* 

t** 
Figure 18 

Vue de quelques cellule» nerveuses du noyau dentelé du 
cervelet montrant le corpe owllulaire intensément eoloré 
ainsi que là partie proxi aie de COR prolongements. 
aubatrats acide thiolaeétlque. arasa. X500. 

& * 

i 
Figure 19 

Vue de deux eollulea nerveusee ûu noyau dentelé du cerve­
l e t aontruat l'aspeet granuleux du précipité distribué en 
anneau autour du noyau qui demeure négatif. substrat; 
aeido taiolaeétique, aroea. XTûù 
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intense»*» t colore ainsi que lu partie proxîmle d« ces prolongement». La 

figure 10 représente deux ee l lu lee du mène noyau à un plue f«xrt «ropeiaoe-

ment (£700). On peut y noter l 'aspect £p»anulaux du précipité distribué à 

la surface de la c e l l u l e avec un anneau de plu» fort» concentration nutour 

du noyau qui demeure négatif* On peut affirmer que cette distribution en 

anneau correspond à 1» posit ion de l'appareil de Golgi, sans «avoir toute­

fo i s s* 11 ne r'aglt que d'un parallélisme. Ce pendait t , cette distribution 

particulière apparaît évldeute dans toute* l e s oellulee* 

P.- ETODK 'Je, L'IHHIBITIOH DE LA HBkCTIO:! PAR I*; ^PT-STIWllfîï ET LE 

ûe plue, noue avonu étudié l ' inhibit ion de l'hydrolyse de l 'aoide 

thiolaeétique en présence de prostigmino et do tétraéthylpyrophoephate (Tgpp), 

A> 
. A, 

< ^ 

figure SO 
Inhibition de l ' a c t i v i t é en*ycmtique au niveau de la plaque 
motrice par la prostigmine h. la concentration de 1Q**^I. 
Substrat: acide thiolaeétique. Gros». X65. 
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l a proatigmlne a b o l i t ocsapl&temeut la rouotion uu niveau de la 

plaque motrice dee flbren de l a langue lorsque l&u owu>y.>-s uont pr<5-incubée» 

en présence d 'u-o aolut ion de l ' I n h i b i t e u r ù l a eoncentrat ioa dt* 10"*() ' du­

rant 1S minutée à l a température du l aboru to i re . , u r l a même préparat ion, 

on peut consta ter ( f igure &0) que oontrairetaent à la réac t ion au niveau de 

l a plaque motr ice, l a réact ion eatéraeique uu niveau de l ' êp i thé l lma cet 

encore ac t ive à ce t t e cou cent r a t l a a li. l ' i n h i b i t e u r (lCT'aî) «air! qu ' e l l e 

d i s p a r a î t à peu prèe totaletsant a une concentrat ion de 1 0 " \ s i ce n ' e s t à 

l a base de oertalnee p a p i l l e s , ( f igure S I ) . 

f igure 21 

Inhibi t ion de l ' a c t i v i t é enapwiti<3pe au niveau de l a 
plaque saotrloe e t au niveau de l 'épittaéllura par l a 
pxoati{£ain« à l a concentration de 10*%. Substrats 
acide ïûiolacê ^i«Jie« O-roas. £65» 
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ij« la môme faqan, noua avone étudié L'aatlon du ?OT» our l ' a c t i ­

vité eatéraeloue d'un a ooupe transversale de la iatigie du r a t . Les prépa­

ration» aioroaoopinuea ont été incubée» en présence de l ' inhibi teur à une 

oonoentratiou de 10 U durant 15 minutée & la température du laboratoire 

puis ré»incubées en présence du substrat. Noua devons toutefois» a t t i r e r 

l ' a t ten t ion sur le fai t que noue n'avaas paa employé une solution purifiée 

de T2PP et 11 ae peut fort bien que d * autres phosphatée organise» accompa­

gnant oelul-ei exercent à leur tour uns action inhibitrloe* 

•** h * 
w-

K&~* 

figure 8£ 

Xnhlbitioû de l ' a c t i v i t é enaymatique au niveau des 
plaquée «aotrioec et au niveau de l 'éplthélium par le 
fE&p & la concentration de 10"%. Substrat: acide 
thlolaeétiqae. Qrose. X65. 

On peut constater (figure 82) que le '-liiY inhibe oonplétetaent 

}faQ%lvité enay-fflatique au niveau de la plaque motrice tandis que l 'eetéraee 
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au niveau de l 'éplthéllum continue à domier une très faible réaction à l a 

base de» pap i l l e s . I l semble bien qu'à une raëme concentration moléculaire 

l e TttPl' «oit plue uotir que la prostlgiaine. 

0 , - 0GN3LUBI0H: N.tï\J}u2 JJE UACTIVITE EUTJ6RÀJSI{.1UE. HlKh \N TÎ7I1>'JIC£ 

À L'*IÛ& DB CBTrJÏ NCUVSLLK MKTHDD£ KT LIMITE DE U SPXaiFXOXTB. 

4 l 'a ide de cette nouvelle méthode à l ' so lde tblolaeéticpe, 11 est 

possible d'obtenir de très bonnes local isat ions deu aot lv l tée estérasiquea in 

s i t u . Nous croyons qu' i l s 'agit là d'une méthode très simple et trèe rapide. 

Tous l e s réaotlfe sont présents à la fo l s dam le milieu d'Incubation et la 

précipitat ion du produit f ina l , l e sulfure de plomb prend naissance instanta­

nément au far et 4 mesure de l'hydrolyse du substrat. I l est possible qu'à 

la concentration employée, l 'agent détsoteur, l e n i t m t e de plomb, exerce une 

action lnnlbitrlee sur l'enzyme. Nous n'avons pats fiait de détermination en 

paral lè le in v i tro pour éolairolr ce point. 

Résultant de l ' a c t i v i t é ensymatlque, la plaque motrice du mus oie 

• t r i é prend eon aspect bien connu de structure rét icule!re avec des espaces 

c l a i r s entre l e s circonvolutions du serpentin. Ceci répond assez bien à la 

description de Couteaux à la suite d'une coloration au vert Janus E, colorant 

é l e c t i f de eette structure, e t û la suite d'un teat en présence d'acétylinio-

choline. Mous avons tout Heu de croire que dans l e cas présent ce serpentin 

représente tout aussi bien l 'appareil eouu-neural décrit par Couteaux. <3»ï»e»-

dant dans l e cas présent, l 'appareil soue-neural n'apparaît pas clairement. 

XI «et bien possible qu'au pH où nous travai l l ions , nous n'étions pas dans 

l e s conditions l e s plue propioee pour bien démontrer ce dernier d é t a i l . 

Couteaux a en ef fe t indiqué qu' i l f a l l a i t opérer au très bae pB de 5 et mèse 
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aolna pour démontrer l 'aa^et oannlioulaire 4e l'appareil sous-naural. ; pH 

S.S at après une Incubation de 30 minute» seulement, 11 est possible d'a-

pereevolr aet aspect oanalleulalre au niveau de certaines •plaque» avec un 

groaaleeoment de 11800. 

Att niveau du syaterne nerveux central, la taétbodo do détection dea 

aotlvitéa estérasiquoe a l'aolda thiolaoétlque nous a permis do constater 

que lee ensymes sont localisés dans le cytoplasme, tandis que dame la noyau 

la réaction «at franchement négative. Oeei est et»traire à oe qu'a trouva 

Koalle & l'aide de aa méthode originale. ~»ar la suite, i l a pu corriger oette 

fauaaa localisation en ajoutant de fortes concentrations da sulfate de sodium, 

ainei que noua l'avons déjà vu, dans le but de prévenir uno tranaloeatlon dea 

ensymea du oytoplaantfl vera le noyau. A. l'aide de la présente méthode, news 

avoua ou oonatater que rien da tel ne ae passe au o ura dea manipulations 

hlstoehinjlquM. I l n'y a aucune tranaloeatlon de l'enssyns at le noyau de* 

maure négatif dan» toua lea eue. 

autour du noyau, noua avons pu mettra en ©vidons«s une plus forte 

ooneentratlon d*enzyme distribuée selon un lan oui rappalle la forma da 

1'appareil de Golgi. Noua ne pouvons dire a'11 ne s'agit là que d'un heu­

reux parallélisme mai* de toute façon cette distribution «at évidente dans 

la Majorité des cas «& 1» noyau est visible. 

La spécificité de la réaction da l'hydrolyse da l'aolda thiolaeé-

tique n'est certainement pas limitée â l'aoétylohalinaetérana, mem* «i cette 

réaction a été décrite pmr la première foi a par Wilaon ©crame étant le ré­

sultat de l 'activité dfuna préparation purifiée provenant 4*t l'organe élac-

trleue d© Ëlectrophoru* alectricus. Mous' avons pu constater Que l'astéraso 
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de l 'épitaéliuia de la langue donne une réaction suffisamment Intense et 

que de plue l'ensyme à ce niveau es t plue réel «tant à l 'action inblbitrioe 

de la prostigmine e t du TiSPP que l'enzyme de la nlaque motrice. Cette sen­

s i b i l i t é à la proatigulne permet de conclure à une ac t iv i t é ohollnectérasl-

Que au niveau de la plaque motrice. De plue, l ' a c t i v i t é des enzymes très 

sensibles à l 'act ion de ces deux inhibiteur» peut être partagée par la cho-

llneetéraaa et l 'aeétylchol lneetérase. Un essai en or es en oe de D¥P devrait 

être f a i t afin de délimiter la part qui revient à chacun de ces enayaes, 

puisque nous avons vu que l e premier de ooux-oi est plus sensible que l e 

second à une fa ib le concentrât loti de DTP. Cet essai pr*nd d'autant plus 

d'importance qu' i l a été démontré nue la eholineatérase porte à la surface 

de sa molécule un centre estéraslque responsable de l'hydrolyse de l 'acide 

thlolaoétique tout oomra© l 'acétylcbol lnestérase. 

En résumé» nous avons exposé au cours du présent chapitre une mé­

thode simple de détection des act iv i té» estérasiquee basée sur l'hydrolyse 

de l 'ae ide thlolaeétlque. Tous l e s réact i fs sont présents â l a foie dans 

l e l iquide d'incubation et 1© produit f inal de 1*» réaction, le sulfure de 

plomb précipite extemporauément, sans qu' i l &oit nécessaire d'introduire 

une secomSe réaction, a. l 'a ide de cette méthode, nous avons nu démontrer 

une a c t i v i t é cholinestéraslque MI niveau de lu plaque motrice et au niveau 

du système nerveux central, principalement dans l e s neurones moteurs. Ce­

pendant, l a réaction n'est pas spécifique pour l e s cholinestérases puisque 

l ' e s t érase contenu dans l'éplthélium de l a langae donne une réaction suffi» 

somment intense. Houe avons vu toutefois qu'à l 'a ide de la proeti&aine, 11 

e s t possible de faire la d is t inct ion entre l e s deux groupes d'ensçyraes, las 

qûolinestérascs étant plue sensibles que l ' es térase non spécifique. 
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iV NXVSaS DE L*. PUOiiï LU'lîlICiJ PAii YoïfJ U'ma^HOWiaHRIE. 

L'analyse quantitative "in si tu" se distingue do l'analyse quanti­

tative "extra situât" en oe que la structure tistmlalre eet respectée. De 

plue, danu dea conditions idéales, l ' in tens i té de lu réaction est siesurée 

au sein de la cellule ou du groupement cellulaire où celle-ci s 'es t effec-

tuée. L'analyse in s i tu s 'es t révélée la méthode de choix dea hiatochimia-

tes puisqu'elle permet d 'é tabl i r des différences qualitatives et quantita­

tives entre lee différente éléjaentt des tissus ù l'égard d'une réaction 

donnée* 

Ce but est bien contraire a oelui a t te in t par analyse extra citura 

où par définition, la structure t l ssula i re sot détrui te . Cependant, à l ' a i ­

de de cette nétnode, et dans des conditions de travail bien détemlnées, on 

a pu ae t t re en évidence d'une fi^on trèc précise la localisation de .-ertal-

nes aubstuncee chimiques» «'.de 11 faut taujj>ur» desieurer prud<n.t dans l ' I n ­

terprétation dea résul ta ts , puisqu'i l y manque toujours la oo iflraation 

qu'apporte uu ex^aen au microscope, vlnsl, l 'analyse extra situa a- t -e l le 

permis les études les plut» poussées à l 'échelle de la cellule et e'etst-elle 

révélée la Méthode de choix des cytochimirtes. 

i 'analy»* quantitative in s i tu a donné des résultats d'une très 

grande preeleion pourvu que certaines conditions «soient observée® avec rigueur. 
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3n tout premier l i e u , la réaction doit être spécifique, oe qui va mn& d i t e . 

De plus, l e produit de la réaction ne doit pas dlffnaer & travers leo struc­

turée voisinas puisque dans In majorité des cas i l ne s 'agit pas de mesurer 

la quantité absolue d'uae substance Mais bien au contraire sa concentration 

en une surface donnée, U» substance doit donc être distribuée également et 

n'avoir aucune tendauoe à s'agglomérer eu grumeaux, autrement les nesures 

aéraient lo in d'être uniformes et reproduisibles. Enfin, l e produit de la 

réaction ne doit pas être trop opaque au sein des ctruotures tiasulnireR, 

car lea assurée d'opacinétrle sont le» nlue d i f f i c i l e s n effectuer et de­

viennent tree Imprécises avec un accroissement du précipité . 

Ces différentes: considérations noue ont guidés dan» la choix d'une 

réaction qui puisse détecter l ' a c t i v i t é «cétyleholinestéraaiqu© au niveau de 

la plaque «sotrica. Qoat.e aous l'avons vu au court du chapitre précédant, 1er. 

réactions de Goaori et de Koelle conduisent à un produit final opaque très 

d i f f i c i l e à mesurer par histophototnétrio. ï l en va de même de la méthode à 

l 'ac ide thiolaeétique que n ue venons de décrire, ^estait donc la méthode 

au/â-naphtylacétate. Le^-napbtol l ibéré , après réaction aveo un sel de dta-

aonium, donne naissance ô un pigment pourpre dont l e coefficient moléculaire 

d'absorption peut être n<esuré In v i t r o , s i nécessaire, et iont la dénosltlon 

t i s su la lre n'est pas opaque, 

11 a été démontré que l*acétyleho31nestér»»Be nouvalt catalyser l 'hy­

drolyse du/9-»nÊipbtylacétate (1S9J tout oorane ce l l e d'un grand nombre d'ester* 

dont le réeîau acide est l 'ac ide ttoétiQue. Parmi ceux-ci se trouvent la 

tr iacét lne {10), l'éthylobJUroacétute (1S4) e t l'indoxylaoéteit© (8 ) . l ' a t ­

taque préférentiel le de la^-oarbonaphtoxyohollne par la cholinestérase non 

spécifique a été démontrée par ftetvin et ses collaborateurs (180). 
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])• Ï;1UB, i l ew* bon A'ajMU6or cjuo le pK du l i ;réa0tlon, 7.8, e s t 

t r è s vois in Au pH optimum des challnebtértxtto», co qui oat trou Important 

pour doa étudoa quunt l tu t iveL. j-i^u cer t iiiia oaa l ' a c t i v i t é enxyaatlque a 

é té étudié» en présence Je/^-oarbonaphtoaQrohjlina i")<''Ci.?içu© de la cho l l -

nee téruse , 

L ' i n t e n s i t é de lu réac t ion a é té saecurée pa)1 histonhotométrie, 

l ' une dos aéthodaa de enoix eu hlj t johiciia quant i ta t ive* Le principe le 

aoa eatlmations rapoae sur l 'ubeorpt ion de 1< lumière par l ' o b j e t raicros-

ooplque. ivlnol que l a souligne Linon (106), l a néoesalté â« t r a v a i l l e r à 

fo r t grsaaisseosnt du microscope et ou; âot a i r e s xtrémement rédui tes rend 

Obligatoire l ' u t i l i s a t i o n d ' instruments extrêmement sens ib les . On réusa i t 

maintenant & opérer BUT dee volume» de substance de l ' o r d r e de 10"*i0saifl,J e t 

à déeeler dea quanti tés de l ' o r d r e de 10~%g. J-a détermination photomé-

t r lque consis ta en la mesure de l ' absorp t ion de 1& lumière par la .substance 

à é tud ier au sein de l a préparat ion aicroecopique. 

Soit I» , l ' i n t e n a i t é luwlnsuee avant passage *» t ravers 1-, subatun-

oe e t s o i t I . l ' i n t e n s i t é lumineuse après passage» la tr-antraiimion ? e s t 

a l o r s dé f in ie par l ' expreaaion 

T • 1 / U 

Kn pra t ique , I 0 représente la transmission à t ravers la préparation 

microscopique dans un* région voisina e t t r i a semblable ù lu s t ruc ture à ne-

aurer sauf que l a subetanoe à l ' é t ude y eut absente. Noua diocuteroap plus 

l o i n l e choix d« ce t t e région qui ea t t r è s iciportuat ot qui const i tue le 

"b lanc" . I repflSsonte l a fcranaalfcsion de l a lumière à t ravers lu substance 

& l ' é t u d e qui «a* logée ôanu u»** s t ruc ture donnée, oe l lu la ou groupement c e l ­

l u l a i r e» Chaque détermination hlstophotométrique comporta donc deux mesures 
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4»Intensité luatlnois©, 1» première A travers un t.lwnc, la seconde à travara 

la substance l oo i l inée en un point du «rjécirien. fli on apoelle extinction, D, 

la valeur» 

D s -lOtf T. 

on a, al la l o i 3e Bear a'appliqua, 

0 « 0LX 

où C représente la ooncentrâtion ds 1* oubatanoe, L, 1'épaisseur do l 'objet 

• t E la coeff icient raoléoulalr* d'absorption, dont la valeur ©et constante 

pour une substance donnée, à une longueur d'onde déterminée. 

Pour lee déterminâtlotte en valeur absolue, l e coefficient aoléculai-

re d'absont ion, 1, doit être mesuré au moyen de {solutions de concentration 

connue. Cette détermination peut être effectuée pour une substance à étudier 

selon l e s voles ordinaire» de la bloohiraie. Cependant, Liaon « décrit un 

lnatrument oui terset d'effectuer cette mesure de coefficient moléculaire 

d'absorption dans l e s conditions tswee où la dêtermlnatioii hisfcophotoiaétrlque 

aéra f a i t e . 

Dana l e cas qui nous occupe présentement, 11 ne s 'agit que de dé­

terminer la teneur relat ive dos plaquée motrices en/g-naphtol. ta détermi­

nation du coefficient moléculaire d'absorption n'est dono ™«B nécessaire. 

2n e f f e t , E et L sont deux valeurs sonétante» représentant reaneotlvenent 

l e coeff ic ient moléculaire d'absorption du$~naphtol et l 'épaisseur de la 

préparation qu'en pratique on peut supponer toujours semblable ?i elle-aêraa. 

I l en reste donc qu'on peut écrire 

H »i 
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où 5j_ et C£ aonfc e*prii-é» en uniVk> urbK «*ir< J . .iiu»i, dur»* lu fcui te de o© 

travai l , l '&ativi té enaymiitique se ru expriméV "i unitéa Ao deneltd optique. 

11 «et évident que le point ar it:<tae r. a w « de ma -ncnurea sera l 'épais* 

eeur de l ' ob je t . Cependant, l 'analyeo ctutlstique des râeult&te obtenue 

noua prouve que l 'erreur intToiuite par c© faeteur, bien qiue »robabl^ft©nt 

existante, peut être négligée. 

Les mesures de l ' ac t iv i t é aeétyleholiueatérualque ont été effectuée® 

à l ' a ide d'un hieto-ihotociètre t rès «traplo, nie -r.; poirt àïoia notre laboratoi­

r e . {?ï'~. 2S). 

. .i.j,US'u '-«i 

HietopHotonàtra pouvant aervl* à la raecur» te l ' a c t iv i t é 
enrjrcï&itiqua. Deoeri^t :, ya dans l e texte. 
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Cet appare i l consis te d'ubord an une uourco d ' éc la i rage à voltage 

constant , iveo 1 'apparei l présentement .lécri*;, un© difi*"ro:)C© <io po ten t ie l 

âe t l x v o l t s produit un é c l a i r a ^ suff isant pou^ t r a v a i l l e r à l ' éohe l l e l a 

plue sensible de 1*électro-photomètre. Le faisceau lumineux, aorès passage 

& truvera un f i l t r e bleu es t -Uri^é sur l e miroir du microscope. L'image 

microscopique ©et orojetéCsur un écran de verre dépoli mesurant 11.0 X 8.4 

cm, à t ravers une chanbre photographique. â.vant d 'effectuer toute mesure 

paotoaétr ique, l e faisceau lumineux es t d i r igé exactement sur l e centre géo­

métrique de l ' é c r a n . La p a r t i e optique de l ' appa re i l est au point pour ef­

fectuer l e s rassures photométriques. 

La ce l lu l e photo-électr ique ost apportée au centr© géométrique de 

l ' é c r a n e t raccordée â l ' é l eo t ro iho tomàt re . Cette ce l lu l e portn un i r i s de 

diamètre va r i ab l e . Dana l e cas qui nous occupe présentement, noua nvons a r ­

r ê t é notre choix ù un i r i s d'un diamètre de 4 sua, ce qui e s t légèrement in ­

fé r i eur au «lianètre moyen des plaques a o t r i c e s colorées par l a méthode au 

/â-naphtylaeéta te ®t aggrandles 240 f o i s . Cette précaution es t de 1« nlus 

grande iuoortance car s i l ' i r i s de la ce l lu le photoélectrique débordait l a 

plaque motrice, I'J- transmission de la ltuaière augmenterait de beuuooco, e t 

d'une façon incontrôlable , ce qui ru ine ra i t tout espoir d ' a r r i ve r I des ré­

s u l t a t s q u a n t i t a t i f s . H ne r e s t e alue ulors qu'à apporter l ' image do la 

préparat ion microscopique au centre de l ' é c r a n en manoeuvrant l e charr io t 

du microscope. Cel le-c i es t tout d'abord projetée à fa ib le grossissement 

a f in de repérer l e s plaques, puis à un nlue fo r t grossissement (XS40) af in 

d ' e f fec tuer l e s assures selon la méthode décr i t e par Dempaey, tfleloeki e t 

Singer* (56) . 
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C - PRBPàSmOH Ht! MK2BPILL A L'ETODS ET K3ÏHODF. 

L'étude quantitative dos a c t i v i t é s enaymatiquas â l 'échel le microe-

oopique ne saurait s'accomplir BUT des epéalmena biologiques qui ont été 

f ixée , 11 set bien connu en ef fet que lea moine violents daa fixateurs, 

par exemple l e formol neutre à 4 poureent, dénaturent l'enzyme, abolissant 

ainsi une grande partie de son notion catalytique, AU oours de oe travail , 

nous avons ohoisi d'opérer sur la langue du rat eoupée en «action transver­

sale . Sn e f f e t , c e l l e - c i contient un grand nombre de fibres musculaires 

•rientées en toutes direct ions . Lea chances sont donc bonnea de seotlonner 

une grande partie dea plaques motrices en un plan favorable à leur étude. 

L'iuportance de l 'orientation des fibres musculaires sur la préparation 

microscopique aéra diaeutée plus l o i n . 

Oe plus, l e s estérases contenues dans l'épithélium de la langue 

aeeempa^nent sur la même section lea cholineetérascs de la plaque motrice, 

•e qui es t très favorable pour une étude comparée des deux ens^raee. Houe 

verrons que cette heureuse distribution des deux fermenta nous a permis de 

préciser la nature de l'enzyme au niveau de la plaque motrice t e l l e qu'el le 

est révélée â l 'a ide de la technique au [j-naphtylaoétate. Datas certains cas, 

nous avons étudié l ' a c t i v i t é enssymatique au niveau de la plaque motrice des 

muscles interooataux et du diaphragme. Toutes lee oaractériatiqjea que noua 

décrivons plua baa s'appliquent AUBBI bien aux enzymes do la plaque motrice 

de la langue qu'à ce l l e s dea muaclee intercostaux et du diaphragme. Noue 

avons donc pr paré des sections en coupe transversale de la langue du rat 

par congélation â l 'a ide du ga« carbonique l iquéf ié . Lee sections ont été 

coupées à 15 aierono d'épaisseur et appliquées directement sur la lame sans a-

jouter aucun agent pour l e s y retenir, Jlanlpuléa avec soin, ces préparations 
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microscopique» étalant assez sol ides nour aunnortor toutee l e s opération» 

subséquentes. 

La solution d » incubation pour le p-naphtylaoétate é ta i t de la com­

position suivante au l i t r e ; 

(g -naphtylacétate, 100 rag; di-ortho-anisidlne tétra%oté 400 PI»; 
le&Cl 0.0&1, en tampon au véronal à pH 7.8. 

Le (j~naphtylaoétate a d'abord été dissout dans S rai d'acétone pait ijoaté 

1entenant au liquide d'incubation immédiatement avant usage et en agitant. 

Oana oes oonditions, In solution demeure l iaplde et i l n'est pas nécessaire 

de la f i l t r e r . 

La solution d'incubation pour lafj-nuphtpiyanollne contenait l e s 

ingrédientB eutvanta au l i t r e : 

(^-earboaaphtoxyeholine, 200 rag: âl-oittho-anltildine tétraxoté 400 mg; 
OaClg Q.SM, en tampon au véronal â pH 7.4 . 

A moins d'iudioation contraire, 1& trooe à'incubation en présence 

deQ-naphtylacétate a ét»> de qulnse ainutou à la température du laboratoire 

tandis qu'en présence deQ-naphtaxyoiyjllne, 11 a été de trente minutes à 58°. 

Pour l e s examens au iaicroseope, l e s préparations :<nt été montées dan*, le 

Mélange glycérogel. OÔB préparation» ntleroseoTjiouen sont très otHble» et 

meuvent être oonaervées plusieurs mois ssma détérioration a >mrente. 

D. - 2S:»OBIPTIOM SOMMOHJi; DU LÀ PUOÎUJÏ MOTMCK 00L.RSJI Pa < LA 

A l 'a ide de oes deux réaction», i l es t Impossible d'obtenir de fines 

loealis«•*lo a , , nistoohi-.iijues â un groeslasea^nt poussé. Mais là n'était pas 

l e but. 
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La figure 84 représente que l les plaquée motrloea ruée dw faoe à 

la aurfeoe des fibres ousoululree A un grooelaeenent do XS07. Oellea-ol 

aa détachent an aoneed'un bleu pourpre lntenae sur un fond roae. 

Figure 24 

Plaque*» motrices vue» <l& face h la aurfaoe des fibre© Mueou-
lairce de 1<* langue coupée traueireraalei&ent. Ijubetrats /Q-
naphtylaoétate. Oroa». 1807. 

La figure £5 repréaeate quelque» plaquée vuea à un graaeiaaejBent de 

MIS* !«•» plaques, à un te l grossissement, aont loin d'être clairement dé­

limitera et 11 eet 1 poasiblo de discerner la structure rétloul&ire qui les 

aaraotériae à 1* eulte d'une coloration au vert Janua ou à l'&aétylthioeho-

l lne. 

D« plue, la réaction au (9-nnpfltylaoétate n'est pan l initée à la 

région de la plaque motrice. On peut en effet noter une réaotion diffuse sur 

toutes lea fibrea, quoique de moindre intensité. I l eat « noter également 
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que l e préoip i tô appara î t eauts foxmo de points c i f fua . ;2oue verrons plue 

l o in que c e t t e déposi t ion du p réc ip i t é n 'a r ien à voir avec l ' a c t i v i t é 

aeétylonol ineetéras iquo o t e«t due «u oon tndra à l ' a c t i v i t é de l ' e e t é ruae 

non spéolf lque. • 

' . - < • ' : 

l igure fi 5 

Vue de t r o i s plaques motrices â 1« surface de l a 
f ibre musculaire do la langue «oupée traneverea-
lemont. k\ ib»tratfâ«n&patylaaétate . Oroaa. X415. 

1 A figure 26 représente quelques plaquée motrioae à la surface â© 

l«i f ibr« imiaculaire ot provenant d© l ' a c t i v i t é chollnsBtéraalnue ©n préflonoe 

de /J-oarbonaplitoxyolwliue. 

îiêat. pour un terape et'ineubatio.i do ?0 minutée à SS®, l« réact ion eat 

beauaoup aoia» intense en préeence de^-aarbonapatoxychollne qu'an présence 

àe/3-.naphtylacétate. De p lus , l a réuot ioa eat l imi tée â la région û& l a 

olaqu» motrice taadie qu ' a i l l au ra à 1« aurface .le la f i b re , l 'aafcivité 
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ensynatlque ea t n u l l e , itou s pouvons* admettre proviwoireiaenï qu'eu présence 

Figure 86 

Vue de quelques plaque» motrice» à la aurfaee de la 
f ibre «maculaIre de l a langue coupée t ransversa le ­
ment, i iubatrat î^-ourbonaphtoxycholine. Groee.XSO?. 

de /3-carbonaphtoxycnoline, l a réae t lo» e s t due à l ' a c t i v i t é non spécifique 

a ine i que ta via e t ses* collaborai teur» (129) l ' o n t démontra pour la cholinea-

fcéraae du sérum. Houe verrons plue lo in que pu* histophotanétri© quelqu'rô-

claireiesemeut; peut ê t r e apporté à ce problea®. 

K.- I^.TO'.£ OK L'ÀOTXVMÎS 0»7KRA^H3J Î .JU ilVK.Jj D\ U PL^US M0TRI.71Î 

PAH Hl f/TOPiijT jîtLJVi (IK • 

Av«nt de passer à l ' é t u d e quan t i t a t ive do l ' a c t i v i t é eetfo&aique au 

niveau do l a plaque motrice, i l e s t bon do préc iser davantage cer ta ine pointe 

de l a atéthodo bletopaotottétr icpe. 11 eet évident q u ' i l ne «aurai t ê t r e qu©«~ 
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tion de mesurer l 'act ivi té oùoliaestéraslquii de toutea la a plaques raotrlees 

visibles à la aurfaoe des fibres museulairoe d'une ooupe transversale de la 

langue. 

1 . - Valeur moyenne de l 'aotlvité eetérasiQue de la plaque motrice 

ohes l e e rats témoins* 

La figure 27 représente l'aspect d'une partie de la langue avec ses 

nombreuses plaques motrices & un faible grossièrement {XÏ58), our cette partie 

représentant environ le quart de la eurfaoe totale de la langue, on peut comp­

ter un très grand nombre de plaques motrices bien individualisée». Mesurer 

< " * * 

Figure 87 

Tue de nombreuses plaques motrices réunies on groupes à 
la ourfaoe des fibres Musculaires de la langue couple 
transversalement• Oubstratt /â«-naphtylaeétute. Cîroofi.„£;;., 

l'aôtit-lté au niveau de toutes les; plaques aurait été via travnll fastidieux 
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• t d 'a i l leurs i n u t i l e . Houe avons constaté que l ' a c t i v i t é enaywatlquo é ta i t 

o<KIstante, à un degré surprenant, pour toutes las plaques réunies en groupe. 

Hous avons dono décidé de mesurer l ' a c t i v i t é d'une seule plaque par 

groupe, À oeol, i l n'y avait pas que la raison de simplifier le travail bien 

qu' i l f a i l l e reconnaître, qu'en pratique, i l aurait été excessivement long de 

déterminer l ' a c t i v i t é de toutes l e s plaques» Bien plus, i l n'est pas possi­

ble de détenainer avec précision l ' a c t i v i t é de chacun** des plaques. L*examen 

de la figure 27 nous en fera voir la raison. Certaines plaques apparaissent 

de prof i l , à la Barge ou encore en termina in on de la fibre musculaire. Pans 

ces conditions, i l est à peu près impossible d'appliquer exactement l ' i r i s de 

la ce l lu l e photoélectrique sur la plaque. I,a moindre erreur de position en­

traînerait des erreurs considérables dans la mesure de la transmission de la 

lumière puisque l e t i s su conjonetif environnant est beaucoup plue transparent 

que la fibre musculaire. Hous avons 'oao décide; que, de façon générale, nous 

ne mesurerioas l ' a c t i v i t é anzysatique qu'au niveau d'une plaque; bien centrée 

sur la fibre musculaire, et présentant autour d 'e l l e un l i eu ^ropiee à la dé­

termination du blanc I* qui intervient dans la fonctiont 

T - I/I« 

La détermination <*u bî*iae nérlto une attention toute nartioui1ère et 

la Justesse des résultats dépend de boauooup de cette mesure. Tison (106) a 

attiré l'attention sur le fuit que le blanc devait être tel que In perte d'in­

tensité lumineuse due à des eauneo non Mpéelflquea comme par exemple, perte 

par diffraction, réflexion interne ou réflexion de nurfaoe y soit exactement 

la a«m« <T»« d*nB *,*°3e'* * mesurer. A vrai dire, il n'existe pas d« règle 
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générale qui permette do diriger la recherche du blane. tons «ertains caa, 

cm é tab l i t oe dernier sur dea préparation» témoins de même épaisseur en opé­

rant dane dea conditions Identiques à ce l l e s où e'effeotue la réaotlon, mais 

•n omettant un réact i f qui pernet à la coloration de se développer. Far ex-

esple , dan* l a réaction de Peul^en, oa omettrait soi t l 'hydrolyse, so i t l e 

traitement par l e réact i f de aohiff. I l va sans dire que pour établir un 

blano de cette fauon, 11 faut opérer sur deo coupes d'une épaisseur très 

constante et d'une structure strictement comparable. 

Dans la caa qui nous occupe pré «entament, noua avons recherché l e 

blanc sur un point de struoture et de don ai té h peu près eoaparable à oelul 

ou s ' é t a b l i t la réaotlon colorée* Le blanc Idéal nous a doue satablé la fibre 

Musculaire non autrenent colorée que par la réaction eotéraaiçu» diffuse à sa 

surface. Dans ces conditions, nous pouvions croire que nous avions un blanc 

e'approohant des conditions idéales pour une plaque donnée. M e f fe t , al l 'on 

recherche l a valeur l e en quelques endroits, autour d'une plaque, on peut cons­

tater que eette valeur ne varie que très peu d'un endroit à l 'autre , m f in, 

11 faut ajouter qu'avant toute assure d'act iv i té d'une plaque motrice nous 

avons réajusté 1& valeur du blano au zéro de l 'apparei l , l'our une même pré­

paration, en régie générale oe» réajustements sont minime. o'vaxe préparation 

à l ' au tre , l e s variations Dont plue grandes, e t enfin, d'une expérience à 

l ' au tre , ces variations s'accentuent encore. Mais on dernière analyse, on 

peut orolre que la détermination du blane, s i e l l e est fa i te av«c soin, 

a' introduit qu'une erreur négligeable à la condition que cette valeur so i t 

déterminée en un endroit voisin de In plaque motrice n l 'é tude. 

ÏM. plue grande partie des résultats que nous exposeront plus lo in 

ont été analysés par méthode s tat i s t ique , u. t i t r e d'exemple, dans l e tableau 
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XIV aont comparées lea rtifféronteo moyennes eue noua pouvons obtenir en ad­

ditionnant lea réaultats de l'activité eatéraalque dea plaqoaa notrloea oha» 

des rata normaux, moyennes obtenues aoit pour une préparation donnée, compre­

nant toujours 10 déterminations, pour cinq préparations provenant d'un seul 

animal ou vingt-cinq préparatifs provenant de cinq, aniaauz diffère»ta. 

Evaluation statistique de la valeur moyenne de l'activité estérasiqu© au 
niveau de la plaque motrice. 

Provenance de la Nombre de Valeur moyenne Erreur standard 
valeur moyenne déterminations densité optique de la moyenne 

X100 

une saule prépara­
tion microscopique 10 21,8 t 2.6 

5 préparations pro­
venant d»un rat 80 20.6 i 8.1 

28 préparations pro­
venant de 5 rats 2J50 28.8 ±1.9 

moyenne de toutes 
les déterminations 810 22.1 t l . 9 

Nous pouvons constater que la valeur moyenne de 1'nativité aeétyl-

eholineatérasique varie très peu d'une préparation mioroscoplque à l'autre 

et que l'erreur standard de la valeur moyenne est minime et d'une valeur à 

peu près constante. De plus, entre les valeura moyennes do ohaoune dee pré­

parations prises deux à deux, ou entre le» valeurs moyennes de 1'activité 

estéraslque ohez deux animaux différente» nour* n'avons jamais constaté de 

différences significatives à l'analyse atatiatiou©. 
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Donc, do fn^on g é n i a l e , d«nr la «mite de oe tr-tv-dl, la valeur 

moyenne de l ' a c t i v i t é esterasique d'uto préparation mieronrcopl-ue Sonnée 

proviendra de dix détermination» fai tes au niveau do plaquea bien centrées 

sur la fibre musculaire. 

Toutes oea caractéristiques nous inclinent a croire que la néfchode 

histophotométrique peut servir à âéteminer avec préolsion l ' a c t iv i t é eazy-

aatlque in s i tu au niveau de la plaque motrice du nusele « t r ié . L'étude des 

paramètres de cette ac t iv i té enzyamtiquo, conrae le tempe d'incubation, la tem­

pérature ou la concentrâtim du substrat viendra d 'a i l leurs corroborer les r é ­

sul ta ts que nous exposions plus haut. 

£.- Etude de l ' inhibi t ion in vi t ro de 3. 'act ivi té eatéraBique par 

l r ésé r ine . 

£n second l ieu, l ' e f fe t de 1»4serine cur l ' a c t iv i t é eetérasique 

au niveau des différentes structurée de la langue a été étudiée. Le but 

de cet te expérience é t a i t de distinguer entre l ' ac t iv i t é enxymutique de 

l 'éplthéll ira et cel le de la plaque motrice et aussi d 'établ ir la sensibi­

l i t é des enzymes en ces deux régions a des concentrations croissantes d 'é-

sér lne. Jin effet, la ehollnectérase est t rès nonslble à l 'action de l 'éeé-

rine qui, à une concentration de ÎCT7!! peut abolir la majeure partie de son 

ac t iv i t é enzyrastlque (61}* Far a i l l eurs , les estérasea, coaira nous l'avoue 

déjà vu précédèrent , sont beaucoup moine sensibles à cette action inhibl-

t r i c o . Les préparations microscopiques ont été incubées en présence de 

sulfate d'éeérlne â des coao«atratlonB de 1CT7, ÎO**6, ÎO*16, 10"%,durant 

t rente minutes» puis incubées à nouveau en présence de/J-naphtylaeétute et 
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Figure 28 

Effet de l'éaeriae (10~7M) sur l'activité oholinest«raaique de 
la plaque motrice et sur l'activité esteras1que de l'épithéllura 
de la langue du rut. Substrat»â -naphtylaoétate. Groaa. XS2. 

Figure 29 
Tue de quelques plaquée motr ice à la snrfaoe dee fibres muscu­
la i re e de la langue à la. suite d'uae itthibltioa due à l'ésérin® 
(10*7M). Bubatrat{/2-aapbtyl(aeét*it«. Groea. XS8Q. 
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de /«J-oerboaaphtoxyeholine durant respectivement quinze minutée Â la tempé­

ra ture du laboratoire et trente minutée à 88°. 

4 l'examen de la figure 88, on peut oonetater que l 'éeérine à une 

concentration de 10**7M inhibe à peine 1'aotlvité estéraaique au niveau de 

l 'épithéllum, taudis que la réaction au niveau de la plaque motrie© demeure 

& pela* v i e i b l e . La figure £9 i l l u s t r e encore mieux ee phénomène d'Inhibition 

au niveau de la plaque motrice. 

I l est à noter de plue que l a réaetion diffuse ne dispayait pas à 

la aurfaoe de la fibre muaeul&ire• Lee réaetiona eetéraslques au niveau de 

l'épithélium et à la eurfaee de la fibre ne sont inhibées qu'à une concentra­

tion d'ésérine égale à 10~T4, ce qui indique que l ' ao t lv l t é à ces niveaux 

eet due à une esteras© non epéeifique. 

En préeenoe de^-earbonaphtoxyohollne, l 'éaérlne Inhibe tout aussi 

bien la réaetion eetéraaique au niveau de la plaque motrice, aeul s i t e act i f 

BUT la préparation, l'épithéllum et la fibre musculaire étant toujours néga­

t i f a à oe point de vue. 

l&ofin, l ' a c t i v i t é esterasique au niveau de la plaque motrice a été 

mesurée par histophotométrie. Les résultate obtenue sont consignés dans le 

tableau Xï, On peut oonetater que l 'éeérlne à une concentration de 10"7M 

Inhibe trèe fortement l'hydrolyse dup-naphtylaaét&te et de la^f-carbonaph-

toxycholine. Dana oe dernier ea*s, la réaction é ta i t trop faible pour être 

appréciée a l'hlstophotomètre. Dana les doux cae, la réaction é t a i t tota le ­

ment Inhibée à une concentration de 10"* TM. 

Cette expérience prouve trèe clairement que l e même substrat, l e 

/3-napatylaeétate, n'eat pas hydrolyse par l e même enayann mr une marne 
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préparation mioroaoopiqua. au uiveau de lu plaqua raotrlee, i l ent hydrolyse 

par une ehollnestéraee, au niveau du la. fibre rauaoulalra at au niveau de 

l'épithéliura par une eatéruae. 

Influeaoe de l 'éaérine in v i tro sur l ' a c t i v i t é eetérasiciue de la plaque mo-
tr loe de la fibre aueoulaira da la langue. 

Subatrate 

0-•aaphtyl 
aoétate 

ê -oarboaaphto-
xyeboline 

^otivité eaaymatiftua (danaité optique XI00) 

Témoins loérine 

1(T 7M 1CT%. 

£8.8 8.1 0 

12.» trèe faible 
réaction 

De plua, l a f a i t que l'éaérine inhiba l'hydrolya© de la j^-oarbonaph-

toxyeholine à une fa ible concentration (10 M) prouva qu« c» aubatr&t est 

aydrolysé par uns? cbolineatérase. Canuse par (ailleurs, i l a été prouvé que 

la oholineatéraee non apéolflquv hydrolyse oe aubatrat à l'exolutiion da 

l'aeétylehollnaatéraeet, on peut conclure que oe dernier anisyrae oat prêtent 

au niveau de la claque motrice. 

a . - Utude du taux de la réaction enolineatéraaiQue MM, niveau de la 

plaque raotrloe en fonction du tempe. 

Dans l e but de véri f ier la préoiaion de notre méthode alatopaoto-

ggétrlque* aou£ avons étudié l e taux da la réaetloa aoétylOûOlineatérasiette en 

fonction du terape à dea intervalle» de 5, 10, 15» 80 et 8S minutes an pré-

Bflticc defl-Bapbtylaeétate. 
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Taux de la réaetion oholinestéraalgie au niveau de la plaque 
«otrloo en fonction du tempe» Sa abolsse; tempe en minutes. 
En. ordonnée: activité nnzymuXic§x& (denelté optique X100). 

Moua pouvons cône ta ter, dfay.ree la figure 80, que l 'activité en-

aymatique en fonotloa du testpe est représentée par une fonction linéaire 

àane «a phase init iale , maie qu'aprèa environ t.uina® minute», le taux de 

IM réaetion tend 4 41ninun JLégav«aetit. Houe avons dono déeldé d'arrêter 
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la temps &a la réaotlou à quiusa minutai!, à la température du laboratoire, 

pour toutae laa exporlenooe aubsaquantaa, 

4 . - Ktude du taux do la réaotlou oholinoetéraaique au niveau de la 

plaqua .notrloo «m fonction de la température. 

J o j o r -

Zo Zo> " 

IC l© -

Figure SI 

Bffat do la taiapératuro «ur l ' aa t lv l t é ahQliaaotérs&aiqu® d& la plaqua 
aotri«®« Sa aboiaae: température, jn ordonnée: act ivi té ©naymatique 
(ûenaité optique 30.00). 
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La eeooud paramètre étudié a été l ' e f f e t de lu température sur le 

taux da la réaction. Noua avoue détermina l ' a c t i v i t é enaymatlque à S', 8*, 

14*, £0* at 8S*. Connae ou pouvait prévoir une forte aat lv i té emsywatique à 

38*, nous avons arrête la te.ripu de la réaction H l i x minutes afin de demeu­

rer dans la partie l inéaire de la courbe d'aot ivi té enitymatlque, et auaei, 

afin d'éviter uie diffusion possible du pigment. Les résultats obtenus 

sont résumés dans la figura SI* encore une f o l s , noue avons pu constater 

que l ' a c t i v i t é enzyoaatiqua en fonction de la température es t représentée par 

une fonction l inéaire entre t)° e t SB*, A 2°, nous n'avons pu déceler de 

réaction, tant au niveau de la plaque motrice qu'au niveau de l'épitnélium» 

5 . - iitude du taux de la réaction cholinestéraslque en fonction de 

la concentration du substrat. 

Le troisième paramètre que nous avons étudié a été l ' e f f e t de la 

concentration du substrat sur l ' a c t i v i t é enstysiatique. L'échelle de concen­

tration étudiée var ia i t entre 0*6, 1 .2 , S.6, 5.75 et 5 X 1 0 " \ . x cette 

dernière concentration nous touchons la l imite de so lubi l i té du/^-naphtyl-

acétate a oe pK ot à la température du laboratoire. Les résultats que noue 

avons obtenus sont représentés par la figure SS. 

A la plus faible concentration» o'est-â-dire 0.6 X 1(T4M, i l é ta i t 

possible de déosier une réaction au niveau de la plaque, jcaaie trop faible 

pour être appréciée quantitativement* AUX autres concentrations, le taux 

d 'act iv i té augmente d'abord assee rapidement puis plus lentement jusqu'à la 

concentration de 5 X 10"%, l imite de so lubi l i té du /^-naphtylacétate flâne l e s 

Conditions présentèrent décri tes . 
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figure SE 

iîffat de la eonoentratian du substrat eur l ' na t iv i t é ebollnes-
téraaique de la plaqua motrice, un abaissa; ooaaontra^iou du 
substrat . ISn ordonnéet act ivi té emcytnatique (densité optique 
2100). 

6 . - Etude de l ' inhibi t ion in vi t ro de l'hydrolyse du#-naphtylaeé-

ta te et de laH-oarboaûphtoxyohyllne en oréoonoe d'acétylchollna. 

XI a été Ûéaoutré que l 'aeétylahellaestérase pouvait liydpolyuer l e 

/9-aapbtylaaôttiïe e t la oholinm%êv&Bo, la^-Oarbonaphtoayeboliae. Cepen­

dant, l ' a f f i n i t é de cas enzymes pour ciiaeun de leur substrat m% moindre »p» 
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pour l ' aoé t j r laool ine . (1S9). Noua avons donc étudié l e taux d'hydrolyse da 

oa8 subs t r a t s quand l ' acé ty lohol ine , à des ooucentratioaa c ro i ssan tes , e s t ajou­

tât À l a solut ion d ' incubat ion . 

I l a déjà é té prouvé que l ' a f f i n i t é de l ' aoé ty lchol lnea té rase wour 

l ' a eé ty l cho l ine e s t nlus grande quand l e subs t ra t es t à fa ib le concentra­

t i o n . 15). Par a i l l e u r a , la cholineatrîrase nanifeete une plus grands a f f i ­

n i t é pour l ' aoé ty loho l ine avec une augmentation de l a concentration du aubs-

t r a t . ( 5 ) . Li l ' aeé ty lcho l inea té raee es t l'enzyme responsable pour l 'hydro-

lyae de la/SLoarbonaphtoxychollne, l a Trôsenco de l ' aeé ty loho l ine en coneen-

t r a t i e n e c ro issan tes dana l e H solut ions d ' incubation devra i t ee m n i f e s t e r 

plus rupldenent en inhibant 1*hydrolyse duj?-naphtylacétate qu'en inhibant 

l ' hydro lyse de la&-«arbonaphtoxyohollne. En e f f e t , l e ja4caniame d ' i n h i b i ­

t ion ne peut s 'expl iquer que par une plus grande a f f i n i t é des enzymes pour 

l ' aeé ty loho l ine que pour leur eubatrat r e spec t i f . 

IAI f igure SS représente l e s courbée d ' i n h i b i t i o n de l 'hydrolyse du 

/ 9 - a a p h t ; l a c >tate (courbe 1) et de la/p-carbonaphtoxyeholine (oourbe S ) . 

Nous pouvons constater que, dane 1©« deux oae, l a réac t ion es t inhibée progres­

sivement avoo des concentrations d 'aoé t / lohol lne passant d© 10"% â 10" M, 

tandis qu'à 10 «', e l l e es t totalement inac t ivée . Cependant, 11 «st c l a i r 

que l ' i n h i b i t i o n de l 'hydrolyse du^r-naphtylaotftato appara î t plus rapidement 

que o e l l e de la/^-carbonaphtoxychollne en présence de concentrations c ro i s ­

sante e d ' acé ty lcho l ine . I l noua sembla qu'à la oui te de c e t t e expérience 

on puisse &ttlT&QT que la ohollneatéraae non anéoifique e s t prrêeente au n i ­

veau de l a claqua motrioe e t peut Jouer un rô le physiologique. r>e r»lua, on 

peut é^alaneat affirmer que l 'aaétyloholineetr t raao ©et l'enzyme pr inc ipala-

jaant areapocsable de l 'hydrolyse dujgj-naphtylaeétate pulaque d'une p a r t , «on 
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taux J ' ac t iv i t é est déjà rédu&t on pvtoantto d'ao^tylaiioliiie C. une aoixoeatra-

fcica de 1Q"*TJ, tanciia que d'autro part à la stârne cuj-wontrhUori, la aholin»»-

tértiee non spécifique n'©«t pua inhibé«. 

(c (»e 

* m 

iSffat de l'uoétyloJaoliae sur l'byUrolyae ûu/3-aaphtyUo<!SiMito (courbe l ) «t 
d« l*^-.qarboaûphtoxyeholiae («ourbe i.). Ln aboia&e: Cxnïcwntrûtioa mo­
la i re d'acdtylaholin* dan» la eolution d'Incubation. i:a ovùcaué»; aot lvi té 
•aayna*iqu«. (tfeneité optique X 100), 

^ntia, l 'aeétylcboline k une uonceutration 3a 10"\« n'inhibe en irlen 

l ' a o t i v l t é estéjwaiquo tu niveau de l 'épittrfllu» fondis qu© tout» act iv i té 

«et abolie au niveau de la pl&que, (j»t.,t u a s i ^ .«v» de ylub qu< l»«:.»yiw de 
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l'épltliéliu» est fort différent de l'oniiyiaa !eo plaque» bien que ton» deux 

bydrolyaent le même substrat, le/dHaaphtylaoét&te. 

7.- ;Itude de l'inhibition lu vivo de l 'activité ohollneetéraBique 

par l'éeérlne. 

On «ait que l'éeérlne ezeree son action toxique en inhibant l 'aet i ­

vité de la eholinestérass au niveau dee récepteurs chollnerglquea, Afin de 

vérifier la validité de la meuure hiatophotonétriquerde l'aotivité chollnes-

téraelque, l'éeérlne a été Injectée par vole intramu»culalre et l'aotivité 

enayracitlque déterminée au niveau do la pla^e uotrie^ les fibres wusoulaireo 

de la langue. Lee rate furent diviséa en quatre groupée de quatre Individus 

dont tTole reçurent respectivement 1 rag, 0.75 mg et 0*5 mg d'éeérlae par ki­

logramme de poids, fous furent sacrifiée trois heures après les injection a. 

Lee anioaux du dernier groupe (1.0 mg/k&) étalent aur le noiat de mourir à 

la f ia de 1»expérience tandis que ceux du premier groupe (0.8 lag/kg) déve-

lafluenee de l'éeérlne injectée par vole intramusculaire sur l 'activité oho-
lineetéraBique de la plaque raotriea do la fibre lauecululre do la langue. 
Substrat: M -aaphtylacét&te. 

Groupes Activité enzyraatique (densité optique X100) 

Témoins ?'Q*G 

Seérine 0.5 mg/ict; 1««6 

Jeérine 0.75 «s/kg 1^.8 

isérlno 1.0 wg/kg 9.6 

loppaient d« légère» oonvulRions» 
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! . ' na t iv i t é oholinôBt»îra«iîque do l a ila^uo motrice de lu f ibre muscu­

l a i r e ahnz l a s animaux tl«o d i f férente ^rou^es es t exprimée dan* le tableuu AVI. 

îïoua ,>ouvona consta ter que l ' d s é r i n e lnact ive l ' aoé t r l aho l lnes t é raee 

au niveau d« lu plaqua motr ice . De p lus , l o deg*é d ' inh ib i t ion que noua avons 

obtenu an présence d 'éBérine à raison de 1 «& par 5cil©gra»ie rend compte par-

fa i tenen t des phénomène» toxiques que non» avions observés chez les animaux. 

U es t an e f fe t connu qu'au delà de 50 pour 100 d ' Inh ib i t i on au niveau du 

aystèae nerveux pé r iphé r ique , l ' i s sue peut devenir f a t a l e . 

F . - QGNCUfoIQH DU PRI&KSfT CliJ'IÏWi. 

swU cours du présent chap i t re , noue nvouo vu q u ' i l es t nos Bible d ' é tu ­

d i e r quantitativement l ' a c t i v i t é oholiaestérasique au niveau de la plaque mo­

t r i c e de l a f ib re mtseulal re de l a langue. Ten c r i t è r e s ordinalrerapnt accep­

tée en enayaolotsie ee trouvent v é r i f i é s à l ' a i d e de la 'ïéthod« hlstephotomé-

t r lque* .^inei, par exemple, l e taux de l'i r.*-A et ion un f jaotioa ûu temps e t 

de l a température su i t une proportion l i n é a i r e ilar.c Iles l imi te» suffiea:ïment 

l a r g e s . Koue avons pu conetoter é ^ l émeut qu© l ' ac t iv i t é" mxzinmtique eet 

propor t ionnel le à lu concentration du mibetrat . U- réac t ion d'hydrolyse du 

/â-naphtylae^t ï i te e t de la|p-carbonaphtoxyoholine es t inhibée en préeenoe 

d 'aoé ty lchol ine e t 4 ' é a é r t n e . ^ n e l e cas A© l ' i n h i b i t i o n a l ' é s é r i n e , 11 

en r e s so r t nluirewent qu« l ' ac t iv i t é" eu/^-ji^tique au niveau ;l*i la claque e s t 

due à l ' aoétylchol lneatéwiee e t h 3a oholinest^rueo, tandis qtie ?ee es téras*s 

non spécif iques ne Jouent aucun r ô l e . Par a i l l e u r s , ce dernier enssyme loca­

l i s é au niveau de l 'épi thél luin de l a lt.nsnift Joue un rô le préporu* *r«i;jt &-JXB 

l ' hydro lyse luK-n#ipï;tylac.'>tate, e t n 'eu t piaf? sensible s* l ' a c t i o n de l ' é s é r i n e 

& fa ib l e concentrat ion. 
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KM cours de l 'étude d*s l ' inhib i t ion dfc l'uoMvHr' enaynatlçue ù 

l 'tilde do l 'ucîlylcholiuc , i l & pu être âéixoul.6 oue l'ttcétylftholineflté-

ra.ee localisée au niveuu Ûe la plaque aotrioo e«t l'onsyue principalement 

intéressé lors de l'hydrolyee dujg-nuphtylaoétute. Cependant, l'hydrolyse 

de la/^earbonuphtoxyoholine Ù peine inhibée par l 'aoétylcholine ù faible 

concentration apporte une preuve de pluo que c« dernier mibetrat ©et a t ta ­

qué par la oholinestéraee non spécifique ù ce niveuu. 

L'Inhibition do l 'aoétylaholineetérase au niveau <te la plaque 

motrlee & la euite d'injection d'éaérine par voie intra-ssusculeire dé­

montrée par cet te méthodo hietophotoraétrinie, proxive qu ' i l ont :>oei*ibl» 

de suivre l 'évolution d'un phénomène iharraaaologique à ce niveau. 'An 

effet, le degré d ' inhibit ion, t e l que n>ua avona pu le laeeure?, a l l a i t 

de pair avec la aymptàWtologie bien connue d'une hyperaotivitâ dea récep­

teurs ehollnergiç,ue8. 

http://ra.ee


OikPlTïffi HUITIEME 

I fUT jffi L'ALUHIMS SUR L»*«WITK CHOLIKi&TKRaMqUi: AU HlWfeXJ JJL U MAÇIB 

MOTRIC2 DIS U. f IfiRJE JIUSOULAXHK l)g Lk UNOQI. 

Dans la première partie de ce travai l , noua avons pu démontrer 

«me l 'a ldrlne n'exerçait aucun effet sur l ' a c t i v i t é aeétyloaolinestérasl-

que dea globules rouges ou sur 1»activité oholineatérasique du sérum. Par 

a i l l e u r s , l 'analyse pharmacologlque des ef fets de l 'a ldrlne semble indiquer 

que ee oempoaé exsroe une action neurotoxique. 

À l ' a ide de la méthode d'histophotométrie quantitative décrite plus 

haut, nous avons entrepria d'étudier l ' e f f e t de l 'aldrlne sur l ' a c t i v i t é a-

eétyleholineetérasique de la plaque actr ice . I l nous a semblé intéressant 

de vér i f i er eo point principalement a cause des convulsions qui suivent 

l'administration du toxique indiquant peut-être une aetlon périphérique. 

Les animaux reçurent l 'a ldrlne dissoute dans l 'hu i l e de mais par 

vole lntrapéritonéale à raison de 80 mg, 45 nag, 00 rag et ISO mg par k i lo -

graause. ...près quarante-huit heures, l e s animaux ayant re$u ISO rag par k i lo -

gramae moururent* Les rats des autres groupes furent sacri f iés à la fin de 

la troisième Journée. (Jeux qui «valant reçu 60 aa<£ par kilogramme de poids 

d'aldrlne survécurent, amie au nonent où i l s furent sacr i f iés , I l s avaient 

développé l e s trèa graves symptômes qui font suite à l'administration d'un 

poison neurotoxique administré à une doee massive. L'activité oholineaté­

rasique a été déterminée an présence de/9-naphtylaoétats selon notre tech­

nique usue l l e . 
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TABLEAU XVII 

Iffet de l'aldrine Injectée par vole intrarauaculalre sur l 'activité aoétyl-
ehollnestéraalque de la plagie motrioe de la fibre muaoulalre de la langue. 
aubetratt fo-naphtylaoétate, 

Groupée nativité ensynatique (densité optique XlOO) 

témolne 25.2 

aldrine 60 ne/kg 22.8 

aldrine 45 «g/kg JSS.l 

aldrine 30 ng/kg 28.4 

A l'examen de ce tableau, on peut oonelure que 1'«aldrine n'exerce 

aueuae activité inhibitrloe sur 1'activité aeétyleholiueetéraelque de la 

plaque motrice. Lee propriétés neurotoxicjuea de ce poieon ne peuvent s'ex­

pliquer eur cette baae. 



CHAPITRE NMnriKMS 

KTDOS DJE L'ANTAGONISME £;' ACTION EMTOE L&- BrOHOCàXOTnSd CHLOI1&0 KT LitK 

? H S P H * m ORO*NIQDii AU MTO*B DE L À P L A Q I ® MOTRICE 

Nous avons vu au cours du chapitre quatrième que les hydrocarbures 

chlorés diminuent de beaucoup la toxicité des phosphates organiques pour 

l'organisme animal pourvu que les premiers soient administrés trois ou qua­

tre jours avant les seconds. Nous avons vu également que l 'activité esté-

msique du sérum ne pouvait expliquer l'action protectrice des hydrocarbures 

chlorés. 2£n effet, au cours de dosages effectuée chez des animaux protégés 

et non protégés, nous avons pu constater que l 'activité eetéraslque du eérua 

suivait, dans chacun des oaa, des courbes à peu près parallèles. L'action 

protectrice ne peut vraisemblablement être due à la faible augmentation d'ac­

tivité estéraslque du sérum chez les animaux protégés à l'alârlne. D'ailleurs, 

le lindene, qui eause une très faible augmentation de l 'activité estéraslque, 

offre un certain degré de protection bien qu'il n'augmente pas autant l 'ac­

tivité estéraslque que l'aldrine ou le ohlordane. 

La protection ne saurait également être due à une augmentation de 

la protéine-enzyme ou une autre protéine du sérum, pouvant réagir aveo le 

phosphate organique protégeant ainsi les centres ebolinergiquee. En effet, 

à l'analyse éleotrophorétique du sérum, aucune variation de® différentes 

fractions qui le compose n'a pu être déiaontrée. Restait donc l'hypothèse 

suivante que 1® phosphate organique était détruit ou înaotivé avant d'at­

teindre les plaques motrices du uuscle, les phosphates organiques causant 

la t&ovt par «*• inhibition périphérique de l'aoétylchollnestérase. 
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Moue avons dons décidé d'étudier l ' a c t i v i t é aoétylohallneatéraal-

que au alvaau des plaquas motrloec da l a langue a la suite d'Injection lntra-

pérltonéale da tétraétfcylpyrophosphate (TKPP) obas daa animaux normaux at 

ohas daa aninaux ayant requ una dose prophylactique d'aldrine à raison da 

80 ag par kilograaoe da poida également par voie intra-pé*itonéale. Troie 

Jours plua tard, noua avone .lono admlnletré l e TSPpU) également par vola 

lntra~pérltonéale à raison da 1.0 aig et 4 .0 og par kilograMme de poids, tas 

quatre groupas d'animaux comprenaient alx individus chacun» 

£ffet protaoteur da l 'a ldr ine v ie-à-via da l 'ac t ion antlcholinefltér«elqu© du 
1ZPP au niveau de la plaque motrice, substrat; /^-napbtylaeétate. 

tKPF injecté Activité enayiaa tique 

«g/kg (pourcentage des tézaoiae) 

Rate non protégea Hâta protégée 4 l 'aldrine 

1.0 88 97 

4 .0 0 71 

À la plue forte dose de TKPP, toue lea ani .aux du groupe n'ayaat 

paa reçu d'aldrine sont morte daa» lea cinq minutes. Cinq daa six animaaux 

protégée survivaient encore à 1*Injection du phosphate organique apràa trois 

heures, A ce point, tous laa animaux furent aaerif léa. A. la plua faible 

doee, lea animaux non protégés au TV (Sauront durant troia heure», Mais déve­

loppèrent dea convulsions, tandis que l e s «tnl aux protégé» na Manifestèrent 

«*«***«»<*««< 

U ) ta solution de W P injectée n'a paa été purifiée au préalabl® et eonte-
na.it fort probablement d'autres nbospbatee organique*. 

http://na.it
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auoun symptôme névrotique. L'act ivi té aoetylahollnaat^fllqua fut déterminée 

au niveau do la plaqua notrloe en présence de^-naphtylaoétate tant ohea lea 

aniraaux sacvlf léa que ohe» lea anioa.ua: morts à la aulte des injeotione. 

(Rata non protégés ayant reçu 4 ag de TKPP par kilogramme de poids) . 

Lea résulta ta obtenue eont consignés dans la tableau lOTIII. à 

l'exaaen de ce tableau, 11 aeable évident fjua la protection que v»-ootirent 

lea hydrocarbures chlorée s'exerce au niveau lea claque» motrîaea. ,'iprè» 

Injection d'une doae raasalve e t mortelle de TJSPP ohe» lea anliaaux non proté­

gée, l ' n a t i v i t é ehollnesterasique est égale & zéro, ïbea lea animaux proté­

gée, l ' a c t i v i t é ohallnaatéraaique s'exprime h rai non de 71 pottroent des t é -

•oins e t aet largement compatible avec l*aot iv i té ohollnastéraslque minimum 

pour l ' entret ien de la v i e . ,\ la aulte d'une lnjeotlo non l é thale , l ' a e t i -

vi te cholinoatéraelque che* lea aniieaux non protégés diminue de beauaoup, tan­

dis que chez lea aniaaux protégés, la mémo act iv i té est rtoriaale. 

I l est donc logique de conclure que la protection a -fartée par lea 

hydrocarbures chlorés o'exorce au niveau des niaques motrice». S'est bien 

connu que las ohoephataE jr^niques exercent leur action toxique TÎ inhibant 

l'acétyloholinaato'rasique musculaire. Il fuu*: aduattra qt^ d'une façon ou 

d'une autre», le toxlquo no parv in t plu» août formo activa au niveau de» ré-

eepteura cholinergiq-uec, là ,û 11 «xeree son action noclv©. 

http://anioa.ua


CONCLUSIONS OJDiaUUS 

Le* recherches des dernières années ont établi très clairement que 

l'aeétylcholinestérase se distingue des autros ensymes par sa très grande vi ­

tesse de renouvellement. Sur oette base peut s'expliquer le rôle que l'en-

tyne joue dans la transralselon de l'Influx nerveux en détruisant extempora-

nément le médiateur chimique, l'acétyleholir.e. Les inhibiteurs de l'onzjme, 

eeeme les phosphates organiques ou l'ésérlne, causent une hyperaotlvlté des 

«entres oholinergiquea, entraînant fatalement la siort de l'animal. 

Par ail leurs, le mécanisme de l'action toxique des hydrocarbures 

chlorés aromatiques demeure un sujet fort controversé. Certains symptômes 

névrotiques font certainement suite à l'administrâtion de ces poisons* Mais 

leur action sur l'aeétyleholineatérase n'a pu oncors être démontrée. 
M 

se »• 

Dans la partie biochimique de ce travail, nous avons pu démontrer 

que l'aldrlne et plusieurs autres hydrocarbures chlorés provoquaient une aug­

mentation du taux de l 'activité de l 'esté ruse sérlque non spécifique. Ce 

phénomène peut être rais en évidence à la suite d'une administrât ion unique 

ds toxique ou à la suite d'une administration continue. Dans ce dernier cas, 

11 senble bien que l'animal s'adapte au toxiques la courbe d'augmentation 

de l 'act ivi té sérlque attolnt un palier, iii l'on injecte dee doses succes­

sives d'alârine, dans l'heure qui précède la mort, la oourbe d'activité aug­

mente en flèche. I l n'y a cependant aueuna relation directe entre les deux 

phénomènes. De plus, l'aldrlne exerce une aation marquée sur le taux de ré­

géra t ion de l'a»térase sérlque à la suite d'un abaissement de ce dernier par 
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le thyroxlne et inversement le thyroxlne sensibilise l'animal à l'uatiaa de 

l'eldrine. 

Cependant, malgré l e relation certaine qui exista entre les teneurs 

sérlquen en estéreeee et en globullnos alpha, les deux étant «ou» le contrôle 

de la thyroïde, la teneur en globulinee alpha ne varie pas £ la suite d'une 

lnjeetlon d'aldrine. 

Par ail leurs, l'aldrine n'exeroe pas d'effet Inhibiteur sur l'aeé-

tylohollnestérase dee globules rouges. Bien que la fonction de l'enzyme a 

ee niveau ne soit pae olalrenent établie, cette constatation permet d'éaarter 

provlsoiremaat la possibilité d'une aotion antlchollnestéraslque de l'aldrine* 
** 

Par ail leurs, fait assez surprenant, l'aldrine protège l'organisme 

anlml contre des doses mortelles de parathlon et de tétraéthylpyrophosphate, 

deux composéa jouissent de propriétés antlaholinestésasiquee. Le lludane et 

le eblordane, deux autres hydrocarbures chlorés, partagent cette propriété* 

Bien qu'il ne semble y avoir euoune relation directe entre le taux d'élévation 

de l ' e s té ru se aérlque que provoquent les hydrocarbure chloré» *t la uroteo-

tion qu'Us apportent à l'égard des deux phosphates organismes, i l y a un 

parallélisme dans le temps: les deux phénomènes se superposent entre la troi­

sième ou la quatrième journée qui fait suite à l'edwinistratlan de l'hydrocar­

bure ohleré. 

Le phénoenenede protection ne saurait s'explique? pai une réaction 

préférentielle entre le phosphate organique et l'estérane non spécifique du 

sérum, l e taux d'augmentation de ee dernier enzyme étant très faible. De la 

atêae feront aâaMI 8* i s phosphate organique peut réagir avec d'autree protéi-

aes non spécifiques du sérum, le îfléoealsaie de protection ne saurait s'établir 



- us -

sur eette base puisque la teneur Au «sérum en aee différentes fractions pro-

téinlquee ne Tarie pas à la .-ulte d'une administration d'aldrine. 

Restait donc la possibilité de poursuivre une étude au niveau des 

centres chollnergiques eux-mêmes, notamment au niveau de la plaqu* motrice 

du araecle s tr ié . I l a été établi, en effet, que les ihospAatos organiques 

exercent leur action toxique en Inhibant l 'activité aeétylchollasstéraslque 

au niveau des récepteurs périphériques. Pour poursuivre cette étude au ni­

veau d'une structure aussi fine que la «laque motrloe, 11 noua a semblé tout 

Indiqué de s'adresser aux méthodes relativement nouvelles de l'cnaymologie 

aiorosaopique. 
#• 

«• »* 

À la suite des recherchée des dernières années sur le mécanisai G 

des actions estéraslques, i l est maintenant connu que l'aeétyleholinestérase 

réagit aveo l'aoétyloholine, avec formation d'un enzyme aoylé au cours des 

réactions interaédiaires. Sur cette base, i l avait H' démontré que l'aeé­

tyleholinestérase peut catalyser l'hydrolyse de l'acide thiolaaétique, avec 

libération d'acide acétique et d'hydrogène sulfuré. 

4 l'aide de cette réaction, 11 nous a <$té possible de mettre au 

point une nouvelle méthode histoebi ilque de détection des activités estéra­

slques au sein des structurée tissulalres. I l ne restait qu'à ajouter un 

sel de plorab & la solution A » incubation afin de précipiter in situ l'hydro­

gène sulfuré nous forae de sulfure de plonb. 

A l'aide de oette nouvelle aie t ho de, noua avarie pu démontrer une 

yéection au niveau des structures suivantes» dans un ordre déeroioaant d'in­

tensité* 3a plaque motrice, les cellules d@ certains noyaux moteur0 du cer­

veau et du cervelet* les cellules de la aorne intérieure de la moelle épinière 
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l e s cel luloa de Purkinje du cervelet e t le© cel lule» >yraisidsilee du eortex 

cérébral, ohea l e ra t . Chez l a grenouil le , l 'arborisation nerveuse termi­

nale à la surface du muscle s tr ié & également donné une réaction posit ive . 

Par la aéthode à l 'ac ide thiolacétique, i l a et-'' poesible de 

mettre en évldenoe cert i ins détai ls hlstologlques fine: par exemple, la 

etruoture réticulalr© de la plaque motrice et la local i sat ion oytoplaemi-

que de l'enzyme *tu niveau du neurone, avec une réaction de aoindre inten­

s i t é dans la partie proxl-ale d* ses prolonger;:«ste, et réaction nucléaire 

négative. 

iar l 'étude de l ' Inhibi t ion de la réaction eu prise ce de pros-

t igaine et de tétraéthylpyrophospnate, 11 a été possible de démontrer au» 

l'hydrolyse de l 'ac ide thlolaeétique ont catalysée à la foits par La chol i -

nestéraae e t l'eetér&se non spéoif loue. 

•• 
»• *«• 

Jâalheurâuseaient, oette nouvelle saéthoie, tout «oarne ce l l e à l ' a -

cétylthiooholiae, ne peut être u t i l i s é e pour des déterminâtions hletopho-

tométriques quantitatives puisque lo produit final es t opaque et que l ' o -

pacinétrle conduit facilement â des résultats entachés d'erreurs. Somme 

l e but de nos recherche» hlstochtoiques étaient d'étudier quantitativement 

l ' a c t i v i t é chollnestérasique au niveau de la plaqua motrice, nou.< nous 

sommas adressés à la méthode au (s-naphtyleoétate, et ee, oour tfeux rjieoas 

principales; la réaction conduit à la déposition au se lu des t i ssus d'un 

précipité f inal do ut l e coeffiaient moléculaire d'absorption est compati­

ble avec une xœsur© photométrlcp®, et de plu;., l e pH da lu réaction ©st 

très voiein du pH optimum do l'enzyme, i l 'a ide de «ett® méthode, 11 nous 

a été possible d'itudier ejuantit&tlvaiasnt l ' a c t i v i t é aeétyloaoliuectéra-
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si que au nlveuu de la plaque aotxi.ce et de corroborer la validité des ré­

sultats an variant oertulna paramètres de oet«« activité et eu étudiant 

quantitativeaeat l 'ef fet Inhibiteur de l'entérine in vitro et In vivo. 

se •» 

A l'aide de cette méthode quantitative, noue avons m écarte; dé-

finltivestcnt l'hypothèse d'une action antiohollaestéraslquo possible de l*al-

driae an niveau de la plaque motrice. 

• * se 

Finalement, toujours avec la mémo méthode, nous avoue été capables 

de démontrer que l 'effet protecteur des hydrocarbures chloré» vis-à-vis de 

l'action toxique des phosphates organiques s'exerce au niveau de L< plaque 

aotriae, l'inhibiteur de l'acétylonolinentéruse ne parvenant plus jusqu'au 

centre cholinerglque, à tout le moins sous une forme active. 

http://aotxi.ce
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