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SUMMARY

Biochewisal and histochemi .ul stulies of esteranas: modiri ation

of orpganic phosphate toxicity by chlorin: ted hydrocirbone,

Introiuction.

The theory thut conduection along nerve and murole fiber is
associated with electric currente and the role of :cetylcholine 4n
depolarizing the membraune are swmrized. The importamee of agetyle
choline in generating a new motar endplite potentiul i: emphnsized.

The inactivation of acetylcholine by acetylcholinesternre is a
very important aspect to be cunsidered. In order to prove that
acetylocholine could pluy a role in conduoction, 1t {& nescessury to
shox thut the chemi-al mediator may be lestroyed very raniily by
acetylcholine esterase., The very high turnover number of the enzyme
fulfi{lls this prerecuisite, .l the umount of ester which may be nplit
during one millisecon?! at 4 asingle motor emdnlate in : frog sartorius
1s about 1.8 x 10” moleoules.

Va-T ONE: BIOSH MIC L, HE! . JRCH

L PATLR ONE

The listerase Group

Among the esterasee of phycioclogical esignification are the
cholinesteruses, the choline ncetylase, the coumon esterises auni the
l4pases.

The cholinesteruses con be distinguished fron the other esterases
by their sensilivity toward eserine at low concentr. tions (10’2 to 10.0n),

Two enzymes Mave been shown to hydrolyse spocific .11y acatyleholine,
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vig. cholineaserase unil saotyleholinesnterase. The two enzymes may
be dlstinsuiehed by thelr behavior in the presenre ol substrate
concentration; acetylcholinesterase shows sn optirum of cubstrute
concentration while sholinesteruse follows the Michaelis-Menten law
whioch governs other enzymi: activitlez. The cholinesteruse, contrary
$0 acetylcholinesterase, hydrolyses 1ts substrute more rapi ly with an
inorease in the length of th aoyl ohain., It is possible to distinguish
between both enzymee by the usze of specific inhibitors such ae di-iszopropyl
fluorophosphase and {u 688, In vivo inhibition of acetyleholinesterace
ia almys fatal, while inhibition of serum cholinesterase is not of muech
significunce.

It has been proved thut the hydrolysie ol ncetylcholine by
acetyleholinesterase is a reversible pro: ese. However, Naclmmnsohr and
¥achado have isolated a : iffurent enzyme extruocted from the brain which
they nemed oholine acetylase. Thisc is able %0 catulyse the reastion of
esterirication in presence of sdenosine Sriphosphate. Choline acesylace
is present in every tissue concerned with conduction.

A third group {ncludes the eserine non-sensitive encymes, nsmely
the ocommon esteraesa,capable of hydrolysing the asters of . low
molecular weight, and the lipases capable of splitting the rute.

Leunoylglyeylglycine netivates the panoreatic lipuse but not the
corsion eaternse; moreover, the sensitivity of esternses and lipuses
toward atoxyl i cuinine is entirely differant, Lipumse is atoxyl
resistant and cuiaine sonaitive, and conversely, osterase is atoxyl
sensitive nnd quinine resistans, althoush these distinctions are very

relative.
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A aeparute enzyme preforentiully splitting the acetic eeters
has wlso besn described.

CHAILER T 00

Pharmaoological astion of ehlurinmted hydyocarbons .ud orgunic
phasphu tes,

Shlarinu ted hy.rocarbons give the classical sympbams of
asuromuccular polsons: hyperextension of legs, postural inst.bilivy,
Sramors, convulsions ani ocomz. The convulsions ssea to be the direot
result of an action at the neuramusoulur junstion, but without any
apparent morphological .l1lsturbances,

kserine inareuseas the toxicity of .UT, but the anticholinesterase
property of the latter haa not been shown.

aldrins and dieldrin cuuse «<bout the s.me effect {in maremle,
Moreover, bradyacuriis, vasodepression, miosie and vagotonic affects
have been obeerved. Synergic effects of acetylcholine injection on the
segretory and neuromusgular systems have been described.

a8 well ms the neurotonic effect, it iv known thut chlorinsted
hydrocarbons may cause heputic necrosis, adrenyl cortex and kidney
atrophy.

Chlorins ted hyirocarbon netaboliwn 15 not well known,
Dehydrohalogenstion of aliphsti: ocompounis lue boen proved, while the
pame {5 1ot true for aromatl o gocampoun.la.

Chlorinated nydrocarbona Lnhibit some enzym-tic systema, euch as
succinoxidase, carbonic wuhy rase und succinic dehydrogensnse.

The pharmacologic.)l effects of organic phosphutes are shown., 1t

is eatublisbed thal these compounds ure oserine-like toiics, exerting
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mainly their sotston at the synupses. In extreos cases of poisoning,
free acoetyloholine sppears in the bliod. In every case, orgunic
phosplmtes inhibit the soetyloholinueterase activity.

The ral site of wotion of orgunic phocphutes zeens to be
periphoral, mainly at tae lovel of the muscle acetylcholinesterase,
leuding to respirutory muruliysis ani :noxlu. The futal outcome of
peripherul inhibition o cholinssteruse may be ncecompanied by
different degress of brain cholinestexruse activity, vurying between
5 and 100 percent according to the organic phosph.te udminiatered,

Organic phogphites are churactorized by thelr proporty of inhibiting
agsetylcholinesterane aetivity., Come of them do it in vitro without
furthey Syaneformation, while some others nve to be metabolicully
transformed before éxerting such nn action. The inhibitor anction of
organis phosphn tes againast esteruse, inclulin; scetylcholinesterace,
oholinssterase an’ allewsteranme, ir Wiohly selective,

Or¢anic phosphates inhibit cholinestermnsass by fomins a complex
with the eaiyue. This theory implies th.t the busic group in the
esveratic site of the «neyme surface is phornhorylated, ant that
this phosphorylated enzyme could remoct with nucleophilic reagends and
thareby regonerate the eonzyme. It has beon dexonstrated thet the enxyme
ishibited by tetraethylpyrophosphate mey be slowly resnativated by
reastion with water, or rapiily by choline er hydroxylamine.

OHAPTER THnEE

Regsearch on the ehlorins ted Wydrocarbons aotion on esterasic

activity

Ohlorinated hydrocarbdons, like DDY, aldrin and somo related
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campounds have $he ohmracSuristices of neurotic poisons. “Therefore
{% was interesting to tust the unticholinesnteruse properties of
uldrin &% the level of red bl .0d cells.

a eduction in serum usteruse uotivity following c¢.poruzre to
oimple chlorineted hydrocarbons mewoci ted with a necrorie of
hepatic pareanch me has boen reportede w8 vldrin 4s known to cause
the saxme effect on she liver, 4% wae of inter«e” to study itso amction
on servm esterase, vinace liver neorosis uud recuction in esterase
aotivity are uwlwayc found together.

The Gomeri methold with the use 07 phenyl bunzowti subetrate wus
employsd. The hydrolysis of phenyl b-nzoate hae heen siiown t0 be
eserine non-sensitive {Tublc l). Thu reaction was fouud to be
proportional to time (Fig. 2), amount of enxyme (Fig. 8), and concenw
tration of substrote (Fig. 4).

A single oral dose (30 mg/kg) of aldrin inereus'a the serum
esterase, with a maxinum at the 4th day following administration (fig. 5).
Thies i{nerense of uctivity is 4irectly proportiona) to the logarithm of
the Sosre injected (fig. 6). With continuous aldrin adminissration, the
increase in serum setivity reaches a pl.teau (fig. 7 snd 8). It is
likely that rats become uftapted to the toxic., Fith multiple =umine
istration of the toxie, in the few hours proceding death, the serum
ssternse a0tivity inorecases very ubruptly (fig. 9).

Felated ohlorinated hydraecurbons, including chloriane, dieldrin
and (DT increesa the serum activity the fourth der following their
adninistration. HepWohlor, hexscllorobenzene und liniane ‘o the s«me,
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In rats having & 10w veterasy wotivity following thyroxine
aiministration, «lirin anccelerates the re~ovary of thie enzyme, und
conversely, thyroxine sensibllizes thae rate to ul rin effeed (Table IXI).

Aldrin loes not mo!lfy th: red blouoi vell acetyloholinesterase
activity followin, a ciungle dose or u vontinuous exposurc in the diet
a8 far w8 thisc uctivity 1o determined {n presenve of atvetyloholine or
acetyl -B-mothyloholine {{ables IV und V).

The influence of thyroid on serum cholinesterase ic well known,

On the oth:er lmmdt, wo have been uble %0 demonetrate that thyroxine
decraases tho rate of phenyl benzoate hydrolysia, .ni thut aldrin
accelerntes the recovery of %the »:me, It wus of intereet though to

see 1f, bY any meuns alirin woul ! {niluence the cholinesterase activity.
It s been shown {Table ¥I) that uldrinm 4o0ur not exert any influsnce
en cholinesteruse uotivity.

On the other land, aldrin incr.uses the serum anllesterase activity
when this activity iu detse:rm ned in presance of triacetin (Table VII).

Lerunm esterunes and p(-globnlin Traction have been shown to be
incluenced by thyroid. On the oth:'r hund the p/-globulin fraction level
iy determined by the sume fmector, while the cormon esterase is a
component of the sume fraetion. is uldrian uwe:elerates ths recovery of
serun esterase levsl following thyroxine administr.tion, it was of
interest to see if the rame toxic wus sxertins uny influencs on the
o =globulin level of the serum,

It has besn ghown $mat .ldrin dows not exerd .ny effeot on the

 -globulin fraotion level (fig. 12 and 13),

Aldrin inoreases the metivity of eerum comuon esteruses. This
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incrense may be devected follewing a aingle or continucus admine
istration of the toxie. This increuse is not asraciated with a
genecomittant incroase in the o] ~globulin fraction of the serwn
deapite she feot tlmt both camponente ure assoosrted in the serum,
On the other hand, aldrin does uct oxert uny effeet on she
sostylcholinsstaruse of the red cells or on tha sholinesterase of the
NOX'URlLe
o i 3
ifisation of orpgunie phocpl te toxicity by pretreaiment with

ohler;mggg hyd rocgrhons .

It hma besn demonatrated in okapter three it ahlarinated

bydrocarbons caused an inarease in estersse levela of serum whea
administered in vivo. Mersover, .liridge concidere that an esternse
may desiroy the anticholinmstoruse agents in vive, abelishing thowsh
their pharmacological effaeat,

Pexrat of all, the toxicity of aldrin ani purathion has been
established when administsered simultaneouely am well,as the toxicity
of differont mixtures of bath iz vayying centesimml composition
{Table YIII and XX). In sach oume, the toxieity of these compounds
remuins roughly the sume.

aldrin aduinictored four Jays uheaud (EQmg/kg or 1/2 LDgg) protecte
Fa%s against 39xic wetion of parat. fon (Table ) fn a ratio of 7. .%
the rate of 1/4 of u LDy, in male, the degree of preteotion is woughly
proportional {(Table XI),

chlerdane w4 lindsno exert a smimilar aetion againat purathion,

but the lather %0 o mmaller extens. (fuble /II).
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Parathion exerte its toxic uation in the org.niom after a
metabolie $ruansfoimmtion in the liver. 7"hen the protective wotion
of aldrin could be usoribed to u bLlockude of this trunsformation,
but aldrin udministered 4 duys shead protects as well uguinst another
anticholinestorase ugent, tetraethylpyrophosphate (1TiFP) moting
in vitro. The protective action cunnot be explained on this basle, 1t
ie certainly u more general phenamenon.

Contrary %o 1ts setion ugninet orgunic phosphste, aldrin does not
protect ugalnst e toxic sotion of eserine.

1f we detormined the serum esterase ueTivity in protected and non-
protected rats after purathion edministration, we can see an incremse
in the protected group but this is certainly without any physiological
significance (Tuble A1II).

aldrin exorts au protestive sotion againet parathion poisoning
provided it is administered four days abead. If adminietered at the
sane time, 1%t exerts no uetion a8 all. This time relu tlonahip coinoides
with the maximam obsained in the inorease of merum esterase activity by
aldrin. Chlordane and liniane #h.re this propurty.

+8 aldrin protects aguinat TLPP which is not metaboliked in vivo,
we can conolude th't thim Lp & very generl meahanism «nd not a peculiar
on. resting on the inhibition of thetransformztion ol parnthion in an
aotive eampound in the liver.

One must admit then thut the proteative uotlon i exerted through
the destruction of the inhibitor befos it reaches the cholinerple center
or through some uort of modification in parmeatiility. The firos

hypotheals seems %0 be highly probable.
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In orxdier to test the vallilty of this hypotheasie th.t in the
reported cuse of protection the organilo phosphate does not reaoch the
cholinergic center responsible for the toxic uation, we decided to study
the acetylcholinesteruse uotivity .t shu level of the motor endplate of
the atriated nuscle.

To 4o 80, wo pade use of the rather new teshnique of microscopie
enzymology. This constitutes part two of this work.
PaRT Tu0: HISTusHALIC J RESKAKOH

CHAPTCE FIVE

Bhtocha&cal demonstration of eaterasic activity.

In histochemical demonstration of enzymic activity, tissus fixation
must be uvolded as far as possible, -ince it is xnown that the milder
fixation denaturates the enzymes; so it 1s desirable to muke use of the
freezing microtome in order to praepare tissue section.

The specificitly of the reactions is a very luportant factor since,
in mioroscopie en:ymology, most of the time 1t is imposgible to maks use
of the phyeiolo, icul substrate. Indeed, following hydrolyeis, s molety
of the molecule must precipitate within tissue structurs. artificial
substrate mmat be used, and the specificity of the raemction studied
acoordingly. This atudy can be done in vitro, unl resulis confirmed by
the use of specific inhibitiona.

4t the present time, it is possible to demonstrate lipause activity
histoahamically, veing Tweens as sabetrate, and cagion esterase, using
/5 -paphthylacetate, O-ucetylindoxyl und bytyrylindoxyl ae asubetrate.

Pinally, the cholinesterase ueiivisy mizht be demonsirated using
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higher fatty uceid estars of choline, O-aootylindoxyl.(a ~nuphthylacetate
and adestylthiocholine as subatratea, Ly these toohniques, 1t has bean
posaible to demonstrate «ctivity at the level of the motor endplate, in
some sitea of the centr.l nervous system wnd in the poripharil aystem.
CHAI'TER SIX

Development of a sicple method for detection of esterusic activity.

The mechanism of enzymic hydrolysis catalized by acetyl
cholinesterass hus besen studied by wilson and co-workers. The snzyme
malecule L.is besp shown L0 conbaln nn anionic site .ud also an esterasic
site upon which the enzymi: activity is directly dependent. The theory
involves 4n acolylated enzyme aes intumed!.tee Ji this baria, it has
been demonstruted thut ucetylcholinesterase cutalyses the hyirolysis of
thiola.etic acid with liberation of acetic sci!l und hydragen sulfide.
The Hpts evolved c¢an be tr.pped in zitu by ¢ither lead nitrate or acetate,
thue foruing = precipitate in ureuas of encymic wctivity.

Zy thie new method we have been uble Yo demonstir.te a very constant
aotivity it the level of the motor endplute (fige 1Z). The reticular
appearance of the in’ividual plite and 1te clesr central channel reported
by Coutesux uftur staining with Junue Green B haa been peproduced by this
histochenical procedure (fig. 34). The supurfi-lal arborizution of the
frog muscle has been demometrated ulso in the form . lin fixed central
nervoug syetem of the rut (fige 16). The histochemical atudy has
revoaled thut the precipitaie occurred regulurly slong certuin fiber
tracts but ewpecl 11y over the neurones (£ige 17 and 18). These were
grouped into four categories with repgar’ to intensity: the loazst intense
includes the pyrawidal cellw or the cersbril cortex; the Purkinje oells

of the cerebelum; the motoy neuisnuz of the spinal eord; and ihe most
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intensely reactive, the dontute neuclus of the corsboelum; the red
nucleus; she motor nuoleus of the Tilth uerve; unl bthe Jiffuse
aucleus of the pons,

In the individui)l ¢ells exclusiv. of the nuolius, the precipitute
ocourred in the oytoplamm wad along the proxi:rml procasses. Peri-
nuelsar localization of gr.ater intensivy was recorded often (Fig. 19).

Fformliin fixation as applied, did not soem to decr.zae the
intensity of the reaction in tne rat tongue bLut procwed granulation
and ohangee in the wmorpholagy of tae moior endplate as ocompursed Lo
unfixed spesimen. NHo image was obtuined in fLrog musole ufter a
fixation, only diffuse preaipitate,

Preingucation in proecigmine bramide ut 10-04 and aleo in
tetraethylpyrophosph.te at 10-7i ave inhibited oamplotoly the
reustion .% the motar emiplate in the rat songue while un unspuaifie
esterage reuxctiive site in the surface eplthelium was still present
after treatment of 15 minutes with either one of these inhibiters
(24g« 20, 21 and 88).

a8 fay as she speoifiloity is concerned, she shioclmoetic acid is
not hydrolysed only by acetyloholinestaruse, as originally deacribed
by #Wileon witn a purified preparation fram Klectrophorus eleosrious.
fe mve been able to demonssrate that the esterases of the epithslium
of the tongue give a fairly intense reaction and timt this re.ction is
nore resistant towards iuhibitary action of prostigmine aund I.0P. &
test must be tried with these inhibiters at low couceutration before
eoneluding a oholinesserase motivity. Moreover, the activity might be

due either to acetyloholinesterase or cholinesterase. . test with
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DFP, the lutt«r being more seusitive, should be tried Lefore seciding
on the type of acgtivity since Loth enzymes luve beel whown Lo have
the sume ecterasic site responrible ror the hyirolysils of thiolacesic
acid.

In the present ohaple. a very sliple, constan, aud hietologst sally
acourate procedure lma been deacribed Jor the histuchericcul 4n sstigations
of cholineateraes localimtions This meblho. is specifie for cholin-
asterass provided the proper ianhibitowrs are uued,

CluFl .t URVEN

Qantitative "in situ” detesr inution of acetylcholinesturase sctivity

at the level of motor endplute Ly weens of histophotoweirye.

Histophotowetry, Deing o nlood vused oh micrvseople obekervation
1s a firet choice in "in situ” snulyels or wuzymis aotivity,

The reaction used in histophotauetyy must uet lead to an opaque
precipitate, otherwiee ihe :nccuracy of the rouction 18 very poor.
doreover, fixution must be uwvoided in such x guantitutive rezearch and
the pH of the reaction must be in a good range for normal enzymic
activity, For all these reamsons we bave chusen the B-nephthylucotate
method, operating at pH 7.8, and leading to a final product, the
molecular coefficifent absorption of light of whioch being suitable
vwith histophotometrical determination.

The funotion responeible for measure:wnte 1s defined as follows:

T = I/Ie
where lIo stands for light trausemission acroes u blunk arey and 1 for

light trensmlee8ion across the eudbstunce $0 bo atudied.
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We o.n esay tiut the extinotion ) 1s 4efined bys
DS «logT
and according to the Fee Law
D < CLR
where - = oconcentration, I, = thickness of the rmeaimon anl E, the
molooulqy cosfficint of ahsorntiom,

-4

In y:litive laterminatione, L an?! 13 nwa he nelietad, so that 7
rausins the only warieble fctor,
Sos

Cl s D1
ce N}

The engymic i0tivity, determined in relative amount of
B -naphthol deposited, will be exvressed in units of optioal density.

For histochemical determinstion, we used n very simnle hiasto-
photameter assembled in our laborstory (Fig. 22). This eonslsts in a
source of light, a microscope, a photogruphi~s ch:mber, a photoeleelric
eell with an iris (4 mm.) anl u photometer.

e chose to work with crose pections of the raut %ongue, becauss,
with thess sections we can have together the cholinesterase of the
motor endplate and the comuon eateraae of the epithelium, This fortunate
distridbution of the enzyme will he very useful for enzymic identification,
All sections have been cut «% 18 A by the freezing technique.

The histochemical localizution by ﬁhﬂ{B -naphthylacet 1to mothod is
rather poor (fig. 24 «ni 85}, "he raticular appsarnnre of the nlate is
not evident A’ there are sea m.nry renctionr al the level of muscle

fivers and epithelium. WithL the ure of A - uarbonuphthoxyoheline ac
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substrate, the reaction 1s restricled to the motor endplute while
tho muscele Libers aund the epithelium d¢ not glve this reaction.

70 meapure the estevrusic astivity at the lov..)l of all the plates
histophovoms trisally, would have been s tedious aud peinsless task.
Platee grouped in a clusier (fig. 27) give a surpricingly constant
value., Koreover, it i: not possible to memsure motivitiy .t all the
plates becouse they are not always centered on a fiber. In these
conditions, it 1s impossible to detect wnctivity with accuracy. 7The
reason is that o blank vulue must be chosen in the viceinlty of the
plate and th.t the iris of the photoelegtric cell must be applied
exactly on the plate without touchimg the surrounding conngctive
tissue. The uppreciation of « mean wmlue i# presented in table XIV.

baerime ut a concentration of 10-78 inhibite sreatly the
esterasic .otivity .t the level of the motor eniplute while the same
aetivity is not inhibited .t the level of the epithelium and the muscle
fiber (fige <8 aml 29) (Table AV).

A% the conceutration of IO-GM, 41l the activity disappears on the
mnotor endpluve, bota i'or[% «naphihylacetate and B-curbonaphthoxyoholino.
For the epithelium ani the muscle fiber, the swwe i true at a
concentration of 10= M.

Then we c¢un umy thut acetylcholinesierase and cholinesterase are
precent ut the motor endplase ami thxt both can be revuanled in presence
of Q -naphthylacetate and P,) «gaybonaphthoxyoholine.

The sholinesterase reaction of the motor endplate, when measured
histophotowetsically Ls proporsional to the $time of the resction {fig. ¥0),

temperatuze (£ig+ 81) und substrate conceatrstion (fig. B2).
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The ntudy of inhibition of the reaction of @-mpmhylacetate and
() ~earbonaphthoxycholine hydrolysis in presense of acetylcholine
at incrcasing concentratione s indicated thut the former is
hydrolysed by acetyloholinesterass while the second is hydrolysed bdy
cholinesterase (fig. 33). This i. bused on the differentisl affinity
of both enzymes at low concentra tion of acetylcholine.

In order to teat the validity of the histophotomatri-al
detaminution of cholinesteruse ctivity, we h.ve injected iner~:sing
doses of eserine intrumusoulurly und determined the residual activity
of the motor endplute. Results are expressed In Table V1.

We can sce that there is a striot relation between the evolution
of a vharmaeologionl phenomenon aund the asetylcholinester .50 activity
of the motor endplate of the tongzue.

It is possible to determine quantiti tively the ester.asie activity
of the motor endplute, By eserine oxperiment 1t wus shown that this
activity 1 due to a cholinesterase. By acetyleholine inhibition 1t
wae proved thut thic activity was split between mcetylcholinesterase
hydrolysing B-naphtkwlauetmu and cholinesterase hydrolysing
G ~carbonaphthoxycholine,.

It was demonatr.ted «s well $hat thle %e0..1i. ue mmy bo uced for
studying the evolution of the phmrmacologizal artion of eserine,

OHAPTLR LIGHT
aotion of uldrin on the cholinesteruse uetivity of the motor endplate

aldrin bas besh reported ue hmving the properties of a nouromusoular

poison despite he fauot thut 1t .ntioholinuviersse ietinn his never

been studied dirootly. By the present -etho! tais possibilisy was
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definitely eliminated (Table XVII)s 'The neurotoxic property of
aldrin must be oxplained on a different basis,
CHAPTER NINFE

Study of the modification of parathion toxicity by uldrin et the lavel

of the motor endplute

#e have been able to demonastrute ( hipter Four) that ehlorinsted
hydrosarbons can greatly modify the toxioity of orgunic phosphu te
proviided that the chluorinited hydrocarbone sre injescted four days
ahead,

»e have macde the hypothesis tii.t the cholineasterase inhibition 4oes
not exert ite usual toxi- metion becuuse it is destroysd before
reaching the agholinergic centers, the motor en!plute.

Iy hietophotm-try we mve been able to prove that such was the
case (Table XVIII), that 1s to say in protected rats, the acetylcholine
enterase mo%ivity of the motor en'pl . te was hic her uni the rate of
hydrolysie comp.tible with u minimum resttuzl activity for maintenance
of life,

Gl suliel U JONG

The very rapi’ turnover numb r of asoetylcholinesteruse listinguishes
this enzyme from ull others :nl is hi;h onoush to scoount {or the
velocity of conduation.

On $hwe other hund, the machanlsn ol T7xio nation of chlorinated
hydrocarbons i. 8till an open que:tlon. ‘They ehmrc the prop-rties of

neurotic substunces althou:; s their untich.linesterase sotione have never

boeen demonatrated,
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In the biochemioml part of this work it has been shown thut
ehlorinsted hydrocurbons increase the sotivity of the serum comaon
esterase., [oreover, the sams compounde accelerate Lhe recovery of
serum esterases following a decrease inltuced by thyroxine,

There i& no concomittant vuriation between serum eatersse and

«globulin fraction althoush both factors are controlled by thyroid
and seterase 18 azsooimted with eglobulin in the serum,

On the other hand, 1t wase established thnt aldrin cuuscs no
variation in the aotivity of red blood cell asdetylcholinesteruse

activity.

Chlorinated hydrocarbdbons modify the toxic action of organie
phosphute proviied that the former are «dninictered four says anhead.
Ou the bacle of « nreferentisl action between ~lirsterase, or anolther
protein of the serum, no expl n.tion of the pheonom non gould be glven,
The activity «t the rul site of a cholinurgle recopter (the motor

endplate), was studied by microscopie enzymology methods,

e o
o o

Tecent researches huve establicshed that an asstyl. ted enuyme
is the prereulasite intsrmedi.to in the pro-ess of hyirolysis of acetyl-
choline. On thie L.sis 14 wau nro.ed that ceetyl:holinsesterase can

catalyse the hydrolysile o thiolasetic aceid, with liboar.fien of uoc. tle

acii ani hydrocen sullide,
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Usin; thin renation, we ha< hern 1hle to wovk out . nuv suimple
mnethod Poar eclolincwternse aetivity “ete. dn- 4Yion. '“he wioevalved le
precinitated in pregenca of lo-d nit - te or 11 wortate,.

This new reathod ir sull.ble for the -etoction of cholinestsrape
activity ir the “otor endpluta an? tac ventrul norvous Lyntim. The
reaction is not Xiulted to this ocorme.s The covion esterusse can 610

rvivolyce thic substrate.

Using the ﬂ -naphthylacetate method, we have been uble %o study
quantitatively by histophotometry the cholinesteruse activity of the
motor andplate und to apply this method to the evolution of a

pharsacological phenamenon,

By $als nethol 44 hie beon posgible to rule out the antichoeline

estorase nroperty of ulirin.

By %he same mathod, i%¥ hus been possible 0 demonstrate that the
modification of toxicity of organic phosphate by chlorinvted hydrocarbons

takes pluce at the level of the motor endplute.
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INTROIUCTION

avant de passer & l'étude des hydroourbures chlorés et des phos-
phates organiques, deux clasases de oomposés posaédant les propridtée des
poisons névrotiques, il ost bon de définir le mode de transmimegion de
1'{nflux nerveux i la synapse myoneurale et le role de l'acétyleholine &
cet endroit.

L'analyse de la tranamission su niveau de la synapse myoneursle
ou plaque motrice chez les mammiféres, révhle quatre stades sucoessifs,

4 savoir: a) le mode d'action par lequel l'influx nerveux donne nais-
sance a l'agent médiateur, b) la nature du médiateur, son mode d‘astion
et son inuctivation subséquente, a) lee variations locales de potentiel
éleotrique & la région de la synapse myoneurale, d4&) le point de départ
de l'influx vers le muscle provenant de cee ghangements locaux a la synap-
se,

a la suite des travaux de DuBois~Reymond, publiés en 1843, les bio-
logistes ont associé le phénoméne de la oonductibilité chez les étres vi-
vants au ecncept de courant électrique. 4« la fin du siécle dernier, on a
prouvé de fagon définitive l'existence d'une meubrane semi-peméable en-
tourant les cellules. Le rdle d'une telle membrane délimitant les cellules
nerveuses et musculaires prend une grande importance dans la gendse dss po-
tentiels d'action. Lelon cette théorle, lc nerf ou le muscle est enformé
& l'intérieur d'une membrane polarisée portant une charge positive 4 l'ex-
térieur et une charge négative & 1'intérieur. S1 un stinulus queloongue
parvient en un point donnéd de ls membrane, la résistance diminue & ce point

et la perméabilité augmente. Un mouvement 4'ions s'aceomplit conduisant 3
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une dépolarisation du point stimuldé. CGréoe & cette différence de potentisl
entre ls point stimuld et le point encore eu repos, de fuibles oourants
éleotrigues prennent naissmnse atimulunt la régilon volsine et ainsi de sui-
.

i la suite des travaux de Curtin et Cole (B1) et Hodgkin et Huxley
(7?7), nous eonnaissons beaucoup mieux la nature des ecurante d'action. Utie
1isant ls oylindrs-axe géant de Calmar, ces cheroheurs ont constuté que 4u~
rant le passuge de 1l'iuflux, la oharge éleotrique de chaque 06td de la menm-
brane est inversde. Lo nédgative, elle dovient positive quand une électrode
eat implantée & 1l'intérieur de l'axoplasse. Le voltage du potentiel d'metion

ost égal au double de gelui du potentiel au repos. (Fig. 1)

- {00

0

Figure 1

Potentiel 4'ao%ion entre l'inséricur et l'ex-
térieur de l'axoplasme de Calmar. l.'échelle
indique le potentiel Ae 1'électrode i 1'inté-
rieur de la fibre, l'eau de mer dane lagquelle

baigne oetie fibre reprdsentant ls pokentiel
362'0- (77)
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Cette déoouverte semblait diffieile & expliquer., OCepondant, 11
était d6Jd oconnu que les oellules musoulaires ot nerveuses peuvent contrd-
ler thermodynamiquement le pussage des fons K* et Na¥, 1'ion K * étant plus
conoentré & )'intérieur de la cellule et 1'ion Ha* & l'extérieur. (184a)
{107) (157)

A partir de ces données, Hodgkin et Katz (78) ont récemment pro-
posé une explication trés satisfaisanto. L'amplitude du eourunt d'action
dépend de la concentration extérieure de¢ sodium tandis que le potentiel au
repos n'est que peu ou pas sous sa dépendance. Inversement, le concentra-
tion environnante de potassium influenge fortement le potentiel de la mem-~
brane au repos mais trés peu l'umplitude du eourant d'action. .one, au
repos, la membrene est beaucoup plus perméable & 1'ion K¥ qu'd 1'ion ma*
tandia que durant la phase 1'activité la perméabilité 3 1l'dgard de l'ion
Na' augmente de beguaoup et devient erviron vingt foie plus grande Que la
perméabilité initiale. .u ropos, la membrane joue le r8le d'une électrode
au potasaium et rend l'intérieur négatif par rupport & l'extérieur. Iurant
la phase d'aotivité, la membrane a les caractéristiques d'une électrode au
sodium rendant ainsi 1l'iatérieur positif par rapport & 1l'extérisur. Utili-
sant le sodium radio-actif, Jrundfest et lachmunsohn (60) ont démontréd une
addision de sodiwm & L'intérieur de la ocellule ot ceo, de fagon proportion-
nelle au taux de la stimulation.

On admot en général qu'd l'entrée A'un certain nombre d'ions la®
& L'intérieur 46 la cellule correspond la sortie 4'un nombre équivalent
dtions K* ., Alnsi est maintenu constant l'équilibre osmotigue et électrow
stutique. (147) (90). Il ee% intéressant de souligner & ce point que de-

puis les travaux 4'Overton, publiés en 1902, on savait que le nerf devenais
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inoxoitable en l'absence de sodium. Oe fait a été vérifié depuls par ‘ato
(87) et srlanger et Blair (47).

Le second probldme gqui se noee se résume sinsi; ecomment le coursnt
d'aotion me transmet-il du nerf & la plaque motrice ou autre aynspese? Il
sombdle y avolr une discontimuitéd morphologique en cet endroit et la membrane
semi-perméable vient & jouer un r8le trés important. Pour eonfirmer cette
théorie de la gendse des courants d'action et de leur trunsmisnion, 1l fal-
lait admettre la néceseité de rémations chi Llgues capables 4e changer les
propriétés de cette membrane et de le rendre soudainement pernéadle sux ions.
Zntre autres substances, Meyer (117) n 4433 proposé l'ucétylcholine somme
étant capable de remplir ce rdle. Dale, Peldberg et Vogt (22) ont finale-
ment mis en évidence le rdle de l'mcdtyloholine i 1w plaque motrice. la
situstion psut se résumer einsei: l'aocdtylcholine est sécrétde sous l'in.
fluence des terminaisons nerveuses de lua plaque motrice, a la suite du nas-
sage de 1'influx. L'ascétyloholine qui joue un rdle de méiiateur, produiy
une dépolarisation 1 la plaque, ordant sinsi un potentiel d'action loeal,

Les études poursuivies 4 l'aide du ouraro ont préciséd la nasture du
role de¢ l'acétyloholine & la plaque motrice. Il & %4 prouvé en effet que
le curare prévient ou A4iminue 1'action dé4polarisante de l'meétylaholine
applicquée localemens. apparemment les deux molécules sme combinent avee les
ménes centres récepteurs sur la protéine 4de lu memdrane, le curare ayunt
Soutefois une plus grande affinité pour ces centres (96). De plus, 1l'dtuda
de l'oxcitabilité 4loctrinue ohez L'+nimal ourarisd o prouvd 1'importance
du rdle Au médiateur chimique, Y'acétyloholine. En idnit du fuit que llae-
tion de 1'asétyleholine se trouve bloguée pur la curarisation, la régzion

de la plaque motrice peut ensoys répondre & un courant $lectrique appliqué
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loesalement. (97)., Ce qui revient a dire que pussé le stade direstement in-
fluencé par l'acétylcholine, la plaque motrice fonmetionne nomalement en
dépit de l'effet curarisant. Car si lee courante d'action étalent eux-ménes
les agents excitateurs primordieux de ls plaque motrise, alors daus le cas
d'4nhibi tion dd au curare, celle-ci devrait devenir plus résistante & 1l'ace
tion dépolarisante du courant électirique appliqué loealemeni. La nicotine
et une variété d'autres substances, (sans parenté de configuration moléeu-
laire entre eux ou avec llacétylcholine) dépolarisent spéeifiquement la
plaque motrice. le curare sgit de la méme fagon vis-é-vis de leur action
dépolarisante. ainsi dons, l'antagoniame A'actim entre l'acétyleholine

et le curare ne s'expliquerait pas uniquement sur la base d'une concurren-
¢e pour le méme groupe récepteur. FPar ailleurs, 1'ion K* dépolarise et sti-
smle la fibre musculaire quelgue soit l'endroit de smm application, et cette
astion stimuletrice nrest en rien prévenue par le curare (97).

ainsi se pose la mestion de l'endroit ol le médiateur est séorété.
Selon l'hypothése la plus probable, il semble bien que 1l'aeétylcholine solt
1ibéré & la plaque motrice elle-méme.(188). Il n'en existe pas de preuve
directe. Cependant, l'asétylcholinestérase cqui hydrolyse l'acétyleholine
8o trouve loealisée’ la plaque motrice meme (27). Ce fait a été corroboré
par Oouteaux (24) et Koelle et Friedenvald (92).

Selon toute évidencc, le rodle de l'agétyloholine a la plaque motrice
serait de provoquer la naissence d'un courant d'action local. (44).Eccles, Katz
et Kaffler ont pu meti¥re en édvidence et préeiser la nature du notentiel
d'action de la plague motrice, qui se distingue du "spike"” museulaire en
ge qu'il s'abaisse ou s'affaiblit plus lentement. Pour établir clairvement

le role de l'ueétylaholine dens la gendse du potentisl d'action de la plaque
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notrice, il fallais que les inhibiteurs de la oholinestérane aflfectent
égnlemsent le potential 4'astion. Au moine trois inhibiseures bien eonnus
de l'asétyloholineatérase, 1l'ésérine, la prostigmine et le die~isopropyl-
fluarophosphate diminuent ou abolisaent le potentiel d'aasion de la plaque.
{¢5).

Fay allleurs, on a pu ddmontrer qu'il existe un parallélisme strioct
eatre la cangentration d'aeétylcholinestéruse, le voltage ¢t le nombre de
plaques électriques par centimétre earré ohez le polisson électrime Llsctro-
phorus electrisus. (130;.

la proportion lindaire qui existe eutre les phémoménes de transais-
sion 4'ordre physique ot ceux d'crdre chimique suggérs la relation directe
qui existerait entre sux. Il eect blen connu que les oxganes électriques de
oes animaux (ilectrophorus electricus, Torpedo rumeorasa) prdsentent des
snalogies avec le rusgle atrié ot out une origine prylogdndsique commmne,
Bien plus, l'dlectrolimms entourant les texminaisms nerveuses dmng l'appa-
reil dlectrique présento une structure en bitounets sppeléde la palissade de
Kemak. fOoutesux, ainsi que nous l'exposerons nlus loin, a souligné la pré-
sen¢e 4'une menbrane semblable entaurant les terninaisons nerveuses de la
plaque motrice (Z4,. Il me trouve donc en plus do L'amslegie nhysiologi-
que une bhomologie de structure.

Il existait capendant un dernier point & éolaireir pour biem prou-
ver la thise de la médiation chimique de 1'acétyloholine au cours de la gendse
du petentiel 4'aotion loocul. ('est que le médlatour doit étre 1dtruit trés
rapidement, étent .onné la vitesse des réactions qui carastérise le paEsage
de 1'influm nerveux. L'eusyme qui cutmlyse 1’hydrolyse de )'aodtyleholine,

1'uedtylohol inestéTes® a préoisément une vitesse de rencuvellement de vings
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millions par minute. L'auzyme purifié provenunt de l'organe électrioue
de kleotrophorus electricus a un poids moléeulaires comnu et il o é6t6 dé-
montré qu'une moléoule d'enzyme peut hydrolyeer une moldoule d'uncétylcho-
line dans environ troias & quutre mierosecondes. (148). Ce taux Temar qUa-
blement élevé de l'hydrolyse de l'ueésylchaline permet d'associer ce come
posé awux manifestations électriquoes cui caractérisent le pusasze de 1'in-
fiux nerveux. !u erffet, il a ¢été caloulé (ue toutes réactions ohimiques
pouvant jouer un role dens la transmiseion de l'influx nerveux devaient
c'acoomplir dans les li:ites de cent microsecondes. L+ trés grande vites-
8¢ do renouvellement de l'uedtvyloholinestérase remplit ces conditice. (1287).
Nous étudierons duns la seconde partie de oe travemil le problime de
la localisstion histologique de l'acéiyloholinestérmse. su'il suffise de
dire pour le moment qu'une trés forte concentration d'enzyme a tou jours
ét6 retrouvée dans les endroite ol étalt seorétde l'acétyleholine, ot plus
particuliérement dane les régions ol abondent les corpe eellulaires ot les
synapses, uvans les fibree préganglionnaires du sympathicue de lu rdglon
cerviscale du chat, une quantité de 50 4 70 mg d'modtyleholine peut étre hy-
drolysée par heure %andis que dans la région ganglionnaire, cette méane guane
t1té peut atteindre de 400 & 600 mg., Je lu méme fagon, lu cubetance grise
du cerveeu dee memuifbres peut hydrolyser jusqu'd 400 mg d'ucdtylcholine
tandis qu'en préseuce de la substance blanche on obtient des valours ordi-
nairement inférieuresa 10 mg.(186). Infin, Marnay et Nachmansobn (108)(109)
{110) ont démontré qu'il existait uns trds forte conoentration d'enzyme & 1.
plague motrice. Do ces études, ils ont pu eonelure que uran’ une millise-

eonde, une seule plague motrice du sartorius de la gremouille psut hydrolyser

environ 1.6 X 102 molécules d'acétylcholine.



PREMISRE PARTIE

RECHEROHEL BIOCHIMIGQUES



OHAPITRE PREMIER
CLAUSIFICATION Das ELTERASES

Parmi les estérmses d'importance physiologicque capitale me rangent
les cholinestéruses, la choline aodtylase, les estérmses non spéoifiques et
les lipases. suoun groupe d'enzymes n'a peut-étre é¢té plus étudié que les
estérases, tant d'un point de vue dbiochimique que d'un poin% 4¢ vue physio-

logique.
Ae= LE OROUP.. JL CHOLIHLEOTERaL L SENCIRL“S 4 LYAQTVION OE L' RSERINE.

Le groupe des cholinestérases so dletingue des autres estérases pay
lour eensibilité vis-d-vis da 1'ésdrine cu physostignine & faibles cm centra-
tions. Jans des confitions expéri entalea bien définies (114), 1'émérine a
une eoncentration allant de 10"’ & 107 peut provoquer une inhibition d'ae-
tivité variant entre 90 et 100 pour cent. Au cmtruire, la méme drogue n'i-
nactive les autres estérases qu'a des concentratione rionrochant 105, (e1)
(12¢). L'uotion de la nrostigmine se compare & gelle de 1l'ésérine bien que
lo‘nécanim de 1'1nhibitisn soit sensiblemenut Alrférent.(69).

Dong, les cholinestérases se diatinguent des autres estérases par
leur asensidbilitd & 1l'égurd de l'dadrine et de la ~rostigmine, venendaut, 11
2 6% démontrd que deux enzymes différents peuveut hydrolyeer préférantielle-
ment l'acétyloholine, tout m étant sensidles & l'aotion de 1l'ésérine. Ces
deux enzymes sont ordimairement ddorits dans la littérature soientifique
sous les noms d'acétyleholinestérase et cholinestérame ainsi que 1l'ont pro

posé sugustinsson et Haclmansohn. Un trés grand nombre de syncmymes 4'acéw
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tyleholinestérese peut se rencontrer & trauvers les publications, entre autres,
cholinestérase vraie ou cholinestérase spéocifique et oholinestérase du eystime
nerveux ou museuwlaire. Par ailleurs, butyrocholinestérase, pseudocholinests-
rase, cholinestérase du adrum s'emploient indifféremment au lieu de cholines-
térase. au cours du préaent travuil, nous adoptercns la terminologle qu'ont
propesée Augustinsson et liachmansohn, & savoir asétyloholinestérase et aholi-
nestérase.

Il exiete plusieurs sritiéres qui permettent de distinguer entre
une activité enzymatique due & l'acétyloholinestsérase ou & la cholinestérase.
L'acétyleholinestérase hydrolyse l'acésylcholine & un taux plus élevé quand
le substrat est & faible congentration, manifestant ur maxirum d'astivité qui,
par la suite, dédoroit aveo une augmentation de la ooncentration du subdstrat.
Alnel, l'activité enzymatique étudiéde en fonotion de lm concentration de l'a-
sétyleholine se traduit par une gcourbe en forme de cloche trés caraectéristi.
que. {5). De plus, le taux d'hydwolyse de l'ester déoroit avec un aacroisse-
meat du nombre d'atomes de carbone du rdsidu acide de la molécule. =En effet,
la propionyleholine est hydrolysée & un faible taux, le butyryloholine trés
lentement ou pas du tout. Eufin, 1'aeétyl{Améthyleholine est attaquée par
1'gcétyleoiineasérase ot peu ou pus par la cholinestérase.

Par ailleurs, la cholinestéruse, hydrolysant les esters de la cho-
1ine tout en étant sensible & l'ametion de l'éanérine, n'est pas caractérieée
par un taux d'hydrolyse optimum en fonetion de la oconcentration du substirat.
A comtyaire, cette courbe dtactivité passe par un maximum reproduisant ainsi
1a courbe olassique 46Ji déerite par Michaelis et Menten pour la plupart des

enzymes. (118). Ue Plus, cautrairement & 1'acévyloholinestérase, la choli-
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nestérase hydrolyme plus rapidement les estors de la choline quand le nombre
d'atomes de carbone du résidu acide passs de deux & quatre, Cet ensyms n'hy-
drolyse pas l'acétyl-fiméthylcholine mais un autre substrat que par opposi-
tion l'acétyloholinestérase n'hydrolyse pas, la benzoylcholine, Enfin, Se-
ligman et ses collaborateurs ont proposé l'emploi d'un autre substrat spéei-
fique pour la cholinestérase, la (3 —carbonaphtoxycholine, (139), le di-iso-
propylfiluorophosphate permet également d'établir une distinetion entre une
activité due & l'acétylcholinestérase ou & 1la cholinestérase, En effet,
Koelle a démontré que ce toxique inhibe l'activité de la seconde & une con-
centration de 10~7M, tandis qu'd 1a m@me concentration, l'activité de 1'acé-
tylcholinestérase demeure normale, (Si). ILe Nu 683 (diméthylcarbamate de
bromure de 2-hydroxyphényl-bensyl-triméthylammonium) permet également d'éta-
blir une distinction entre l'acétylcholinestérase et les msutres enzymes cqui hy-
droly3ent la butyryloholine (123), Par contre, il n'est pas possible das ca-
ractériser les deux ensymes en regard de la température optimum dtactivité.,
les deux manifestent un maximm d'activité entre 37° et L0%, (51).

Ltétude des différents tissus de l'organisme a révélé que le lieu
d'extraction de 1l'ensyme pouvait jusqu'd un certain point laisser prévoir
la nature de cet ensyms. (3A). Ainsi le tissu nerveux ches la plupart des
vertébrés et des invertébrés est caractérisé par une haute teneur en acétyl-
cholinestérase, Cette remarque s'applique tant au systdme nerveux central
qu'an systdme nerveux périphérique, lLos mscles renferment surtout de 1'acé-
tyleholinestérase, notamsent au niveau dos plaques motrices, L'appareil
éleotrique qui, ches certains Poissons, & évolué phylogénétiquement & partir
da muscle strié est galement carmotérisé par 1a présence du mfwe ensyme,
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Il en va ainasi des érythrocytes ches presque tous les animaux, sauf ches les
Oiseaux et les Poissons ol i1 en est peu tandis que le plasma ¢n est richs.
D'importantes sources d'asétyloholinestérase se rotrouvent également dans
le thymus, la rate, 1la moelle rouge, les nodulos lymphatiques et le cortex
surrénalien, On peut faire la mfme remarque & l'égard du venin des Colubri-
dés, Par ailleurs, le venin des Vipéridés en est pauvre ou dépourva,

En paralldle, on peut dire que certains autres organes, tissus
ou liquides biologiques, sont carnctérisés par une prédominance de la oho-
linestérase., Ainsi, par exemple, le plasma sanguin ches la plupart des
espdces animalas, notammont ches le cheval, est reconm pour sa haute teneur
en cholinestérase, Ches l'homme, le taux de l'enayme séridque varie beau-
coup d'un individu & l'autre et il est & peu prés impossible d'établir uns
moyenne probable, mais la plus grends partie de l'activité ensymaticque est
due 4 la cholinestérase, La méme cholinestérase se retrouve dans ls pancréas,
llovaire, la graisse brune, l'utérus, le foie, les testicules et le ocoeur,
potazment ches le rat. Il en va de néme de ltanayme que Ll'on peut extraire
des glandes salivaires d'un grand nombre d'animaux, QCependant, la présence
ds la cholinestérase n'a jamais été mise en évidence dans les tissus des
Ruminants, Bien que l'on puisse prédire quells sera la nature de 1l'ensyme en
se basant sur son origine tissulairoe, i1 serait illusoire d'accordsr trop
diimportance & ce oritdre., En aeffet, liyers (122) a attiré l'attention sur
1e fait que d'une espdos animale & 1'asutre, 1a nature de l'ensyme variait
pour un ufme tissu. Il ost donc impossible de définir la nature des choli-
nestéranses, se basant uniquement sur lewr lieu d'extraction.

8i 1'importance du r8le de 1'acétylcholinestérase au cours de la
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tranmmission de Ltinflux nerveux apparaft évidente, 1l n'en va pas de méme

du r®le de la cholineatdérase non spécifique. Dans o premier cas, ainsi

que nous le vorrons plus loin av cours de l'exposé Sur les effetes pharnaco-
logiques des phosphates organiques, l'inhibition totale de l'activité acéd-
tylcholinestérasique s'avire toujours fatale, L'inhibition de la cholines-
térase dn sérum ne produit pas les wimes offaets, L'anzyme compldtement inac—
tivé, i1 ne se manifests aucun symptome d'accumlation d'acétyleholine au
sein des tissus ot 1'issue n'ecst pas wortelle. (68)(70). De plus, 1'acé-
tylcholinestérase a 6té retrouvée ches toutes les espdces animales, Mais

la cholinestérase n'a jamais 6bé mise en §vidence ches les Bovidés. (61) (115)
Par ailleurs, la cholinestérasc du coeur chos le rat est trés active tandis
qu'ells sat trés pou active chez le hamster et pas du tout ches 1l'écurenil, (13hL)

Tout récesment, on a démontré que la propionylcholine pouvait jouer
le rfle de midiateur neuro-huporal. (7). A cause de 1a présence de cet ester
dans los tissus, on serait porté 3 attribuer un réle prépondérant i la choli-
nestérase puisque cet ensyme hydrolyse la propionylcholine plus repide-
ment que llacétyloboline et puisque de plus {1 manifeste une plus grands af-
finité pour lp prenier de ces esters que l'acétylcholinestérase,

Par aillsurs, ches des sujets normaux ou atteinﬁ'do myasthenia gravis,
1s di-isopropylfluorophosphate exerce un effet sur le systdwe nerveux central
ot la musculature gastro-intestinale & des concentrations trop faibles pour
mdifier la transmission neuro-musculaire. (22). Récemment, Koelle ot sas
sollaborateurs ont démontré qus le di-isopropylfluorophosphate entre des
concentrations de 2078 ot 2070 n'inactive pas l'acétylcholinestérase, mais
que par ailleurs, il inhibe fortewent ls oholinestérase de 1'ildon. Dans ces
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conditions, le tonus musculaire stacoroft et occasionnellement 1'ampli-
tude des gontractions augmente. (94). A la lumidre de cette expérionce,
on ssrait tenté d'attribuer un rfle auxiliairs & la cholinestérase, hy-
drolysant 1'acéiylcholine libérée sur place au nivean des ganglions ou de
certains autres organes dont le musclo longitudinael do 1'4iléon.

Be~= LA CHOLINT ACT.TYLASE.

Il & déJd 6té trouvé que 1'acétylcholinestérass psut non seule-
ment catalyser l'hydrolyse de l'acétylcholine, mais également la réaction
dlestérification. (76). Cependant, en 1943, Nachmansohn et Machado ont
préparé un extrait de cerveau ddbarassé de tout 8lément cellulaire et pou-
vant catalyser la réaction d'ostérification en présence dr'adénosine tyri-
phosphate (ATP). L'addition de fluorure Javorise la réaction de synthése
en protégeant 1'ATP contre l'action -ie l'adénosinetriphosphatase. (133),
la réaction de synthése est inactivée rapidement par dialyse, Le co-en-
gyme 8'apparente au co-enzyme A. (105) (103) (129¥). Une étude plus dé-
taillée de Lipmann et ses collaboratcurs a révélé que le co-ensyme con-
tient de l'acide pantothénique. (10L).

Ia choline acétylase a été retrouvée dans tous les tissus spécia-
11268 en vus de la conductibilité, tant ches les vertSbrés que ches les
invertébrés, L'enzyme se retrouve dans lep nerfs woteurs et sansoriels.
Quand ges derniers entrent en dégénérescence aprds section, l'enzyme dis-
paralt et 1a chute d'activité s'accomplit do fagon paralldle aux change-
mente morphologiques. (131)., Nous no savons pas encore ds fegon pracise
comment 1'acétylcholine, llasétyloholinestérase et la choline asétylase
stintégrent dans lo cycls métabolique de la cellule nerveuse, On admet
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hypothétinuement que ltestor, au repoas, ost présent dans les tissus sous
forme inactive probeblement 1ié. & une protéine ou une lipopwotdine ot
protégé ainsi contre 1l'action de l'acétylehwlinestirass, 8'i1 advient
qutun stimulus quelconque détruise le complexe acétyleholine-protéine,
1lester est libéré, Aprds avoir joué son rfle de médiatewr chimique, il
est hydrolysé par 1'acétylcholinestérase st la membrane protéinique re-
tourne & son état initial, Durant la phase de recouvrement, ou la phase
de repos, la choline acétylase contimue & synthitiser 1'acétylcholine,
Ainsi que nous l'avons déja souligné, 1'hydrolyse de 1tacétylcholine stac-
complit & un taux trée rapide, ce qui cadre bien avec la vitesse de l'in~-
flux nerveux. Par allleurs, ls processus de synthdse est beaucoup plus
lent, mais probablement continu.

Ce= LE CGROUPE DES ESTHHASES NCH 87 CIFIQUEB.

Ia secorxl groupe d'estérascs d'importance physiclogique notabls
comprend les ensymes qui ne sont pas senmsibles & 1l'action de 1l'ésérine,
Ils pewvent 8treo groupés sous deux chefs, les estérases proprement dites
@i hydrolysent préférentiellement les esters & faible poids moléoulaire,
comme le méthylibutyrate, 1'éthylbutyrate, la tributyrine st la triacétine,
et las lipases qui hydrolysent préférentiellement les graisses. Richter
ot Croft (1h3) ont proposé le nom d'aliestérase pour les enzymes hydroly-
sant les esters aliphatiques & faible poids moléculaire et les glycérides,
Cstte distinction n'est que relative car il a §té établi que 1laffinité des
lipases pour les glycérides augmente en fonction du nombre de résidus d'e-
elde gras sur le glycérol ou wncore avec le nombre d'atomes de carbone du
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résidu acide, (151). L'a“finité des lipasos et des estérases pour 1'huile
d'olive, la tributyrine et le méthylbutyrate est fort différente, Ainsi,
un gramme de poudre pancréatique hydrolyse 1'huile d'olive & un taux cor-
respondant au taux d'hydrolyse que provoquent 10600 graumes d'une nméme pou-
dre extraite du foie, Ia tributyrine,a un taux correspondant % celui de
100 gremmes d'une poudre hipatique et le méthylbutyrate i un taux corres-
pondant & celui de O,k gramme de la m8ms poudre. (173).

La leucylglycylglycine active la lipase pancréatique dans un rap-
port ds plusieurs centaines de fois pourcent, tandis que 1'estérase hépa-
tique n'est pas activée par ce tripeptide. (173) (3L). ILa sensibilité des
estérases et des lipases & 1'égard de 1'atoxyl et de la quinine permet d'é-
tablir une distinction entre elles. (1l6). En effet, la lipase pancréati-
que est résistante & l'action de 1l'atoxyl mais sensible & celle de la quini-
ne, tandis qu'inversement l'estérase hipatique est sensible i l'action de
1tatoxyl mais résistante 4 cells de la quinine, Enfin, on peut ajouter que
chez les animaux mormaux, il n'y a pas de quantité appréciable de lipase
dans le sang. (161) (52). 2Zumoo (180) et Gyotoku (62) ont démontréd qu'a-
prés purification, la lipase pancréatique devenait moins sensible d 1'ac-
tion de la quinine, De la ufne facon la lipase de la peau normalement in-
sensible & l'action de 1'atoxyl et de 1a quinine, peut le devenir aprés dia-
lyse, (178). Il semble y avoir une grande similitude entre l'estérase du
foie et la lipase pancréatique, Si l'on injecte un lapin avec une préparaw
tion de lipase pancréatique, on retrouve une trés grande activité estéra-
sique au niveau du fole (170), Liestérase hépatique récupérée posséde les
mlmes propriétés que l'estérase provenant de 1'animal normal: 4inactivation
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par 1'atoxyl et résistance vis-8-vis de la quinine ains® mue faidble activité
en présence d'huile d'olive, Au contraire, la préparation pancréatique ine
Jectés posaddalt toutes los prorriétés caractéristiques des lipascs, 0n
avait cru que la lipase pouvait &tre transformée métaboliquement en estérases.
Kraut et Pantschenko-Jurewics (95) ont pu dérontrer que les enzymes du pane
créas et du foie sont caractérisés iar le méme co-onzyme et différent seule-
ment entre eux par leur apo-enzyme, Si une préparation d'estérase hépatique
manifestant une faible activitd est combinde & une préparation de lipass pan-
créatique riche en co-enzyme, {1 y a forration d'un nouveau syetéme estérasi-
que possédant une plus grande activité., An sein du groupe des estérases, on
a tenté de définir un enzyme qui hydrolyse priférentiellerient lcs esters dont
le réaidu acide est 1'acide acéticque., Ceat envyme se retrouve plus fréquems
epsnt chez les plantee que chez les animaux, (82) (83). lLa nature de l'alcool
ne semble axsrcer aucune influence sur Je taux d'hydrolyse. 8i ls récidu aci-
de est autre que l'acide acétique, alors lc taux d'hydrolyse diminue trds ra-
pldenent, Cet enayme attaque égalenment l'acétylcholine, Cependant, 11 s'aglt
bien de deux enzymes différente puisque l'acétylestérase n'est pas inhibée par
1'ésérine & faible concentration contrairement & l'acétylcholinestérase, Par
ailleurs, les deux enzymes sont inhibés par les phosphates organicues ce qui
indiquerait un réicanisme enuymatique sewblable. Parmi les phosphatcs étudiés,
80 rangent la di-isopropylfluorophosphate, le tétrabthylpyrophosphate et 1'he-
xaéthyltétraphosphate. Dans le cas de l'inhibition aw di-isopropylfluorophos-
phate, le complexe enzyme-inhibitour est irrdversibls, tandis que dans les
deux derniers cag, on & noté une faidble réversibilité.



CRAPITRE DCUXIEME

DONNEES RECENTES SUR LES EFFETS PHARMACOLOGIQUES DES HYDHOCAHRBURES

CHLORES ET DES PHOSPHATES URGAHIQUES,
A.~ DRS HYNROCARBURES CHLORKES,

La découverte des propriétés insecticides des hydrocarbures chlorés
a renouvelé 1'intér8t des organicisns en leur synthése et un grand nombre de
nouveaux composés s'ajoutent constamment & une liste dé6jd longus, principale-
ment depuis 1937,

Le dichloro-diphényl-trichlore-~éthane (DDUT) est le plus conmu et
certainement le plus ancien parmi les hydrocarbures chlords joulssant de pro-
priétés insecticides. Ce composé a déjd rendu ds grands services & la méde~
cine. En effet, lorsque se déclara l'épidémie de typhus a4 Naples an 19kk, un
million trois cent mille personnes furent traitées au DUT, grice aux soins des
autorités militaires américaines, En trois semaines, 1'4pidémie fut jugulde,
ce qui constitue un fait sans précédent dans les annales médicales,

Les hydrocarbures chlorés aromatiques et polycycliques possédent les
propriétés des toxiques neuromusculaires, Ls DIT notamment présente des ana-
logies avec los poisons névrotiques déjd connus, Ia plupart de nos connais-
sances & ce sujet proviennent d'études poursulvics ches l'insecte, Tobias
et Kollros (164) ont pu démontrer la aymptomatologie suivante chez Periplaneta
americana: extension des membres, perte du réflexe de posture, tremblements,
convulsions et coma, tandis que le coeur peut continuer de batire durant un
jour et méme plus., la décapitation ne semble en rien affecter lss manifesta-
tions dforites ci-haut; indiquant que le DDT a peu ou pas d'action sur le
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systime nerveux central., Cependant, 1'ablation du ganglion qui contrfle les
menbres postérieurs abelit les manifestations névrotiques au niveau dess mem-
bree correspondants, GQue 1la DT aplsse surtout sur le systdme nerveux pri~
phérique a ét4 prouvé de facon encore plus 8légante par foeder et Welant (145)
chez Periplaneta americana, Une &mlsion de ™M & ratson de deux pour cemt
ou encore des cristaux appliqés directement =ur le nerf isolé est sane effet
et ne canse aucun changement de 1'sctivité &lectricue., Par ailleurs, une
émilsion contenant 1,600 p.p.m. applicuée directement sur le rmscle produit
des contractions et des convulsiong, ce qui indiquerait une action directe
sur la fibre musculaire ou la synapse myoneurale,

Chez les mammifdres, les premiéres manifestations sont caractérisées
par des convulsions musculaires dans la région du cou progressant vers la
partie postérieurs de 1l'animal, Avee 1'intoxication progressive apparaft une
dépression profonde qui se termine par un arrft respiratoire survsnant entre
deux et vingt-quatre heures aprds le début des conwulsions, (137). Il est
bien probable que cheg l'homme, 1l'empoisomnement, au DDT s'accompegne des mé-
mee symptémes bien qu'aucune étude approfondie n'ait &té publide,

Les convulsions que provoque le DIT serblent 8tre le résultat direct
dune action sur la synapse myoneursle (179) quand par ailleurs, les nerfs
moteurs affichent une plus grande sensibilit’ que les nerfs sensoriels, OCarey
ot ses collsborateurs (20) ont cru décerner une lésion au nivean de la plaque
motrice cheg les rats exposés au DDF, L'ection toxique se manifeste par une
dégbnérescence de 12 plaque elle~m@me ot uno atrophie des fibres msculaires,
Eu égard d la symptommtologle, cette thdse mpparaissait bien séduisante, 11
sspblerait cependand, que les critdres expérimentaux de Carey et de seas eolla~
borateurs étaient erronés et que leurs conclusions étaient vraisemblablement
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Par allleurs, l'ésérine augmente la toxicité du DDT. (16). Catte
observation indiquerait aque celui-ci inhibe 1l'acétylcholinestérase, Cepen-
dant, 11 n'en est pas ainai, (1L2) 169), Ce fait est d'autant plus surpre-
nent qu'd la suite d'injeetions ds DDT, l'acétyleholine libre augmente dans
ltorganisme, Mais l'ion potassium cause la méme augmentation et ne possdde
aucune propriété anticholinestérasique, Dans les deux cas, il s'agirait
probablement d'une libération d'acétylcholins & partir du complexe acétyl-
choline-lipoprotéina., (165).

Is DT exerce également une action marquée sur la rythmicité oar-
diaque, Il est bien conmu en effet que ls DDT provoque une sursxcitabilité
du myocards, Ches l'animsl intoxiqué, une excitation du systdme sympathie
que cause une fibrillation ventriculaire. (138). Ce phénoméne peut Stre mis
en évidence & la suite d'une injection d'adrénaline, L'excitabilité du myo-
cards deviant assez aigtie pour provoquer uns mort subite,

Bafin, le DIT augmente l'activité du cortex cérébral st 1'enregistre-
ment des ondes produites se compare & celles qui sont reproduites au cours de
l'épilepeie, Il en va de méme de 1'activité électrique du cervelet qui ang-
monte de cing & six fois. (3v).

L'intoxication par un autre hydrocarbure ehloré apparenté au DDT,
ltaldrine, est caractérisée par des symptSmes de mfme nature, notamment par
des troubles gastro-intestinaux et des vomissements, ainsi que par une surex-
citabilité et des convulsions, Chez la grenouillse, (171) l'administration
d'aldrine cause des contractions musculaires intenses suivies de conwilsions,
1a section du sciatique prévient ces mouvemants convulsifs au nivesu du mem-
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bre correspendant, 4 la suite .{'application cutande du toxique ches le rat,
les m@mas manifestations ss retrouvent. Suivant l'ingestion Je {ortus doses,
1'iasue ast généralement fatale; la mort 4tant causée par itarrdt du coeur
ou de la respiration, L'incoordination misculaire et les convaulsions ont
également 84 notées par Hayes et ses collaborateura (73). Ds plus, l'al-
drina provoque une bradycardie, une vasodépression ot une miosis intense,
Ce nére composd au mente les effets d'une stimulation du vague sur le coeur
ainsi que las effots sdcrbtoires at vasodilatateurs faisant suite 3 une sti-
pulation de 1la chorda tympani, Tout aussi bien le toxique accentue les ef-
fats d'une injection d'acétyleholine sur les glandas salivaires et sur la
transmission neurcausculaire de la priparation sclatique-gustrocadwien ghas
le rat, L'oxcitabilité réflexe de la moelle  piniére se trouve généralement
sugnentée, mais 3 la sulte d'injections rapétées cette :1fue oxcitabilité di~
nime, (59).

1e dieldrine en injection intraveineuse ou intra-artérielle augmente
1'excitabilité du systdme central accompagnée d'une excitabilitc réflexs ac-
erue, de convulsions, d'une bradycardic et d'une légére vasodépression., le
nfme composé accentus les effets de 1l'acétylcholine sur le systéue nervenx
eentral, le systdme circulatoire et la mobilité intestinale, pPar ailleurs,
11 exerce une action parasympathicomimétique, vraisemblablement & la suite
d'une stimulation des ventres plutSt qu'd la suite d'une action directe sur
le systdme nerveux périphérique, (58)e Ia plupurt de ces effots sont mini-
misés 3 la suite d'une injection de nembutal. (137).

En dehors du syetdme nerveux, les hydrocarbures chlorgs peuvent cau-
ser de séricux dommages & llorganisme. Ainsi, le bLD (dchloro-diphényl-di-
chlum-étmne)prowm une atrophie du cortex surrénalien, (168) (17).
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ILs chlordane causs une nécrose hipatique et une dégénérescence des tubes cor-
ticaux du rein, accompagnées de cungestion et d'oeddme pulwonnire. Jans ces
cas, on & pu retrouver du chlors gous furme organique dans 1'urine. (159).

1# métaboliame des hydrocarbures chloxn's escht peu connue On sait
que le DDT peut se tranaformer en DID, son dérivé ‘dichloroéthyldéne, et fi~-
nalement en aside di~chlorophénylacétique qui est excrété dans 1'urine, (174).
Ia libération ensymatique de chlore & partir de composés organiques a &té mi-
se en évidence dans les tissus des animeux, (75). Cependant, cotte libéra-
tion enzymatique s'accomplit d partir de composés ohlorés aliphatiques tan-
dis qu'elle ne s'accomplit pas & partir de oomposés aromatiques. (15). I1
est intéressant da souligner que lors de la dégradation du Diff, seulsles ato-
mes de chlore fixés sur 1la chafne aliphatique sont libérés tandis que ceux
qui sont attachés aux noyaux benséniquos demeurent ligs & 1 moléoule, Il
n'y a rien ds conmu sur le métsbolisme des autres hydrocarbures chlorés.

Le mécanisme de l'action toxique des hydrocarbures chlorés est & peu
prés inconnu, Martin et Wain (111) ont proposé 1'explication suivante: dans
1e cas du DDY, la déhydrohalogénation donne naissance & de 1'acide chlorhy-
drique qui altére la structure des centres vitaux., Hais il faut admettre
qu'on ne connaft rien de la concentration d'acide ohlorhydrique libéré au ni-
veau des tissus. De plus, un grand nowbre dthydrocarbures chlorés exercent
une action toxique comparable 4 celle du [DY, sans que pour cela il aft été
possible de démontrer la présence d'uns réaction de déhydrohalogénation,

La déposition des hydrocarbures chlorés dans 1'organisme semble s'é-
tablir préférentiellement au niveau du tissu adipeux. Il en est ainsi du mé-
thoxychlore (99), du DDT (B1), qui peut également se fixer dans les ovaires,
et do 1'aldrine, (162). Dans ce dernier cas toutefois, dlappréciables quan-
tités ont été retrouvées danm le fole et dans les reins,
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L'étude de ltaction des hydrocarburus chlords sur les Jdiilérents
systlémes cnzymatiques n'est pus trds poussée, (n sait toutefois que le
DT inhibe l'activité ue l'anhydrase carbonique 3 Jes concentrations s!'ée
chelonnant entre 1071 ct 100y, (G9) (1db)e Par ailleurs, le ufme composé
augmente llactiviie Jdu cytochrome oxydase . (167). Le wéme insecticide
n'exerce aucunz acticn sur lcs systaues enzymutiques suivants: aldolase,
adénosinetriphosphatase, ddhydroganase glutamique, cholins oxydase, hoxokdl-
nase, succinoxydase., (c0)e Au cours <'un travail public plus ricemment,
11 a cependant été prouvé que le JUT & ues concantrations variani entra 10-L
et 10"5N inhivait trds Jurtemunt la succinoxydase extraite uu coeur de rate
L mdue inhilition a 6té retrouvée vis-d-vis de la cytochrome oxydase, mais
non vis-d-vis de la déhydrogénase succinique. Pour que le LT exerce une
action inhibitrice sur le systdue ensymatiqua, il devait 8tre ajouté on so-
lution alcoolique, tandie que sous forme d'émulsion, il causait une tris
légére inhibition du aystdme succinoxydase, méme & Jes concentrations dix
fois plus élevées, Ie DDA (acide di-chlorophinylacétique), prodult de la
dégradation mitaboiique du JJI, provuque uhe bion plus faible inhibition
que celui-ci vis-a~-vis des systdmes succluoxyldase st eytochroume oxydase,

uéms i une comcentration de [ X 10-by, (86a).
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R.~ DES PHOSPHATES GRGANIGU W3

Durant les quelques années qui ont précédé la dernisre gusrre,
et notamment en Allemagne, les organiciens ont réalisé la synthése d'un
grand nombre de phosphates organiques, ou organophosphates, caractérisés
par une trés grande toxicité pour l'organisme animal, Au tout début dtune
liste déjd longue se trouve le di-isopropylfluorophosphate (DFP) synthéti-
3¢ par Lange et Kreuger. (100)., Puis Schrader (153) a rapporté la synths-
se de 1'hexaéthyltétraphosphate (HETP) qui est un liquide brun se décompo-
sant entre 145 et 150 degrés, Par la suite, on a réussit la synthdse d'un
grand nombre d'esters, entre autres le tétraéthylpyrophosphate (TEPP) qui
est un corps miscible 3 1l'sau et qui s'hydrolyse spontanément pour donner
naissance & de 1l'acide di-éthyl-ortho-phosphorique (65), et le di-éthyl~
paranitrophénylthiophosphate (parathion). (e dernier se comporte comme une
substance peu soluble dans l'eau et qui s'hydrolyse lentement en milieu al-
calin pour donner naissance 3 du paranitrophénol et de l'acids di-ortho-
phosphorique. (152).

Au cours du présent travail, il ne saurait 8tre question d'énmumé-
rer tous les phosphates organiques dont la synthdse a 6té rapportée dans
la littérature scientifique, MNous nous bornerons & étuaier lss propriétés
pharmacologiques qu'ils partagent et le mécanisme par lequel a'exerce leur
action toxique. Les phosphates organiques déjad déorits peuvent &tre divi-
868 en trois clasees: les phosphates organiques simples, les phosphates or-
ganiques complexss contenant du soufre ou du fluor dans leurs molécules et
les phosphoramidese En régle générale, les propriétés pharmacologimes de
tous ces esters se comparent & celles de 1'ésérine, Chadwick et Hill (21)
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ont Jjustement fait remarquer que le HETP st le DFP provocquent l'appari-

tion de symptémes en tout comparables d ceux qui font suite & 1'injection
dtésérine ches 1l'insecte (Periplaneta americana), Roeder et Weiant (145)

ont pu démontrer qu'd la suite d'application de DFP (6 X 1o-hn) sur la

corde nerveuse ventrale de P, americana, un stimulus préganglionnaire pro-
voquait une réponse qui durait de 15 & 30 secondes ordinairement suivie

d'une inhibition de 30 & 60 secondes, Le DFP n'occasionne pas un blocage
permanent de la transmission nerveuse au niveau de la synapse, et son effet
pout 8tre aboli 3 la suite de lavages, Par ailleurs, la transmiassion ner-
veuse le long du ¢ylindre-axe des fibres géantes de Calmar n'est pas trou-
blée par le DFP & des concentrations atteignant 5 X 10™3M, L'HETP & des
concentrations entre 2,5 x 10~7 et 7.5 X 10N inhibe la transmission de
1tinflux an niveau de la synapse, tandis qu'd une concentration de 7,5 X 10‘3M;
11 ne se manifeste aucun trouble de la conductibilité le long du cylindre-axe,
(21)e Il semblerait donc, qu'en régle générele, le toxique inhibe plus faci-
lement la transmission de 1l'influx nerveux au niveau des synapses qu'au nie
veau des fibres,

Dans tous les cas d'empoisonnement fatal au TEPP, au DFP et au para-
oxone, le taux d'acétylcholine augmente dans le cerveau chez le rat et méfms,
dans les cas axtr@mes d'intoxication, l'acétylcholine va Jusqu'd apparaftre
dans le sang, Cette situation est tout & fait comparable & ce qui se passe
dans les cas d'empoisonnement & 1'ésérine, (158). En s'approchant des doses
léthales, 11 se développe une bradycardie suivie d'une paralysie respiratoire
apparsissant quelcques wimites avant 1tarrét du coeur. (39) (150). Bien sou-
vent ces manifestations toxiques s'accompagnent méme de cysnose et d'oeddme,

(85)s De tels symptSmes sont caractéristiques d'une hyperactivité des récep-
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teurs cholinergipies et ont attiri l'abttuntion des chercheurs vers les pro-
pridtés anti-cholinestirasiquen probables das phosphates organiquis. En
eff>t, dans tous les cas 'intoxicatiun )tuilis, on a retrouve une inhibi-
tion de la cholinsstirase ot Jde llacit Icholinestérase. (41) (L3) (LE) (63)
(6L) (74) (A13) (1L9).

Restait 3 priciser quel éGtait la récepteur ou laes récepteurs cho-
linorgiques dont l'hyperact vité entrafnait la wort de l'animel. Il ne fait
pas de doute que les phosphatas organiques exorcent une action anticholines-
térasique au niveau des coutres nerveux. (11) (154). Xais la mor* de l'a-
niral serble vraiment Jtrg due & un arrdt raespiratoire, (63). Ceci a pu
&ire mis on évidonco grdce & 1'/tude comparés de 1'inhibition de l'a~étyl~
cholinsstérase par un grand nombre .o phosphates organicques., Tandis que
1t4nhitition do la cholinastérase du cerveau peut varier entre 5 et 100 pour
cent selon le phosphate orpanique injecté, la mort résulte toujours dtune
inhibition de l'acétylc%olincatérasc des rmsacles, conduisant d la paralysie
respiratoire et & l'anoxie. Cette obsarvation prend d':iutant plus de valeur
que la constitution chimique las s8ix phosphates or_aniques injectés varialt
de Y'un & Ltautre: JFP, parathion, Tu°T, éthyl-para-nitrophin,lihionobenze-
nephosphate (IPN), octanéthylpyruphosphoramide ((29A), et enfin 1l'acide di-
éthoxythiophosphorique de 7-hydroxy-4-néthyl coumarin (B038) (L49). Cepen—
dant, 11 ne fait pas de doute que les convulsions peuvent provenir d'une
stimlation centrale secondaire cansée par une paralysie respiratoire, In
effet, & la suite de l'inactivation de 1'acétylcholinestérasae des mscles
produisant une paralysis respiratoire, l'anoxie résultante Induit des chan-

gemerts biochimiques dang le sang qui sont de nature & provoquer une stim-
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lation des ocentres nerveux, Juns cette ligna de pensde, 11 est intéressant
de souligner que les phosphoramides se ulstinguent des autres phosphates or
ganiques en exergant une action presque sélective sur les récapteurs choli~
nergiquas périphériques. (LO). BEnfin, l'atropine constitue un excellent
contre-poison dans les cas d'eampoisonnement dils aux phosphates organicques,
HETP, TESP ot paratidon, pourvu que la cdose administrée de phosphate n'ex-
cdde pas la dose léthale de plus de quarante pour cent.(35). Frawley et

ses collaborateurs ont observ( le méme paénoméne avec les phosphates orga-
niques ci-haut cités et de plus avec le DFP, le E-838, 1'EPN et L'0"PA, (L9).
De plus, dans le cas d'empoiscnnement & 1'IPN, la coramine augmente 1l'affet
protecteaur de l'atropina. (38).

Tous les phosphates organiques étudids jusqu'd présent exercent
une action inhibitrice sur l'asétylcholinestérase in-vitro, Dans le cas du
TEPP, du HETP ou du paraoxons, le phosphate organique inhibe l'activité de
1'enzyme directement, c'sst-i-dire sans transformation métabolique, Dans
d‘autres cas, le phosphate organique doit subir une transformation avant de
davenir un inhibiteur de l'acétylcholinestérase., ('est le cas du parathion
@i subit une tranasformation, soit sous 1l'influance des rayons ulira-vio-
lsts (135), soit en préasnce d'un broyat de foie. (37). Dans les deux cas,
la transformation chimique en fait un inhibiteur in-vitro de 1'tacétyleho-
linestérase. C'est Sgalement le cas ds 1'OMPA qui doit subir une dégrada-
tion métabolique avant da devenir un inhibiteur des cholinest/rases in-vitre,
(Lx), Cependant, le degré d'inhibition de 1'activité cholinustérasicue in-
vitro, est souvent difficile & apprécier avec précision. Ceci est df aux
Ampuretés qui accompagnent las différentes préparations de phosphates orga-
niguese Au premier rang #s trouve ls TEPP qui prend naissance par coubinai-

son de deux moléoules de dléthylphosphorylchlorure qui est le produit de dé-



part de toutes gouv rductions de aynthése. (8.

De plus, cersaina inhiblioursc n'imnnctivent les cholinsestémnes
qu'aprds une trunsformation dun: l'orgunimue, ainei gue nous venons de le
souligner. Il en rdésulte que leos ruts femelles sont beaucoup plus sensie
bles 4 l'anotion du parcihion ou du i-o88 e les ruts mules. Cette ALPré-
renge proviendrait de ce que lee rute fenolles transforment . 'lashibiteur
inaotif en son isamére actif & un teux beeusmuip nluse raplde que les rata
malen, (89},

Les phosphates organ.ques n'inhibent pay u.igenent 1'asétyloholi-
nes¥érase. Jlls exercint la mame uciion sur la cholinestdmps, notamment
la cmlinestérase du aérum et l'sliestérasa. Moendel ot Heyers (116), ont
démontré que l'ordre de seneibilité des estireser via-d-vie du tri-orthoe
orésylphosphate et de fagon générale vis-d-vis des sutras phosphates orga-
niques était le suivant: ali-estérase, cholinestéruse et acdtylololines-
térase, Mals encore une fols, il ne s'aglt qua d'une regle ginérule, et
de grandes variatioas de sensibllit¢ peuvent se resrouver en passant d'un
phosphate organique 4 un sutre.

avant de puscer . 1'étude du complexe enzyme~inhibiteur, 11 est bon
de souligner que l’aation des phospbates organiques via-&-vie des estérases
est hautement sélective. Mr exemple, le TP est sans eflet sur les engy-
meg sulvanta: choline-déhydroginuse, oytoclL.rums oxyduse, ¢sti.lase, perc-
xydmso, succinodéhydrogénnse, acide lactique-dibydrogénase, aleool-déhydro-
génase, hexcokinase, aNyluse, diuphorass, snhydruse carbontque, et de fagon
générale, tout le syetime glycolytique du susole (178). Par eounire, on a
gignelé lfuction inhibitriee du Jfp sur lu phosplstuse aloaline 4w séyum,
la pyrophasphatese de la levure, la lipess du leit (174), et l'saétylase de

certaines plantes (84). Cependant, wfin d'exercer une action inhidbitrics
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sur ues systémos enaymatiquous autres que les cholinestorases, la concentra-
tion du UFP doit 8tre de bsaucoup plus oluvée., Los phosphates organiques
inhibent l'acétylcholinestirase, la cholinestérase et l'aliestérase quelque
soit le lisu dtaxtraction de ces différents enzymes, systéme nerveux central
ou périphérique, muscles, globules rougus, sérum, foie, ot un grand nombre
de glandes,

Le métabolisme des phosphates organiques n'est pas trés bien connu,
Mazur (112) a pu déwontrer l'existence d'un enzyms qui hydrolyse le DI¥ dans
les tissus des marmiféres. Par ailleurs, Brauer (12) a fait réagir 1l'estérase
du plasma humain avec 1'HiT. contanant du radio-phosphore., Il n'a pu retrou-
ver de phosphore radioactif dans la protéine précipitée par l'alcoel éthyli-
que ou dans le dialyeat. Il en a donc conclu qufil ne semblait pas y avoir
de coxbinaison stable entre l'ectérase at le phosphore de 1'HuTP, Ces ré-
sultats sont en contradiction avec ceux que présentérent Michel et Krop. (119).
Dans les conditicns expérimentalas qu'adoptdrent ces charcheurs, l'acétylcho-
linestérase provonant de l'organe §lectrique de gymnote, réagit avec le DFP
pour forwsr un composé stable ot non dissocibé en présence d'acide trichlora-
eétique. De plus, l'taoétylcholinestérase réagit avec Lo taxdique saelon une
proportion définle, eoit 2 1 10710 woléoules de DYP par unité arbitraire d'en-
syme,

Oependant, 1la nature de 1l'inhibition due aux phosphates organiques
n'a pu 8tre &lucidée clairemont qu'd la lumidre d'une meilleure connaissance
de 1a moléoule de l'enzyme, Gr&ce aux brillantes recherches d'iugustinsson,
de Nachmansohn, de Bergman et de Wilson, nous savons un peu plus maintenant
de 1a nature du phénoméne d'hydrolyse que catalysent les cholinestérases.

(b) (). Ces &tudes ont r&vélé la présence de deux centres actifs d la sur-



- 30 -

faca de l'enayme., (18). L'un, lo centre anionofds réagit aves l'azote qua~-
tarnaire de l'acitylcholine, tandis que le second appelé centre estérasique,
eontient lul deux groupes, l'un basique et l'autre acide, Le groupe basi-
que réagit avec 1s carbone Jdu groupe carbonyl, tanilis que lu groupe acids
réagit avec l'oxygdne du groupe carbonyl ou hydroxyl. O'sst le second cen-
tre ou cantre estérasique qui est responsable da la formatlon du complexe
ensyne-substrat -t partant,de la vitesse d'hydrelyse, Nous verrons plus
loin comment la présence de ce centre esterasique a ét8 mise en évidence,

L'existence du cenire anionofde a é6té Gtudiée & 1l'aide de 1'4mé~
rine. Ce composé inhibe lthydrolyse de l'acétyleholine du fait que l'azote
quaternaire formant la partie cationique de cette molécule entre cn concur~
rence avec l'acétylcholine pour le groupement anionofde de l'enizyms, pro-
voquant ainsi 1'inhibition. Ce mécanisme d'action a été élucidé & la suite
d'une étude comparde de l'inhibition & différents pH en présence d'ésérine
ot de prostignine, L'ésérine est compldtement dissocife & pH 6 tandis qu'd
pH 10, ello se comporte comme une base, Ainsi domo, son efiet inhibitour est
particulidrement marqué aux environs de pH 6 ou 7, bien qu'il subsiste encore
quand 1'ésérine se trouve en présence de l'onsyme & un pH plus alcalin, la
prostiguine qui est un sel d'amwonium quatornalre ne voit pas son action in-
hbitrice varier en fonction du pH.

lors de l'hydrolyse enzymatique, Wilson ot Nachmansohn (177) ont
proposé une séris de réactions intermédiaires, principalement la formation
d'un anasyme acylé. Une brillante preuve axpérimentale de cette hypothése
repose sur la démonstration dlun dégagement d'hydrogéne sulfuré en présence
diacide thiolacétique. (176),



bEn présence de phosphatos organiques au lieu dlavoir la formation
d'un ensyme acyld, il y a formation d'un ensyme phosphorylé, Ceux-¢i réa-
gissent avec le groupe basique du centre estérasique pour donner naissance
i un ensyme inactif, L'ensyme inactivé cependant réagit lentement avec
1tean, la choline ou l'hydroxylamine, Seul 1la lenteur de la réaction de l'en-
gtyma avec l'aau fait passer le TEPP du rang de substrat & celui d'inhibiteur,
La réaction avec la choline ou l'hydroxylamine est plus rapide, Bien que
l'activité de l'enayme ne puisase 8tre restorae par dilution: ou dialyse,
1'inhibition n'en demeure pas moins du type réversible, La réactivation i
1taide de 1l'hydroxylamine repose sur une heureuse différence entre le taux
auqusl eet ensyms est inactivé par celle-ci et le taux auquel 1'enzyme phos-
phorylé est transformé en un ensyms actif, L'oxistence d'un centrs anionolde
sur la molécule de l'onzyme facilite la réactivation due & la choline, C'est
d'ailleurs avec ce dernier réactif que llon obtient les meilleures réactiva-
tions. (174a).

Le probldms de la réversibilité de 1'inhibition souldve la question
suivante: quand une dose sub-léthale de phosphate organique est injeotée &
1'anizal, doit-on attribuer le retour de l'activité cholinestérasique & la
réactivation de l'enzyme ou & la synthése de nouvelles molécules? Ches 1'a~-
nizal intact, si le retour & la normale de l'activité enzymatique s'établis-
ssit toujours & un néme taux 3 la suite d'une inhibition, quelque soit l'a-
gent inhibiteur injecté, on pourrait conclure que le facteur limitant serait
exclusivement la synthdse de nouvelles molécules d'ensyme, Cependant, 1l n'en
est pas ainsi, 1s taux normal dtactivité prend un temps différent & se réta-

blir suivant le phosphate organique injecté. (19) (43). Par ailleurs,
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Koelle et Gilman (9%) ont prouvd que la réginération de lu oholinestérase
du sérum chex l'homme m'acoomplit en dix Jours i la suite d'une inhidbition
au DFP., luns le ocas de l'inhibition au di-éshyl-para-nitrophénylphosphate
{ £600) le retour & la nomale s'accomplit en un jour tant in vivo gqu'in
vitro, ches le rat., Le retour & la normule de l'amoétyleholinestdrase, par
contre, s'accomplit en quatre jours. (3%). Or, Sprinsom et Rittenberg
{156) ont établi expérimentalement que le demi-tempe de synthbse des pro-
%éines du sérum chex le rat oat d'environ sept jours. ans le cas de 1'ine
Ribition au DFP, on peut penser que la synthéme de nouvelles moléeules d'en-
gyme ne joue pam un rdle négligeable., Duns le cas de ltinhibition &4 %-600,
on doit edmetire que le retaur & la normale est trop rapide pour étre 44

& la synthése de nouvelles moléoules, surtmt quand 1l s'agit de la choli-
neatérase Qu sérum., Dens le cas de 1l'inhibition due au TEPP, le phénomine

de la réversidilité a A'allleurs ét4 confirmé par ildridge (2).



CHAPITHE TROISITME

REGHERCHEL o PhOPOS DE L'A0TIUN UEL HYDROCAT NUIW: CHLOMES SUR L'AGTIVITE

BUTERALIGUE

Nous avois vu au smurs du chanitre préeéddent qu'a la suite d'in-
Jection d'hydrocarbures chloréds arcuatinques, dont le T at L'aldrine, la
sympsomatolozle qui appurait se compare 3 ocelle gque provoquent les poisms
ndvroticues, . cause de ¢o paralldlisme, 11 4tait intéresasant d'désudier
1'action de 1'aldrine sur l'sodtylcholinestdérase des globules rouges, tant
11 est vral que l'enzyms de ces cellules se osomparent & celul du systéme
nerveux central ou périphérique.

Par aflleurs, Ellis, Sanders at Bodanaky (46) ainsi que Brauer et
Root (1%)(14) ons démontré gue les hydrocarbdbures chlorée aliphatiques, tels
gue le 3étrachlorure 4e carbone ot le chlorofome, diminuent le taux d'acti-
vité des estérases sérimes ehez lu plupart des espéces animules. I.'aldrine
et certains autros compneée chiicuec ap -arentis posmdlent ler ~ropridtés
toxi ues usuelles des hydrocarhbures chloréds, comme var exempls, lz propriété
de cruser des lémions hépatiaues eher les Wammiféres. (14). ¥n plus de l'ae-
tion antiugholinestérasique poseidle dee hydpacarburer chlorda, 11 devenalt
dono intéreemant de vérifiz: i'eiTet de cos aomnosde sur l'asctivitd estérasl-
que 4u edrum. ¥n efret, de nomdbreusec expériences ont prouvé qu'il e'dtablis-
salt un psralldlise entre une chute de l'activité estérasirue at la nrésence

& divers degrés de lésionms hépatiques.
As~ ACTYION DY L'aLDRIN: sur LYAOPIVITY RUTERABICUE DU SERUM.

l.~- Ztude de la réaction de Gomor!i appliquée & la ..esure de l'ac-

tivité estérasique du sérum chex ls rat.
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AU oaurs ds nos recherches 4 nropoa de l'auction des hydrocarbures
ohloréu sur l'activisé estirasique du sdrum, nous uvone Adtewminé les tuux
d'activité d Llraide de la éthode de Gomori (B4). Le prineipe de cette
méthode repose sur la déserminavion tu ohénul 1ibéré ¢ la muite de 1'hydro-
lyne du benzcate ce »hényl qui sertv de substrat. Le nhénol 1ibéré est ne~
suré par eoloridtrie en prémence Arun mel de diazoniim (1). la gsoloration
qui se développe est etuble nour nlusieure heures & la Température du labo=
ratolre,

En coupant le bout d¢ la queues rdu rat, il est nosaidble de recneillir
dlraotenont la sang dans un tube capillaire o 10 om de long et d'un 4iae
métre intériour de 1.5 mm. .p-do coutrifugating, DS avone sutird 3.0 ud
de sérum 4 'side d'une nicronivette. Pour chague d4termination, nous avons
ap»orté une correction intégrant & 1ls fois 1: valeuy du phénol 1ibéré payr
bvdrolyse opontande zussi bien cue eselle du nhinol 14bre ou autres eonposés

phénoli-ues préssutsdans le sang.

Tablind I

Effet de l'¢eérine sur l'hydrolrse Ju plénylbenzonte nar 1'estérare sdrique.

Concentration de l'dsériie Pourcentuge I'inhkbivia
{logaritine ndgutif de la
cousontruation )

8 0

6 g

B8 50

4 100

- - - 4

(1) "buPont Hed B Selt, diazotized~S-nitro-2-amino anizole”.



L'accivits enmysatique Adterminde 1 1'xide Ar cette ndthode rivéle
1la présenoe der estéraser non wofoifiques et v ln lipuse, bian ue tane le

gang, l'aativité due ' cet eumyme s 1t ndyliceudle. (BR)}(161).

oL

1 [} J. i
s S0 17 100
¥igure B

sffet 86 la congentration dAu substrat sur l'activité enzymatique.
#n abelsse: pouromntapge de la solurion saturde. In ordonnée:
aotivité enmymitique (Ug de phénol Libéré par heurs).

La wéthode da Gomori n'awnit jamsis 6% employés pour mesurer

1'aetivité satérasique du sérum olwa le rat. .u &dpart, noue svens done
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tenu . vérifier sl l'énmérine a faible conc stratin, pouv-i$ inhiber ltuotivité
engymatique. a l'exauen du tubleau [, on »»ut conatater que l'isérine incubdde
en présence de l'eazyme durant quinze minutes '\ la tempéruture du laboritoire
ns parvient & diminuer le taux de la réamction :e f:on senaible qui une con-

centration de 10'5M. «n paeut done conclure que la cholinestédrmse du s'Tum ne
joue -.ueun role lors le l'hydrolyse enzym. $ique Ju benzoate de phényl chez le

rat, colle-ci dtant déjd inhibée 5 une 20 centration de 1w-",

29 b=

tQ |

(R 3 4 £

Figure O

iffet de la quantité d'enzyme ajrut e au liuide réactionned (ur lvucti-
vité estérasique. Ln abeisse: microlitres de siérum ajoutds mu nilieu
réactionncl. Ln ordonnée: ametivitd enzvi.tious W& de phénol libdrd pur
heure) -
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Le phényldenzoate qui sert de substrat ost un composé trés inso-
luble. 4 la caneentration indiquée par Gomori, i) ce produit un précinité
dans le liquide d'inoubation. Nous avone dome 4% 4tmblir un protocole strict
afin 4'obtenir une solution saturde de phénylbensoate au pi de lu solution
4'{ncubntion. Il est posaible 4'arriver & un tel rcsultat en dissolvant au
préaleble le vhénylbenzoate dans 1l'aleool méthylique st en ajoutant goilte a
goilte le phénylhenzoate dans le liquide 4'incubation. .prde filtration, le
1iquide demsure stable pour une heure & 27°, ce qui représente le temns et
la tempdrature 4'incubation.

Pay la suite, nous avone dilué successivement la solution-mére de
fagon & obtenir différentes concentrations de¢ phénylbenmoate, et nous avons
étudid 1'aotivitéd enzymatique en fonotion de la congentration 4u subetrat.
Les résultats obtenus sont représentés par la figure 2 ofl la conceuntration
du substrat est exprimée en pourcentage 4de¢ dilution de la solution-gpére.

On peut sonstater qu'entre 80 et 100 puurcent de saturation, l'activiséd
ensymatigue prend & pesu prés la meme valeur, male que pour des valeurs
au-dessous, elle diminue troés ravidement.

Hous avons également vérifié de cuelle fugon la quantité 4'enzyme
mise en osuvre influengait le taux de la rdmction. Hous pouvons constater
(Pig. 3) que la proportionnulité de la réaction est lindaire.

Enfin, nous avons détermind le taux de la rdaotion en fonetion du
temps. Juagu'd 60 minutes, le taux de la résction demeure lindaire (Fig.4)
au moins dans les limites expérimentales d40rites. Il nous a done sembld

que le Stempe de la réuction pouvait étre arrétd I 60 minutes,
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IS b 1] 45 69

Figure 4

;aux d'hydrolyee du phénylbenzo-te en fmotio . :u temos, & 379,
1 wbelsse: temps de la rinotion en alnuter. In ordonnde:
activitd enzymatijue 9ug de phénol libéré par heure;.

8.~ Lffet de 1l'admirletrution d'une dlose orale d'nldrine(i}uur

1'activité estérasique,

A 4ix ruts miles, nour uvons administré par voie orale, 20 mg
d'aldrine par kilogrumme de poide 4 l'yide d'un tube stommcul. Tous les
grounes dtudiés comprenaient dix anicuux d'environ 300 grammes. . aoins

d'irdieation conirnire, il eon sera einsl tout au lone de ces expérisnces.

0 S S0 gy T B S SRS VL SR 8 e U 0 e 0 s a0 o A Bt Tt e e AR . e e i O - O D e e AP T O TP o e B i i et W S e et WA e e e

(1)
1,2,%,4,10,10-hexachloro~l,4,4a, 5,8, Ba-hoxahydro-1,4, 5,8-410  thanonaphtaldoe.
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L'hydrocarbure chlord ne provocue oue lu liminution A'activité
estéracique caractiriatique des hyilroourburee ohlorés uliphaticues, muis
bien au contreire une wugmentatio:. atteiguunt un waxiwum de 1.0 pouroent

par rapport aux ¥émoins, a la ciluncuidme journée (Fig. 5). Le retour & la

110¢

uo -

Figure ©

Lffet de l'ndninistration 4'une dose or.l.. d'aldrine sur l'ac-
tivité estérusique, .n ubeimse: nombre de jours qui font
suite a L'uu.dniatration de l'aldrine. ..n ordonnde: activité
engyni.tlque poureent par rooport aux tduovine.

normale de L'aotivité estéresique s'ctablit uprdée ooviron vi gt Jours. 11

o8t bon de noter que chex un sacoui groune de témoine recev.unt uniausmend

de 1'huile de mals dans laquells 1’aldrine est ddusoute, aucune vuriation

d'activitd enzymatlque ue peut g4re Scelde.



8,~ sffet de doses arulssantes 4'.ldrine injestées pur voie sous-

cutunée.

afin de vorifier sl ltuugzentation »r lutivement fulble de 1'.cti-
vité estérurique & la suite d'une inj ction i'aldrine est nroportionnelle

& la dose du toximuc adminietrde, l'expérience sulvante a “té entre-risa:

| 24

quatre grunes de dix rats, des doses croigmndes A'aldrine ont ¢%é ine

Jectées par voie sous-cutande,

(wt

ot

1 L 4

2o 1y |0
Flgure 6

Taux d'augmentatlon Je l'uotivité outérusique on
fonction de ly dose d'-ldrine injectée. .1 abels~
se: logarithme sie la dosre injectde. uid ordounde:
activité enzymatic e poureent par rapnort aux té-
moinsg.

4 ltexnmsn dea rémultats (Figure 6}, on peut sonclurs quc le taux

dtaugmentation de 1'4Ctivité estdrasique vat lindaire nar raprort au
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logaritixse de la dose injectée, & tout le moine, entre 10 et 63 mg par
kilogramme de pol:is. Le taux d'augmentation mesuré est celul (ui se
panifestc & la troisidme journde, maximum stteint & lu suits d'une ine

Jection sous-cutanés.
4.~ Iffet d'injection: succeseives d'uldrine.

au oours de cetie expérience, dix rats miles ont reyu 10 mg d'al-
drine par kilogramne 1e polds en injection intrargeulnire . tous les deux
Jours Jdurant e¢inquante-mi¢ Joirs, L':ldrine adai-ietrde n 4té dirzvite
dan:c 1l'iuile ¢e uais et un second gruive #e rats téwoins ont recu un volume
dquivalent d'huile & tws les deux joure. Choz cee derniers, nous n'wvons

pu obeerver lu moindre variution i'uctivité estdrisime. (Fig. 7)

4 A 1

l‘ ’ ) 4, &0

Figure 7

uffet d'injections sucdessives d'uldrine, nar voie intramuscul.ire, sur
1'activité estérasique. n abeises: nombre de jours qu'a duré Lo traite=
ment. 5in ordonnde: activité enyymuticue nourcent nir rapport mux bdmoins.
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Chez les ratuy trailtds, l'wotivité sotér aique a augmentd Jusqu'd 1m
trentidne journde et, presd oe Joir, m atteint un palier. I1 semble bien

que l'animal s'adapte {4 de faidbles domes succesaives par vola intremusoulaire,

1 l" L 4
s 30 45 év

Figure 8

Effet de l'aldrine incorporde dans la didte sur l'astivits estdrasique.
kn aboisser nombre de jours qu'a Auré le trailtement. An ordonaie; aoti-
vité enzymatique poureent nur rapport aux témoins.



Dtailleurs, l'augmentution d'aotivitd est moineg dlavde st on ls compare
4 eelles qui rdésulte d'une injection unique masuive.

8.~ Effet de 1'aldrine incorporée .dans ln didte,

Pans une uuire sdrle d'expdri.noes, unous svona déteruing qualle
é%ait 1'allure de la courbe d'activité estdmsique chez les animsux sou-
mis & une d16te ocomurenant de l'uldrine & raicon de dix partios par mil-
lion. ix animaux ont re,u cette didte durant S8 Jouras. ln second groupe
compremnt autant d'anl.sux a servi de témoine, JChez les anlmuux soumis
& la didte toxique, lLtactivité estéramique sugnente, d'abord asses rapi-
dement, puis le taux i1’augmentaution dinminue, 1'ullure de ln aourbe étant
expensntielle (Fig. 8).

Il semble biun que duns ce ocum-cl dgulonient, 1'iniual e'nrdupse A
g didte, Il u d'aillours été prouvé cue Juns dee countfitions expérimen~

talee semblubles, le taux de croissance dee traités §tuit supérisur 1 celui

dez ténmoins (6).

o= PPt additif 1'administrautions :mmesives d'aldrias & inter-

valles rapprochés.

AU gours de ces expérisnges, nous avong déteming lteffet adiitif
A'uicinistratione rmesives A'aldrine & intervalles reo~rochéa. . 4énart,
une dose de 45 mg par kilogramme fut administrde par vois ormle, suivie
d'une seconde dose de %0 mg par kilograrmme & la vingt-quatriéme heure et
d'une trolsidme & la quarante~hultiéme heure, dgalc : lu seconde, Vingt

animaux ont 636 mis en expérience, qui survécureny tous & lu premidre ad-

ministration du toxiqie. 4« la seconde administration, aix moururont at 41
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on fut ainsi & lu sulte de la trolsiéme.

4 -

2y S0
Figure 9

Effoet additif dladniuistrutions mussives d'aldrine 4 intervallse rupprochés.
xn abclese: nombre d'heures nu'a durd le traitemeut. 'n ordonnde; aeti-
vité enzymmtique pouresnt par rapport uux témnins,

L'exanmern d« 1la Pigure 9 révéle que, dumiut les vromidres houres qul
sulveat 1. dose inltiule du toxique, l'uctivitd estérasiqie d{.inue fuiblemeny,
avec un minimum & la trolsiéme heure, pour ensuite retourner b m: walour
normale wux environs de lu vin;t-quatridue buure. . lo suite de la, segoude
administration, 1'a0tivité uugmente euncore davauntage poar ensuite monter en

fldche & la euite de 1 troisilie wdministration chez 68 wninauX BoUTANLS.
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Cette augnentation finale d'activité ostérasique, blen me trés ranide,
n'indique certainement pas une relation dlrecte entre co taux d'activité
élevd et la mort (ui survient. wn effet, un Jrund nombre d'srents npeuvent
augnenter l'aotivité estirasigue . ce niveau nans reuwe c.uszer de vhénomdne
toxique apparent, .acore une foi:, 1l ne s'acit 14 que d'un nurallélise
de situatioun,

want & lu dimfuution initiale que nous avons pu nettre en dvidenca,
nous ne pouvons a - porter aucunc explication & ¢e phénomdue. lu AL inution
d'octivité est dtailleurs minine,

Bee aCTION ' Uiln.o SGGHOCLREUT G CHLOL Y, s 0wl e o B1alDeIN.
SUK LYLCTIVIT: LR I UL N LiRUL.

aUu cours de ces expériences, noig avoms Jéterminé l'ef ‘et de scertains

hydroocarbures ch:lorés chimigquenent apparentés & 1'aldrine sur l'netivité
TABLEAU IX

Effet de quelques hydrocarbures chlorés chimiquement apparentée & l'aldrine
sur l'activité estérasin.a.

Hydrocarhures pope administrdie »0tivité enzymatique pourcernt
ohlorés (/2 Lbgg, mg/kg) par rapport aux témoins
chlordane BEDS 130
dieldrine 80 120
BJT 123 116
heptachlore 45 110
hexachlorobenaéne 1800 110
lindane 88 108

eetérasique 4u sérum. ‘Tous les toxiques uat ¢té mdministrés var voie orale

-

& raison d'une demi dose 1.,050. Chmoun des grounes mis on expédrionce gomurenalt
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aix rats.

Tous les composds dtuiiés ont provoqué une sugmentation du t.ux de
l'activité sdrique, caructérisée par un maxlrum qui se menifeste & la ouatris
me journde tout comms dans le oasz de )l'aldrine,

Le c¢hlordane (1,2,4,5,8,7,8,8-0ctachloro-&,3,8a,4,7, 7a~liexahydro-4,
7-méthanoindéne), le dieldrine (1,2,v,4,10,1l0-hexachloro-6,7-6poxy-1,4,4a, 9,
6,7,8,8a~00tahydro-1,4,5,8-dimdthanonaphtaléne) ot le ».7 (8,8«bis-p:racnloro-
phényl-l,1,l-trichloréthane) sont assez motife 4 ce noint dc vue. ‘ependant,
ltheptachlore (1,4,5,6,7,8,8-henptachloro~da,4,7,7a-té trahydro-4,7-mé thanoindéne )
1'hexaochlorobenzéne (1,2,%,4,5,6-hexachlorobenzéne) et le liniane (1,2,%,4,5,6~

hexachlorooyglohexane) sont trds peu actifs 4 ce noint de wvue.

Coe EFFLD wi. L' LURING WU LD TLUL O RbQilint aTLG D6 LY ORIV ITE

Bolulabd Qi CHE: Qoo ¢ D0 THYRUALRLR..

Hawkine, Mendel et ./ishikewara (71) ainzi que Miihlbock et Xaufmann
{(121) ont démontré que le taux d'uctivité des estérausen sdriques diminue & la
suite 4A'administ-ution Ae thyroxins. MNour nous somner done nroposdgd'étuldier
1'affet de 1l'alirine sur le taux ‘e reccuvrement de ltactivité estérasique
chez les rate thyroxinéds.

Deux grounes d'snimaux commosdés de Aix individus chaeun, ont requ
0.4 mg par kilogramme de nolds de thyroxine en injection sous-cutunde durunt
trois jwmre. . co troilsit.e jour, nous .viis administiréd L0 ng d'sldrine par
kilogram:e de poids pur vole orule aux ani aux 1'un de oes croupes,

L'analyse du tableau [I1 démontre nue )l'sldrine au.minte le taux de

régénération de llestdrase cdric.e shez les «nl aws thyroxinse manifestant
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TABLGNY 111

RBffet de 1l'aldrine sur le taux de régénération de L'vativitd estérasicue &
la suite 4'un traitement & la thyroxine.

Groupes Fourcentage de 1'uctivité estérasicue
par rapport aux $démoins

Premidre journde Troieidne journde

rats thyroxinés 76 T 3.7 95 t 5,1
seulement
rats thyroxinés B9 2t a.2 104 tza

traités . 1'aldrine

i+

rats normaux 104
traitéas & l'aldrine

1+
*s
»
i

3.5 110

une activité estéraslque réduite & la suite de ce traltement. .u dépurt, A

la suite du trultenent & la thyroxine, le taux d'aotivité a passéd 3 soixante~
4ix pourcent. a4 la premiére journée falsant oulte 4 1l'uwdministration d'aldrine,
le pourcentage d'activité estérasi-ue dtals remonté & suoixunte-seizs pourcent
shez les thyroxinés seulement, tandis que chez les anlimux traités & la thyro-
xine et 4 l'aldrine, 11 Stait passd & quatre-vingt neuf, Le nwmo dicalage
a'observe & la troisidme Journde. De plus, on nsut ajouter que le taux 4d'aug-
mentation d'estéruses eériquue est beaucsoup plus raplds ohoz les an'muux thy-
roxinés gue okez les enimaux normaux a la suite A'une injeetfm 4'.ldrine.

1)l semble dong que la thyroxine sensibilise les rats n l'uction de l'alirine
du moins tant Qu'd 1a propridété que posséde ce toxique ! 'wugmenter le taux des

astbruces sériguaes.
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Do~ ACTION DE LALDRINE SUN L'aCITYLOUULIN TR b Do O OMIL i

RUUGES ,

Nous avaous vu que l'aldrine ot las hydroecarbures chlorés shimicue-
ment apparentés possddent certainee propriétés cuructérissiques des poiwons
névrotiques. Il a déja é%6 prouvé que le DUT n'inhibe pap l'aotivits de
l'asétyloholinestdrase. Cependant, la meme recherchs n'avait pas ét4 effec.
tude dans le cas de l1l'aldrine,

au cours de ces expdriences, nous svone 4éterminé l'activité seédtyl.
eholinestérasicue des globules rouges 3 l'aide de la xdthode mannwétrigue de
Warburg. Les mesurez ont étz sonduites en présence de tampon bloarbonate
0.024k & pd 7.4, auquel nous avons ajoutéd du ohlorure de sodium st du chlo-
rure de magnésium en co:r.centrations Cinalea de Q.15 et 0.35M respectivemant.
Jans tous les ¢as, le volume Tinal du liquide réactionne) a 4t< porté 4 4 ml,
la consentratiou des substrsts, acétyloholine et auétyl/g-méthyleholina, a
été arrétée a 0.03..

Le sang 468 animmux a été recueilli par nonetio. cardiaque. 4prds
centrifugation, les cellules ont éts lavées irole fole <n nrésence de selution
suline nnoysiologliqus, puis suspendues dans deux fols leur volume initial. Ju
eours de toutes les sxpdérionces subsdguentes, 0.8 ml le cetie sus~ension de
globules rouges a 4%4 mis en oouvre,

OJaome lom globules rouges sont cnpablee d'adsorber le U0y 1ibérd,
nous avons caloulé le facteur de rétention du gaz oarbonicue sur les globules
rouges. Pour oe fdlre, nous avons sjoutd des quantitds oroissantes d'~clde
chlorhydrique O.0MN dems des flapsons de Warburg qui, dans une sérle 4'expé-
riencen, contenalent O.B ml de la suspension de globules rouces bt dune 1tautre

série, pas.
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Figure 10
Jdsorotion du gaz carboninsue sur les globules rougue en fonetion du volume
d'iidl Q.01N qjouté. ILn uboisse: voluwues 4'a:ide ajoutis. n ordonnée, AL
de COp libéréc. Courbe 1, suns globules rwsen, “ourbe 2, aveo globules
Touges.
a l'examon de la fijur« 14, on vout coustuter gquo lu courbe 3'i.

gorption du ga% 6arbonique sur les .lobules rouges et lindaire et qus e

wbme faoteur de correction neut étre introlult dans lea »Jouls, q.6loue
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801¢ la quuntité de gux libéré. KLn préeence de 0.8 ml 4'une suapsusion 4de
globulee rouges, le pourcentage moyen de riétention est de 17.7 pourcent.
Nous avons dac corrigé toutes les vocleurs subsdquenten & L'side de oce
faoteur.

La réaotion d'hydrolyse de l'medtyleholine et dc 1l'ac syl B-métbyl—
choline dans nos conditi .ns expdrimentsles east directement proportionnelle an

temps ot & la quantité d'enzyme mis en oeuvre, ot ce, duns d'asnszez larges limite:,

le~ Lffet Q'une dose u igue d'uldrine administrée par voie orale sur

1tactivité snosdtylcholinestérasicque des globules rouges.

afin de vérifier l'effet de l'aldrine sur lL'activité acétylcholinee-
térasique des globules rouges, noue uvons administré 30 mg par x<ilu de oe

toxique par vole orale a =ix animaux, tandis que 81X autres ont servi de témoins.
2all IV

Effet d'une dose unique d'aldrice ndministrée par voile orale sur l'achtivité
acétylcholinestérasiqus dea globules rouges,

Groupes A0tivité enzymatique
acétylaohol ine acétyl [J-méthyleholine
00p  Libéré COp 1ibérd
() (ud)
témoins 112.7 85.7
traités 120.7 91.0

L'activité meétyichollnestéransique s 43§ déterninde & ce niveau guatre jours

plus tard en présence d'acdtyleholine at d'acétyl [J-méthyleholine.
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Cospee on peut le comstater & )'examen du tableau IV, l'-ldrine
ntexerce sirement pas une aoction inhibltrice sur l'uctivitd aodtvlicinlines-
térasique dee globules rouges. Bien an contraire, le taxique augmente fai-
blenent le taux d'aotivitd. Jomme 11 ne s8'aglt 1la que A'une augmentation
trés «inl:e, eutre 106 et 10V pourcent #elon le substrat, elle est certal-

nement ddénuée de tuoute importance physziologimue.

8.- .ffet do 1l'anldrine incorporde dans la 1iéte i raison de 75 parties

par million sur l'setivitéd acdtylcholinestarasique des globulee rouges.

Nous avons étudié l'action qe l'aldrine fncorporée dans la diéte &
raison de 7% purtsies par million sur 1'uctivité scédtyloliolinestirasicue des
glubules rouges, déterminde en présence d'ac'tylcholine et d'ac»’atyl-@-méthyl-
choline. uix animmux ont 6%é soumis u ce régime durant deux cent dix jouras.

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau V.
ToBLEAL ¥

Effet de l'aldrine incorporée dans la didte & raieson de 75 nurties nar million
sur l'activité acétyloholinestéramique des globules rouges.

Groupes «etivité engyumtique
aodtylotoline aoédtyl B-r:éthylcmlm@
Cuy 1ibéré S0 1ibéré
(Ml) wl)
témoins 110.2 49.1
traitée 107 .4 87.1

Lec trée Taible sugmentution d'eotivitéd oee noes a0 rlone pu eroirs

déoeléc au cours de L'expériunce vrécédente n'u pup t¢ retrom e ches les



-8 -

animaux soumis 4 une lents intoxioation. Cependmnt, {1 ost certalnement
permis de conclure que 1'aldrinc n'exerce aucune influence w ofondes suy

l1tactivité noétyloholineatérasique des globulem rouges chez le rat.
Ee= ACTION DX LYALDMIN: (UK L. THOLIN SATERASE DU SYRUM,

ainsl que nous l'avons vu plus 0%, Hawkine, Memlel et Nishikawara
(72) ainsi que Mihlboek et Kaufmann (1Bi) ont ddmontrd que lee estéruses du
sérun pouvaient wvarier sour irtinflusnce thyroldiemne. D'un uutre ¢dté, nous
evona vu que l'aldrine mocélére le taux de régindration de l'enzyme sérique
d la suite 4'injections de thyroxino. Il nous a donc semdld intéressant de
vérifier si 1'aldrine modifialt le taux 4'activitd de la cholinestérase du
sérum, L'aotivitéd enzymatique s 6t5 mspurdemanomédtriguement en préeence de
benzoylcholine & concentration de 0.0068k en solution tampomée uu biourbonate
& pH 7.4 et 4 concentration de 0.0242', le volume résctlionnel « étd arrdté a
4 ml et le taxnsg @ la réaction & 60 minutee. Le saung s 4t4 recueilli par
ponction cardiaque et aprée c-ntrifugation, 0.6 ml de sdrum a 8¢5 mis en
osuvrae. Jans ces aonditions expérimentales, la résction d'hydrolyre de la
benzoyleholine 4%ait 1irectement proportionnelle au terre, entre 10 et 90

minutes, ot 4 la quantité A'enzyme entre O.2 et 1.0 ml de plusma.

TaBLEY VI

Ao%ion de Y'aldrine sur la cholinestérase du asérum.

Groupes activitéd enmmntique
GOy Libéré
(UL par heure)
témoins 8.9

tfai tée 78,5
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A 8ix rats, nous avans injectéd 30 mg par kilogramms de potlds 4'al-
drine par voie orale, ftandis que six autres ani .aux ont constitud l- groupe
de témoins. A la quatridme journde, nous avons mesurd 1'.ctivitd cholines-
térasique chez les deux groupes i'animmux, ..-llexwmen du tableau VI, nous
pouvons conatater nue l'aldrine ne modifie en rlen 1l'aetivité oholineetéra-
sique du sérum chez lo rat. la faidble réduation d'notivité de trols pour-
cent s'est avérée sans valeur significutive & l'analyse statistigue.

De plus, & la suite d'une injection d'sldrine de -0 mg par kilo-
gramme, nous avons détermind l'activitd enzymutique le lu premiére & la qua-
triéme journée inclusivauent., Dursut cette période, le pavoir cholinsstéra-
sique du sdrum et demsuré constant. Il ast donc permis de conclure rue l'al-

drine n'exerce aucun effet sur la cholinestérase sérique.
Fom ACTIOH u.. LVAWJuBINT LY LYWl Trnnls U odillt,

Le sérum des rats contient une estérase cupadble d’hydrolyser les
glyoérides. Il devenalt intéressant d'dtudler l'aetin de l'aldrine aur cetie
aliestérase, en prédsence de triacdtine. La mesure de )l'mnativité enzymatique
fut déterminde dane l'eppareil de ‘arburg en solution temponnée au bicardonate
& pli 7.4. la concentration finales du substrat « 6t/ arrétie & 0.008U et ls
volume réactionnel & 4 ml. Le voalume Je sérum ~1s on otuvre a &6 de 0,02 ml.
Cotte réaction est directeaant nroportionnelle au tempr dans les linltes de
90 ainutes et 4 la quantité d'enzyme entrs 0.01 et 0,08 ml de adrun.

» BiX aniumux, nous avons adminietré SO ng par kilogramme le poide
par voie orale, tandis qu'um nombre éugnl d'animaux oonatituaient le groupe

de témoins. L'aetivité enzymatique a 4t diterminde & la quatridme Journde

suivant 1l'admianistration.
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TABLEAU VII

action de l'aldrine sur l'aliestérase du sérum

Groupes ~Chivity enzyrutique
CUy 1ibéré (U par heure)
Premidre oxpérience Jeuxidae exnérionce
témoine 64.4 T2 65.5 t 7.4
traitén 91.6 14.5 84.6 To.5

i 168 deux ous, 1'uldrine auguente le taux Atuotivité de ltuli-
eatérase du sérum & la uutriéme journde qul suit son adiinistration. Ltaug-
meatation d'activitéd 1éoelde en urésance de triacdtine wat d'un oHrire de
grandeur en tout Scouparacle & celle qul se retrouve en présence 4e nhényle

benzonte.

TGO M b FL Ao MRS (3 o1 - - ¥ [SCRASEVENES . 5 Vv BRES 4 oanyd JFREL TR 4
G.- ;.A.Uu,..'. a0y Phad Tl JU -'Gu‘ﬁ,“ Dad by MU G ;:‘_,,.L)i:.-’.JH(]j‘\"*"...

:(U:"x ¥ .L}:lIBI} Cife.. Legl sube il wn b Ta‘ ‘-.{ T L I.';J.«Jﬁff.l-ﬁ_ﬂ, .

dawicds, dendel ot Lishikuwara (71) ont demontré que i iminution
du taux de thyroxime q.i résulte d'une thyroldeotomie ou & l'udministration
de thiouruell est acoompugude d'une sugnentutioon de 1l'uctivitéd cholinestdr.-
slque du plasma. Ioverssusat, lL'injeo lon de thyroxine rd it la mdme uctivitd.
Hous avous conetatd dgulerent que iu tiyroxine 'iminue %out suesi bien le faux
4'activité de l'estdrasse non -piedfique du plusii. .o 1lu suite d'une hypophy-
gectomie, le twux des oholinestéruses zériquel augaente, mals c¢hez les and suX
ainsi traivéds, l'injectlon de thyroxine diminus cette activitd sérigue o unm

taux plue bas que la normsle. .ainsi, l'hypophyee ri: jouersit pas un role
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escentiel nmuis bLien la thyrolde.(72).

Lovin et Leathem (10l) ont démontré (ue L'hypophysectomie ab.isse
la teneur du sérum en au fraction albumine et nugnente la quantité de glo-
buline. Tout comme dans le eas de lu gholinestéruse, ltadminlatration de
thyroxine ohex les animaux uinsi truitds prévient )'augmentation du taux
de globuline. :unfin, la thyroidectomie amugnente la teneur 4u &4 rum en
globuline.

Il a 4t ddmontréd que la cholinestérase lu sérum est ocontenue dans
la fraction globuline alpha (180)., Ces régultats ont 6% confirmés par
Kekwick et ses collaborateurs (84) tout aussi bisn poir la cholinestérase
que pour l'estérase non spdeifique. unfin, nous avons vu précédemment que
1taldrine augmente lo taux de regéndration de l'enzyme qui » é%é au préulable
abuiseé par la thyroxine. Il se pouwveit done gque l'augaentation des netivités
estérasiques due. & l'xldrine s'mocompugne ou 20it le résmiltat d'une augmen
tation do la globuline alpha dans le sérum pulsque les doux phénomdnes, sug-~
mentation d'activité estérasique et augnentation de 1l'alpha globuline, vem-
blent devoir étre controlés pur los nemes fmeteurs, Hous avone done véritrie
s, & la suite d'une administration d'sldrine, 1'élédvation A1 taux {'activitéd
étalt accompagnde d'une mame 4ldvation du taux des globulines aloha.

4 eette rin, la proportion relutive des différentes fractions pro-
téiniques du vérum a 6t6 déterminbe par la méthode d'§lectrophordse sur papler
selon la méthode déerite pur Kunkel et Tisélius.(98). Les analysen électro-
phorétiques ont é%¢ conduites durant dix-~huit heures e¢n tampon véromul & pH
8.6 & 1'aide d'un sppareil Elphor H. sucune correotion n'a 6% apnortée pour
les déplacements des fractiona dus & 1'éleectro-osmose. Lee paplers ont é1é

soloréa & 1'Amldoschwertz 10 B et YL'axeds de colorant a été luvé dane un
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nélange d'aloool méthylique-aoide acétiqus glacial & 9 pour 1, puis, la
densité optigue des 4ifférentes fructions protéiniques réparties sur le
papler a ét¢ uéterminée selon la méthode de Urassman et Lannig. (B7).
Afin de dirdinuer l*indice de réfraction, lee paplers ont été trempds dane
de l'huile & imversion puls plaocéds entre doux lamelles de polyéthyléne.
L'électrophotondtre servant aux u:esures de densité optique est surmonté d'-
un vermier avec orsn d'arrét avaucant de 1 sm 4 la fois, sl bien gquTune
leoture de densitd optique & €58 prise & tous o0es intervallesa.

~fin d'apprécier guantituativement les varintio & possibles ches
ie8 anfsaux traités & l'aldrine, nous avons d'abord recherehd lu deneitéd
optique des différentes fractions d'un menae sérumm guand celui-el est annli-
sué sur le papier filtre en quuutités oroissantes, solt 6, 8,et 10 micero-
litrea, Lea résultats obtenus sont représsntdés dune lu figure ruiwvante (Fig.ll).

Mous pouvons constatsy qu'il est poesible d'apprédcier, avec une cer-
saine précimion, la tensur en protéines du sdrum suesl blen que la teneur
relative des différentes fractions entre elles, i l'exception de le globu~
line gaomrm. Cecl ess en acsord avec dvautres travaux, d savolr que cette der-
nidre frection est la plus dirficile & évealuer. Uependant, la loi de Deer
ne s'applicus p.&s intdgrelement dans la meeure de la dengité ontimue des
autres fractions ainsi que 1'ont démontré Crook et ses collmhoruteurs. (B04i).
Une sorrcetion doit dtre apporsde. Uans le ocas dé meaires rolatives, comre
eteet le oun ici, la Z2eoneité optique peut &trs rapportée directement sur le
graphique sane correotion sudséguente. n effet, 11 est posaidble !'évsluer
los diffdrences entre les volumes appliqués sur le ra-ter riltre de 6 4 10

mierolitres, {¥ig. 11}.
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Jigure 11
Jéternination de 1. donevitéd onstiwe des Jifférenter fractions *u sdpunm
déposées  yur le ranier en urntitéds oroi-suntes, de hawt eu bus ¢ ¢

la fizure, 10, 8 ot 6 nierolityres,  u ebriese: dénlacement das fruo-
tiong sur le nunier (rpm . Ju ordonude: densgitd ontilc.e X 100,

a 1'+1de Jo cotsw  dthode, nous avan: “Lulé 1o edruiy ol es len g ke
trdtéc t L'aldrine quuotre jours - wor 1'ndodndietr Sion du texicte 4 ralsom
de 438 mg par llogremme de notds, le: résuli ts de getle unalyse son$ roe
prépsentdés dane ls figure 12, Nous nouvons con: tider gun 3 troiteswent A
1'aldrine ne modifie en rien 1o dewsin 4lectrophorétique du sérum, o tout

le moina & la qu3ridRe Journde qui suit le truitement. Il en ve de rowe



& la trofsidme journée. De nlus, chez des rute qui nt re.u e 1'¢ldrina
dans 1. idte i ralzon de 78 pepea. depuis L'4ce de L8 Juurs Jusqu't la

treante-huitiéne semaine, aueun aivi -ewsit n's égnlom nt ou 8tre décel
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Figure 12

shalyse électrophorétimie du sérum ohez des . .t8 normaux (en
ligne continue) et chex des rats traitds a )l'aldrine (en ligne
pointillée} 4 ruieon de 45 m: nur kilogramme 3o -20ils our vole
orai-~. un aboelsse: déolacements o8 fructions sur le puvler
(ma). »n ordomde: dennité ontique 4 100.

afnel 10.¢, l'uugumeatation du tuux J'setivitd des ar tiruses pirle
ques consdeutif a l'administration de 1'aldrine ne somlle nig lideld une
augmnentation paralléle ds 1. teneur an «lobuline .lpha nl sucune les nutres

fractious, blen nue l'snayme soit o atenu rine lu fractlon slobuline alvha.
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Hew CONCLULION DU PREGANT CrwaidThI,

am gours du présent ehapitre, il a pu 6tre démonkrd que l'aldrine
et autres hydrocarbures ohlords chimiquement appurentés provogaient une
auguentation du taux d'activité de l'estéruse sérique aon epdoifique, Ce
phénomdne peut dtre nrovoqué pur administration d'u.e 4ose unique ou nar
administration continue du toxique. uns ee dernier cas, la acourbe d'sug.
mentation atteint assez rapldement un palier. Tout se pusse done cone el
1'animel s'adaptait au toxique. 51 1'on injecte des doses léthales 4'aldri-
ne,duns l'heure qui précéde la nort, la courbe d'activité augmente en flheche.
Il n'y a cependant aucune reolation directe entre les deux phénoménea.

L'sldrine exerde une uetion murquéde sur le taux de régénération des
estdérases sériques 1 la suite d'un abaissement de ce dernier par lu thyroxine,
et inversement, la thnyroxine sensibilise l'snimal 4 l'action de 1l'uldrine, eu
égard & la propriétd que possdde ge dernier composd d'uugmenter le taux des
eatérases sédricues,

Cependant, malgré la relation qui exiate entre les teneurs sériques
en estérase et en globuline alpha, les deux étant sous le contrdle de la thy-
rolde, il n'y a pus de variation parulldle des dsux composunts & la cuite
d'administration 4'aldrine.

Par allleurs, 1'aldrine n'exerce nus d'effet inhibiteur sur 1l'acéd-
tyloholinestéruse des globules rougee. Bien que la fonction de 1'enayme &
ge niveau ne 80it pas elalremsnt 4tablie, cette coustation nermet d4'Scarter
provisoirement la 0088ib11Lté d'une wetiou anti-cholincetérasime da 1%:1dri-

ne. uve plug, ce composé n'influence en rien 1= cholinestérase du sérws,



CHARITRE - UaPilens

RiQHERCHE GUR LYANT.GQILAL 0 CLION LIPTRE LES BYURODCWLLBURES CHLOREY

ET LES PHOGVBATEY uhGaNIQUES

AR oours du chapitre précddent, nous avoms pu démontrer aue csrtains
hydrocarbures chlorés provoquent une augmentatiom d'activité des estérases
sériques en présence de triacétine et de phénylbenzmoate. Par ailleurs, 11
a ét6 nis en évidence que les phosohates organiques psuvent se combiner avee
des protéines du sdrum formunt a«insi un complexe qul les empdche de réagir
subséquemment avec les cholinestéruces. De plus, -ldridge (1) a soupgonné
l'existence d'une estéruse capable d'lyydrolyser les phosphates ovganiques
a un taux relativeuent élevéd, a ocsuse de ges différentes raicons il nous
a semblé intéressaut de¢ rechercher nl l'aldrine pouwnit modifier de quelgue
fagon l'action toxique des phwsphates organiquses, lorsque le premier composs
6tait adminiatré quatre jours 4 l'avance.

La toxicité des ccmposés 4 lL'étude -« 4té J4finle selon leur dose
LDao. au oours de oos expériences, les rats ont été rdépartis en groupes de
einquante, répartition fuite au basurd selon le oritdre de noids. Les rats,
tant miles que femelles, n'yunt 4% soumis 4 suoun Jedne et les toxiquas en
solution dans l'huile de nuYs leur ont ¢t¢ adminietrés par voie orale. lLe
oritdre de ourvie aprds six jours nous & nemls d'étublir la dose Lig,,
selon la méthode de Miller et Tainter.(120).

su départ, 1l s'agissait de ddterminer la Aovse Lin, de clucun des
toxiques administrés séparément, .insl fut fait pour l'aldrine, deux varié-

$6s de parathion (variété dite tecimigue contonunt 98 pourcent de rarsthion
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et la varidté camerdciale vendua sous le nom d'émulsion oontenant 25.9 pour-
goent de parathion, 10 pourscent d'.tlon 0-12056 et 64.1 nourassant d'Feico }i-
80lo,) La variété de parathion cous forme d'émuleion s'est avérée d'usage
plus Tfacile ot 110ir s dangereux. ..inei, l'wvons-nous employde avee nvantage
au cours de ces rechercles puisrue par ailleurs, ses effets toxiques sont

basimement l6c mémoes que ceux que provoque le parathion & 98 pourcant,

Tadlil VIil

Détermination des dosen Ll)m de 1l'aldirina recxristullisée ot 4u por thion
adminiatrés par vole orale ches le rat.

Toxiques g, (mg/ kg)

bdlea Pamelles
aldrine recristallisée 60.0 t 2.4 %8.8 1t 5.0
Parethion o 98 pourcent 9.0 f 0.7 3.6 0.2
Para thion-émulsion 6.4 0.4 8.6 to.2

Les résultates que nous uvons obtenus sont consignés lans le ta-~
bleau VIII. Nous pouvoar constater que l'aldrine offre la méme toxieité
tant ehez le mile que chez la fumello, i*r ailleurs, le naratilon est
beaucoup clue toxique nour la femells que pour le mule. Nous avome vu
que gette différense tenait en ce que ¢hez lau fomelle le nurathion enrt
transfoymé plus rapldement en un comroed mnticholinestirasique uu uiveau

du fole. e plus, ohos los deux sexes, Lo parathion est bawuvoup nlus
toxigquc sous forme d'émulagon, probuble.ont parce qu'il est absorbd -lus

faollemant.
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o= DETUHMINATION O L. D00 Logg 0B HLODLS U MBATHION ET
D*.LURINE.

avant de passer & 1l'étude de la toxieité Ju marathion . 1. ruite
d'un traitement & l'uldrine, il couvenait de vérifier sl les deux toxiquee
administrés eimultendment conservuient leurs propriétéds usuelles. L'al.
drine n'exerce aucun effet protesteur lorsqu’il saet admiunistré 1 1'inimsl
en méwe temps que le parathion. Lu recherche de 1. ioxiocitd des deux %o-
xiques mélangés en ,roportion variable présentuit un certauin intdrdt. Hous
avons donc préparé ces nélanges du ecamposition variable .t les ivone . 'mi-

nistrée par voie orale. -1 l'on compare les résultuts obtenue avec ceux
TaBlinU IX

Détermination de la dose Lugy des mélanges d'uldrine et de paruthlon de
composition centésimale variable. Comparaison entre la valeur calculéde
o% la valeur trouvde expérimentule:mnt.

Jamposition dez mélunyes LOgo des mélunges (mg/ kg )
Pourcent de Pourcent Valeur Valeur
parathion 4'aldrine ealculée trouvée

100 0 - 2362001
80 20 3.2%0,2 .0 0.2
60 40 4.210.2 4.6 20,2
40 60 6.110.2 7.610.95
20 80 11.0£0.4 14.2 20,8
que l'cn peut prédire par le ouleul théorique do la toxieit? des rél.u s,

on peut vconsiuler que lu différeancs entre lu Jowve Logg oalculde et détermi-

née expérimentulesent ext trds etite. .. l'examen du t:iblean I, ce fult
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apparait évidens. In effet, en vuriunt le pourcentage du uélunge soxique
aldrine-parathion, nous n'avouus pu déteater de granlus variutions entre la
dose LDgp des mélanges, culoulée selon wuiith (168) et la dose LDgg trouvée
expéri~entalement., Nous pouvons dono conciure que l'administration simule
tande des toxiques & 1'unimal ne ohange pas ds faqon significutive leurs
propriétés pharmacologiques fondumentules: une faible 1iffirence signifi-
cative & l'analyse statistique n'a été trouvée qutentre lee deux derniers

nédlanges (tableau IX).
Boe ACTION PiuODnCONINE bl LYl iRINE VIbGeawVIS 0 a4t THION.

Certaing hydrocarbures chloris onmusent une augmentution du taux d':e-
tivité den estéramses siriqies, notanmend 46 l'alienséruase, .insi me nous
l'avons démonsré au chanitre précédant. OJette augmentation est eawynctéri-
sée par un meximum d'anotivité qui est atteint aux eavirons de la quutriéme
Journdée suivanv 1l'administration <'une iose unique «du toxique. Nous avons
ehoisi d'udministrer le parathion & la quatridme journés gui suivalt l'ad-
ministration de l'aldrine afin de rechercher l'asction protectrice poamsible
de co dornier compoed. Par la 5 ite, uous uvone comparit la vuleur de la
dose LDgg ohes les anlmuux témoine et chez les anlmaux qui avelent regu la
moitié d'une dose Ligy d'uldrine, solt v0 mg par Lilogrammes de nolde, quatre
jours plus to6t. Lea résultuts obteus sont counsignés duns le tableau X.

11 est évident que lu moitié d'une dose llpgy adninistrée quatre
jours uu préalable protdge 1'mnimal d'une fagon trés nette vis-da-vis de
1'action toxigue du parathion. Cette action protectrice se manifeste tunt

chez le mile que ¢hes lu femells et le rapnort de lu toxicité Au traité au
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témoin avoisine 7 dans tous les oae,

Taliloldl X

i

aotion proteotrice de 1l'aldrine vis-é-vis du parathion,

Groupes Lisg Lhgo Iapport

parathion seul parathion + aldrine B a

4 Jjours asu préalable
A B

Miles
détermination 1 5.110.4 55.9%1.9 7.0
détermination 2 6.420.4 43.9%2.1 6.7
Femelles
détermination 1 2.6%0.2 19.0t1.2 T e
détermination & 3.020.8 22.5%1.2 "8

Rous avons rdpété ces exndériencea en admninistrunt cette fois le
parathion sous forme de parathion dit tcchnique 4 88 paurcent. Tant chez
le male que chez las fam-lle, le rupport de la toxicité du traité wu témoin
B'est avérs le méme, c'est-a-dire trea voisin de 7. e »lus, nous avons re-
trouvé la méme action protectrice si le parathlon est adminisiré par vole
intrapéritonéele et le rupport da la toxicité du Uruitd au ténoin 4%.1% de 7.

Yy

‘I/E}UJ -LsL XI

a0tlon protectrios de l'aldrine & raison ds un quart de la dose I gy vis-d-
vis du varathion.

Groupes LDgo Ligo Vapnort
parathion seul parathionsaldrine B/..
4 jours nu prénladle
& bl
Males 5.11 0.4 20.612,1 4.0
Yemelles 5.0t 0.3 ?.120.5 £.4

En second lieu, nous avons recherché la meme uction nrotestrice de

1'aldrine, mais uu lieu d'administrer B ng pax kilograrme de . .ids du toxique
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nous avons cette fois administréd 15 mg par voie orale, oe qui constitue le
qQuart d'une dose LDug.
Nous pouvons conetater (tablesu XI) que l'aldrine injectée 3 rai-
son de 15 mg par kilogram.e de polde, soit un quart de lu Jose L750» protage
encare l'animal contre les effets toxiquas du parathion., Cependant, le deyrd
de protection offert ost moindre surtout chez la femelle., NMi® ng saurims expli -
quer présentexent cette diffdrence, Cependunt, chez le mdle, nous pouvons
dire que le degréd de protectian eet groasidrement nromorsionnel 4 ) dose

4'aldrine injectde quutre joura au préalable.

Co~ wl0lUl Lol TullriGy % CLAL KDL A2 ' LL O VI eV DU
Pab . THIUN,

AU cours de cese expdériences, nous avaone voulu vérifier =4 l'asatvion
protectriee de 1'aldrine étuit un phénomdne 1i-1té 4 se dernier compomé ou

bien ai d'autrer hydrocarbures chlorés pouvaient exercer une actim similulire.

Aotion protestrice du chlordane et du lindane vis-d-vis 1u parathiom.

Jroupes g, 1.D 50 Rapnort
parathion seul parathionsagent protecteur Ba
4 jours su préaladle
A B
Chlordane 3.7%0.4 20.1%1.6 5.5
Lindgne 2t 0.4 8.0%1.1 2.5

Nous nous scomes dons adressds i deux compnsds, l'un le o'l riane qul emume
une augmentation 4u taux A'motivité des cstérases sériques on tout camparable

i celle qus provogue l'aldrine, 1l'sutre, lv lindane, qui est trés peu uctif
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4 ce point de vue. Lee doux composés ont §t4 udministrés q:atre jours avant
le traitaement au parathion 3 raison d'une demi !nue LDBO' eoit respectivement
200 mg ot 50 mg par kilogramms 4de poida.

Il ressart de Ges expdriences que le chlordana et le lindane parta-
gent aves 1l'aldrine la nropridté de protdger les rats contre l'action toxique
du parathion, et ce, uniquement & la quatridme journde qui sutt lour adminis-
tration (tableau (I1). Cependant, il st bon de s mligner que lc lindane ne
protége pas tout aussi bien contre une dose toxique du phosphate organigue

que 1l'aldrine et le chlordane,

Do aCUIUN PHITLCOTRICN v LYALDRINL VICe =VIL (A ST TRAETHYLPYRU-

2B AT,

Le parathion n'est pas un inhibiteur Aes cholineetérumes in vivo
mais ls devient aprés transformation an nivesu du fole.(80). Vis-d-vis du
parathion, 1'zldrine aurait donc pu exercer une action protectrice en blo-
quant sa trensformation en un inhibiteur ectif au niveau du foie, HNous a~
vons done étudié l'aetion nrotsetrice de l'alirine vis-d-vis du tétradthyl-
pyrophosphate qui, lui, inhibe l'agétylcholincetérase in vitro et dont l'me-
tion toxique ne 4dpend d'suoune Sransfor:mtion mdtabolique.

Upérant dans des conditims en tout semblables i1 celles décrites
ei-haut, nous avone pu démon trer qu'aprés traitecent & 1'aldrine quatre
jours au préaladle, le rapport de l: dooe Ligy chez les traitée & celle des
témoins est égale & 5.0, Lo degré de protection qu'offre 1'aldrine vig-d-

vis du tétraéthylpyrephosphate ve comparo done 3 celul Srouvé visea-vis du

pamthion.



Alnsi, un inhiditeur de la cholinemtdrnse in vitro perd de sa toxi-
0ité in vivo quand 1l est administré ~uatre jJours anres l'aldrine. L'effet
protecteur des hydrocarbures chlorés ne renoss donc pas smur l'inhibition d'une
réaotion métabolique comme la transfor wmtion du parathion en un inhibiteur
actif, Il s'agit bien su contraire d'un méeanieme nlus général, intéressant
un inhiditeur in vitro de 1l'ucityleholinestéruse, comme par exemple, le tétra-

éthylpyronhospha te,

Bom aTUD: 30 La DAL {4 UF% LU Lb 1N 0 Mel (SRIRINS Do ol

Ltalir INS.

L'ésérine, qui est un inhibiteur bien connu des cholinestéraces in
vitro, exerce une action toxique violente chez les mammifdres. Il devenailt
daone intéressant de vérifier sf l'aldrine pouvalt nrotéger ltanimal contre
1'action toxique de 1'ésérine., Suivant le nrotocole 4'exnérience ddéjJd dderit,
noua avons injeoté l'aldrine quutre jours avunt 1'dsérime. Contrairement &
se mul & d6ja 686 trouvé dans le oas des phosphates organlmes, le traiterent
prophylactique & l'aldrine ne modifie en rien lu toxicité de 1l'dsdrine chez

le rat.

Fow ETUODE CUMPakL JF L'uabwly it & Thitd ITUS CLES Lt RaT LiTOKI-

(Lot al Db THIVA WV C BT 8,00 WL I Y o LYaloHING.

Bien qu'il n'y ait qu'un narallélisme entre le taux dlavé des asté-
rases sdricues ot l'effet protecteur do 5 ltmldrine, i1 nsus a semblé inté-

ressant de ddéterminer le taux d4'mwetivitd ertsrusicue chez les rats intoxiqués

au parathion aved ot saus protection 4 1'sl irine. !4 namshion et 1'aldrine

ont é%6 adminlstrés aux animanx par voie orale & raism A'une lemi dose Llige
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et 1l'activiséd estérasique du sérum s 486 ddterminde & 1l'aide de la méthode

golorindtrique de Gamari.

TARLLLU XILI

Etude camparée de lL'activité estérasique ochez les rauts intoxiquéds uu parathion
avec et sans truitement & l'aldrine.

Pourcen tage de lfactiviis estérasique résiduelle

Rats

parathion aseul parathion+ aldrine
Miles 86.3 36.9
Yems) les J36.9 47,8

Les réoultats que nous svans obtenus apmaraissent dans le tableau
L11I. Ches les rats qui ont subl un traitement i 1l'.l.irine quatre jours au
préalable, l'activité estérasique est relativerent plus élavée, et ce, de
fajon significative a 1l'unulvee stutisticue. Cependant, cette fuible Jif-

firence ne saurait exsliquer .'effet protectsur du a l'aldrine,
G~ DLOCUSCLILH DS 1o ULTLWTL BXPOSE WU JUUHD LU PR i1,

Houe avous pu établir que l'aldrine exerce une ustion protectrice
dans le cas d'empoisonnement au narathion, la toxicité de eo dernier com-
posé pour l'organieme animal déoroissant df'environ sent fols. Cepeandant,
1'action protectrice qu'exerce l'sldrine ne se munifesie qu'entre la troi-
sidme et la quutridme Journge, ce qui coinoide avec L'augmentation muximum
du teaux dep estérunes sériques gque provoque cet hydrocarbure chloré. Huand
1'aldrine et le parathion sont administrés simultunément, 1'-)Arine n'exares

plus son effet protecteur. De pluy, i1 n'existe qu’une faible Aifférence
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entre los valeurs des doses LDy, oaloulées ot trouvédes expéri entalement
pour des mélanges de proportion varieble d'aldrine e. de parathion. “out
se passe comus 81 lea deux composée exer-aient leur action toxique indépen-
damuent 1'un de l'autre.

Il est intéremsant de comparer le degré de proteeti.n gue nous
rapportons icl avee guelques sutree déj& oonnus. L'atropine sugnente de
deux & troie fois la tolérance de l'organiane & l'égard du purathion (43),
le busgopan, de dwvux foie & l'égard du paranthion et du TePP. {35). “n trai-
temsnt combiné & la scopolamine et au chlorure de mytolon offre le néme ré~
sultat a l'égard du T<PP. (108). wnfin, Jubois et ges collaboruteurs (41)
(42) ont pu Adaontrer cue l'ésérine diminue la toxiolté des phosphates or-
ganiques en se cambipant préférentiellenment avec lee cholinestéirases., Le
complexe engyme-iaérine alnsi formé se discocie »lus rapldement cue le com-
plexe engyme-nhosphute organique, oréant & insi une prokection contrs un in-
hibiteur plue puissunt,

L'action protectrice de 1l'aldrine & l'éuurd der effets toxiques
du parathion pouvait fort bien 8%re due & une inhibition de la trapelfor-
mation du parathion en un inhibiteur actif au nlveau du fole npulsque c'est
ce dernier qui, en derniére unalyse, inactive les ehnlineatérases. .lnsi
8e soruit expliquée l'uction protectrice, mais 1l'aldrine protége é.::lement
ltorganiasme contre une dose toxiquo de THPL égule & cinq fols sy dose wm.
Or, 11 est blen conmu que le TEPP inhibae l'setlvitd cholinesidr.sique in
vitro et qu'il exeree ses propriftés toxiquer in vivo sur aetile base sans

subir de transformetion métubolique. JIL esnt done avident que ie cue de
protection rupporié lei repose sur l'inuctivation Je 1°'inhibiteur, luissunt

Comuent les hydrosarbures chlorgr peuventi-ils nrotéger 1'orsanisme



animal gantre un poeison antichalinestirsique? Ce ne semble pas en augmen~
tant le taux d'astivité de l'aodtylcholinestérase. in effet, & la suite
d'une injection 4'aldrine, la vitesse d'hydrolyse de l'uadtylelwline ou de
;'acﬂtylj’-nlthylchaline ne varie yma un prasence a'drythrocytes provenant
A'antmaux traités & l'sldrine, OD'allleurs, s'il en était ainsl, 1L'aldrine
protégerait l'animal coutire des doses d'éedrine ddpamsant sn dose LDgge
Nous avons vu qu'il n'en dtait pas ainel, l'hydrocarbure chloréd ne modifiant
en rien la toxicité de oe poison anticholinestérmasique.

Lo rdle physialogique des estéranes sériques n'est pas cluirement
étadbli. Cependant, ou égard & la faidle augmentation de leur taux d'activité
A la suite d'une injoction d'eldrine, il eat peu prabadble que l'augnentation
d'enzyme oiroulant protdge l'organisme en formmant un comploxe avec 1'inhibi-
teur libérant ainai l'acétyloholinestérase,

Reste donc la poesibilité que les phosphates organinues chew les
ani-aux traités &4 l'aldrine parviennent plus difficilement au niveuu des
cholinestéranses tissuluires, l'inhibiteur éta:t détruit avant 4'y parvenir,
ou bien & cause de certaines modificatiaons de¢ nerméadilité. n cette alter-
netive, la premiédre hynothdse aemble nlus probable. :n effet, ildridge a
déja soupgonné l'existencs d'une estérase. capable d'hydrolyser les phospha-
tes organiques, abolissant uinal les propriétés anticholinestérusiques de
ces coamposés. Un tel enzyme peut fort bien se¢ rotrouver dune le wirum des
animaux traités - l'aldrine,

~fin de vérifier cette hypothése, i savoir cus 1l'inhibiteur soit
hydrolysé ou de toute fagon inuetivé avant de parvenlr en présencs de
1'acétyleliolinestérans, nous avone ddo1dé 4'4tudier l'activité acétyleho-

1inestérasique nu niveau des plagues motrices des muscles striés. Une
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étude & ce niveau présente un intérét renocuvelld ear l'aotion pharmacologique
des phosplates organiques s'explique orineipalensint pur leur action sur 1tu-
eétyleholinestérase du systésme nerveux périphérique., Il est vral que 1'é-
tude de l'acdtylcholinestérase les globules rouges nuranit pu annorter quel-
ques lunidres sur le mécunisme de protection. Mals ler effets phyulologie
ques de l'inhibition de l'ueétylcholineatdrase au niveau dee ;:lobules rougee
ne gont pag trés olairs et une réduction d'activité & e¢e niveau ne corres-
pond put nécescairement & des troudbles neuromusculaires,

Noua uvons done décidé d'étudier l'antagonisiie d'uetlon entro les
hydrocarbures c-lorés et les phospmtes organiques au nivesu de la plague
motrice elle-méme a 1l'uide des néthodes A'enzymol:gie niercnsscopique. Ces

recherches feront l'objet de la teuxidme partie de ce travail.



DEUXI®ME PARTIE

RECHERCHES HIGTOCHIMI(UES



CHAPITRL CINGUIRMA

ACGUISITIONS Lt DERNIL. i NHEm! VIR Lo O00ik Pr7ION . L'EOHELLE MICROL-

COPINIE DES ACTIVITES ROTIHOI UL,
A+~ ENUNCE DE QUALQUES CRINGCIPEC,

a¥ant de passer 4 l'étude eritique des différentes métholes mettant
oen évidense les activités estéraeiques & 1'échelle microscopique, il semble-
rait bon d'&noncer rapidement quelques ;rincines qui ont sorvi de guide &
toute recherche histochimique en ce dmwine. Pules nous conesldérerons suc-
cessivement les différontes méthodes connues et les résultats que l'on a
obtenus i l'aide de ces méthodes,

La préparatiou du 2atérivl sur lequel une activité estérusique
doit 8tre recherchée est de toute premidre innortance. Il a 4té prouvé
que l'acdtone, l'alcool éthylime et l'aleool méthylique, in vitro, dé-
naturent irrédversiblement l1l'acétylcholinertérase lu tissu nerveux.(138).
aines, dois-on préciser les effets de la fixation et des autres st.iles de
la nméthode histologinue courante pur cotte netivité estdmsliqus pu.scue
les moins énergiques des fixuteurs din.turent irrdversiblement l'e zyme.
Lorsque la %énnturation ent incompléte, le n.l n'est pas irrdmddindle,
s5'1i1 a'agit de travaux qualitatifs. Une faible netivité residuelle est
souvent suffisante pour looaliser avec certitude une mctivitd enmymsti-
que. Mals 1l n'en est paw toujours ainsi, .u niveau de ecrt:ines strue-
fures, lu fixatlon peut ddtruire toute activité enzmymtique, soit que
1'enzyne soit neu provégé, noit qu'il y en ait neu. W exemple, comme

pous le veryons °lus loin, la plague motrice Au rusele strié ne doune pas
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d¢ réaction en présence des estars . poids noléculaire 4levd de la eholine
aprés fizstion. Jans fixation initiele, la uéme atrueture Jonne un réeule
tat positif,

De fugon ¥ndrale, on “eut affirmer que pour poursiivre des tra-
vaux 4d'enzymologle & 1'dchelle riloruscopique, 11 est beangaup mieux A'dvi-
ter la fixation, si douce moit-slle, quand c'est nossidble. " ntre des mains
expédrinentéden, la tochnique des coupes & sonyélation donne de bone résultats,
Il est évident que 1'on ne neut s'attenire & 4tudler 3o fins dédtuils histo-
loglques puisqu'il est trés diffieile de préparer des coupes plue minows que
10 microns. De plus, la formation de oristaux :u sein des structures peut
eonduire & la formation d'artefucts gul izénent counsidérablement 1'.n lyse
microscopique, tout particulidrersnt au niveau du muscle. (29}. Jla pro-
duction de cristaux sera d'auta 1t Hlus grande mie 1o pidoe A congeler le
sera lentamant.

la spdcificité des actionns enzymstiques joue dgalement un role de
premier plan dans leur détection 1 1'$chelle mieromcooiguae. #n régle 3é-
nérale, 11 n'est pus possihle d'utiliser les substrits attaqués selon les
volee métaboliques normmles. mn effet, un des prodults d'hydrolyse, comne
nous le verrone plus loin, doit étre insoluble ou le devenir & 1. suite
d'une réaction d'udiltion avec un réauctif muelconque. Uans cea c¢co.ditlons,
11 est done souhuitsble d'utiliser un substrat qul se rupproche le plus
poesible du substrut phyatologigue. Ce enoix n'ent pas toujours faelle u
faire car le concept de apdedfieité enzymuti-ue est souvent 1ifficile &
dtablir. Heis, de toute fagon, il faut dvidormant pe garder uutant que
possible d'utiliser un substrat qui serait hydrolysé par dsux enrymes o

»
la fois nu eein d'une due strueture microscopiue. e »lus, 1. eurstr .t



utilied doit dtro largemeut soluble ot nénitrer fyoilewent Jusqu'é la strue-
ture ol se loge l'enzyme.

La formation 4'un orodult insoluble & la sulte 4A'une motion enzy-
mutique est évidamment de la >lut haute importance. Ce curactdre d'inso-
lubilité doit se repporter ausel bien & l'eau qu'aux linidee qul repréeen-
tent les dléments dispersunts par excellence des milieux bilol .glaues. JI1
est¥ tréa rure gqu'un des produits d'hydrolyse soit par lul-méte insolubdble.

I1 faut ordinuirement lui ajouter un réaectif qui le précipite in uitu. Ve
plus, 11 n'est ves rure qu'il soit néoes: uire de trunsformer un premier pré-
cipité en un secnd quil soit plus colord et ainsi décelable 1 1'ua:ulyse chro-
matique. Il est évideut qu'au cours de ces opérations 1l est souvent trés
diffioile d'éviter les phénomdnes de diffusion qui conduisent . ies Limges
imprécises, ou méme, ce qui est plus grave, o dec loomlisatione seconduires
artificielles.

Chague fois qu'il est possible, 11 est toufours intéressant d'éd-
tudier in vitro l'action enzvmetique décelds in situ et de comparer .insi
avee les résultuts déJd connus par voie bilochimime. .inei, par exemnle,
les actionn enzymmtiiques sont toujoure caractérisies .y um ki optli um
qu'il eat trés facile d¢ préciser in vitro. alheureusemeut, on ne neut
pas en oonclure que ae Boit toujours le mdue ol opti.um i curactérise la
réaction histochimique. in effet, 1l peut ort !lan arriver qu'd ce ni
caractdérizé per une irés grande otivité enzymutique, 1 préeipité formé
ne soit pas entidrement insoluble. i1l faut done souvent éturlir un come-
promis entre le °il optlmum d'uctivité enzyratique et le nll optimum do nré-
cipitation d'un des produits d'hydrolyse. Il en va de¢ méwe Jdu temos d'in-

gubation et de .. tempéruture controlimt le taux d'hydrolyee. e fagon
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générale, on peut certuinerrnt affirmer que lae oonditior s de truvail op-
timum in vitro ne corrsspomdent pas néoessairanent aux conditions de tra-
va{l optimum in situ. le but d'une recherohe coniulite consurrenment in
vitro et in situ a plutdt trait & lu s~dcifioité do 1a réaction elle-néme,
ol slle peut &tre définie de faqon plus préelse.

L'étude de l'action inhibitrice de certainees subat.nuss sur 1'1e-
tivité enzyuntique a anportd beauooup de préecizion sur 1 s 4eificits des
réactions. L'etmplol dec inhibiteurs s largement trouvé sz nluce dane les
étudee enzymol 'giques i l'échells microscopinue et a dgalement pemis o
définir la spéoificitéd de certains substrate utllisés. Le grani avantage
de cette méthode rédaide en ce qu'on peut comparer & nou prés strictement
les résultuts obtenus in vitro et in aitu. I1 est encore ndeensaire toute-
fols 4'dtublir quelcues réserves., in trav.illant avec des broyats tissu-
laires, il eet dvident que 1l'inhibiteur parvient facilement jusqu's l'enzyme
et rdaglt avec lul. .u sein 4'une coupe de tligsu, 1'inhid’ teur poarrait nar-
venir plue difficilement jusgu's 1l'’enzyme parce gu'il pourrait é8tre insolu-
ble dans un des produits qui entourent la atruoture, come nar ex-manle 1
gaine de myéline. .Je plut, l'action inhibitrice de la nlupart les subs-
tancer eat fonotion du pl du milieu. hu profondeur 4'une enupe de 10 mi.
crons par exemple, il peut arriver que le M 801t seneiblement Aifféront
du pH ambiant de la solution, ce qui ferait varier l'.ction inhibitrioce.

En guise de conclusion, on peut affirmer que le choix d'une réuec-

tion devant déccler une activité enzymatique est chose rolutive, Le but
que lfon se nropose dolt avant tout servir & guider ¢e shoix et servir

égnlement & préoiser les conditions dans lenquelles s'effectusra cette
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réaction. Guidéas par ¢e& quelques primeilnes gue nous venone d'snoncer,
nous entreprendrons une ¢tude oritique dea différentes méthodes conmies

pour la Rise en édvidence in situ des lipases, sotérases et cholinestéruses,
B.- DmdUNbe\'uTIUN J)J\f.:i’ ]d-[p;s;r .{.‘K.’ .

(uvrant la voie & ces rechercLes, Gomorl a travailld 4 la mise au
point d'une méthode capable de ddosler les lipuses au seln des tissus. (55).
La méthode comprend une fixation uu préulable duns )'acétone :zbsolu de douze
4 vingte-quatre houres i une tampéruture comprise emntre 0° et 5°., uis les
coupes de tisesus sont préparées { la paraffine selon 1. méthode usuelle.
les substrats utilisds sont des esters palmitiques et stéariques de poly-
méres de glyoolz, d'hexitols et de -wnuitunes connus génjralement sous le
nom de weens. .~ l'hydrolyse, lee acides .rus sont 1libérés pour donner nals-
sance & leurs sels de caleiwn insolubles qui orécipltent au lieu te ltactivi-
té enzymmtique ¢t i “evienneat décelanles au microscope par tr.maformution
en sel de plomb et finulement en sulfure de plomdb.

L'activité de lu lipuse est liée a Jdes gramules eytoplasmiques,
tandis que lo noyau ne donue jummis 1. réaction. D'une fagon géudrule, le
paneréas et le foie donuent temjours ume r-hustion inteusément joeitive. Il
en va de méme des cellules xymogenss de¢ L'sstomec et de certulnes collules
de la muyuouse intustinale. Gumori (56) a prdocisé cu'll est possible d'4-
tablir une disiluction entre la lipuse et levs eslrages nou spécifiques,
encore quc i1os résuliats soient parfols ehmotiquer. I & cinsl pu démontrer
que 1s lipuse pencréutique meruit lo me.l enzyme utactivent los moideas bi-

1iaires ot peutdédire la lipase des cellules zymogénes de l'estomac dans une
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sone limitée de la glonde. La quinine qui inaetive spéeifiquement la 1i-
pase inhibe fortement :'uo¥ivité enmymatigue an niveuu du paneréas et’de
1'eatomac, mnis, dv fagon contrudietoire, son effet suy l'enzyme de 1'ine-
Sestin possddunt les Guractéristiques 4'une estéwmse cst ensors nlus war-
qué. Lfarsunilate est & peu prée dénué de toute aatioh suy l= limwe,
Afnnei, oet Imhiditeur ne madifie pus du tout lTuetivité des lipmses pati.
oréatique et stammcale chez la souris. Pinalemens, Gemori (953) a préciasd
gque 1la lipase vrale peut hydrelysey lews enters deas actfes gras non saturés
$rds rapidement contm iretwnt & l'estérase non snéoifique, étent du méme
soup activée par lé¢ taurocholase, Bien que In ligne de démareation ne
501t pans trdes nette, {1 semble dien que la mé thode aux Tweens permet Qe
déeeler une action lipasigue dans la plupart des das & l'exolusion d'une

aetion estérasique.
Ce= DEMOISTUATION oBLH alffudals,l” NOH ZC0IPICU W,

Rarrnets et Seliguun (&) et Hols et i/ithers (80), indepentfamment
lee uns des sutres, ont mip au noint une méthode de déteetion des notivités
esdérusiques non spéeificues ¢n ntilisant 1*O-ueétylindexyl et L'O-Mutyryl-
indexyl ea qualité de substrats, Comme nous le verrons plus loin, ces subs-
trats ne sont pas hydrelysés uniquement par les estdrnses non spéoifiques
miis sussli per les éholinestéreses, Nous dimouterons plue loin eette dorw
nlére action enzymusique., Lu prinoipe de la méshode reposs sur 1« libéra-
tion dtindexyl 1ibre rupidement oxjydé par 1'oxygine atmosphéricque on un

plemens insoludlé de bleu iadtge. Le ddrivé B-bromoindoxylnodtete sonduit
d la formatien 4'Un pigment B:B'Ai~bromoindigo d'unm bleu intenss rés
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insoluble’ qui préoipite do fagon hamogdne au noin des strustures tissuluires.
Enlt et sithers (80) ont dédmontrd que l'addition 4A'ions oculvriques & lu mo-'
lution 4'ineudasion renfaiv lez localisa¥ionh mlus précisen.. lLe cuivrs &k la
aoneentration de 10”%M axerce son offet en aceélérant catulytiguenment l'exy-
dntion de 1'indoxyl 1ibéré.: Ua .utre agent oxydamt jous lo méme rdle, le
ferricyanure & npotassium., lL‘'addition de ferrocyanure en Pronortion équimo.
léculaire faverise la rémotion en prévenznt 1'oxydation subséquente de 1'in-
digo en dédydroindigo. Le cutalyseur exerce une sction prefitable jusqu'd
1a concentration de 5 X 10°%M. 4 1'aide de cotte méthode, on a vu'déesler
ufie activivsd estdrasique non’'spéeifique au nivesu 4¢ 1'épithéliam tudbulaive
du rein.: La préeipitation intra-cellulaire mpparalssait gous forme de corpe
ephériques d'un dlaméire de 1 4 3 microns. au niveau-du fole, 1l y uvait
égalament une déposition intrmnoellulaire sous forwe de paurticules rapnelant
1'aspect des mitochondries, groupdes du odtd des eanulioules bilisires,
1'aide de soupes témoins, Ll u pu dtre établi que lu colorstion ue rovenait
pas 4'une précinitation ds Lleu de Urusse due é'la présence de fer,

Nachlas et beligmen (128) ont preposé 1'amploi dufJ-maphiylacésate
poar la détestior de l'estérass non spéeifique. u{ﬂ-urhtol 1ibdré sous
1taetien de 1l'onzyme rdugit avec un sel de diusonium de fagon & donner nule-
sance & un. pigment inscluble rouge pourpre. i l'aide de cette méthode, los
ssruesures suivantes ont donné une forte aetivitd eatérusiques 1'dpithélium
»ronchique, les.cellules du payenchyme hépatique, les cellules glundulaires
du paneréaus, lee dollules dem tubes eorticaux du rein, la muqueuss de 1'in.
testin, de L'uretdre, de la vessis, de la prostute ot de la vésicule billaive

ainel que:les cellules inSeystiticlles du testicule.
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Dans une étude nudlide plus turd (140;, on & pu démontrer gue le
pigment résultunt de la rfaotion du B—nnpmol aves un sel de Alazonium était
inecluble danz l'esw,waie toutefols soluble dmns les lipider. fTin 4e A1-
minuer cetts solubilité dane les lipnlden, on & préparéd des Aérivés amidés
du @-mnh‘tyheétz:to. 1.6 pigment obtenu & lm rulte de la réaction aveo le
sel do diaronium étrit beavcoup moine soluble Aune len lipides, mais eepen-
dant hydrolyeé bemucoup plus lentement. ltavin ot ses colliborteura (140)
ont alors eu 1'idée 4'infirodvire le grounement amidd dapn le sal de diswo~
nium., la eolubilité du produit eorrespondant snrés réaction avee le B-naphtol
s'eon est trouvéde cornidérablement réduilte, tout parsiculidrement le solubili-
t6 dans la myéline. L'arsanilate inhibe l'eetévese mu nivean du fote, u
rein ot de 1'intestin, tundic que les ‘ipuses Qu nnoréas et de 1'sastomme

voient leur motivitd i neinc modifide. [Dd)
Dew UE e 81 LION 2l QLULIRGG T, ‘Bainia

Plusieurs méthoder >n% §t6 mires nu point an vue de dénor trer les
activités cholincestérasiques au sein des tissus. Neux d'enire ellez, la
méthode au naphtylacétate et la méthode & 1'indoxylacétate ne sont pue end-
eifinues des cholinestéraves, 2om.@ noun vanong de le voir Hulisqu'elles
peuveny servir & (léoeler lu présense de l'sstiruse uia andeifiquo. lious
verrona que, dans des sunditiona prdeisos ‘'expdrioenge, la pndeilicitéd de
la réuction a'en Frowve augmenide.

Gorsori (33) a proposé une des premidres méthodes pour 1. mise en

évidonce dea cholinasbtérases, employunt en qualité de substrate les esters

de lo eheline & polds maléoulaire dlevé, notarment, les esters de llacide
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palmitique, stéarique, lauriguo et myristique. .u milieu d'inoubasion est
ajouté un mel do cobalt. l'nocide gras 1ibérdé sous l'mosion de 1l'enzyme
préeipite, saus forme do sel de oobalt insoluble. Ce dernier cet mis se-
condairement en évidence par trunsformution en sulfure de cobalt noir, la
rédaction est complétement inhibde par la prostigmine & une oongentration

4o 1034, Cotte activité ne semblerait pus due toutefois & A'acétyleholi-
nestéruse mais bien & la chalineaté rase puisque le vremier de ces enzymes
provenant des globules rauges ou 4de l'organe élegtriyue de la Torpille n'hy-
drolyse pas les sastars myristique, palmitique ou atéarique de le choline,
Hard et Peterson (668) ant é%udiéd la distridution de l'enzyme danc le $iseun
nerveux du ehien, Linlheureusement, la rdaotion n'est pad tomjours conetante
et les résultats sont parfols ohmotiques. Ue toute fagon, ils ont pu ddmon-
trey une activité réduite su niveau des fibres nerveuses du systéne nerveux
central tandis que les eellules ont donnd une faible réaction avec un noysu
et un nugléole parfois coloxds. .u nivesu du systéme nerveux périphérique, la
réaotion u é%é trés intense, parsiculiérement au sein des ganglions epimmux
ot aympathiques. La prostigmine (10'5k) et un excés de substrat ont inhibé
la réacsion, ¢e qui f£4it eroire & ces auteurs gue, par cetts mdthode, 1ils
avalens mis en évidence l'activité acétyleholinestérasique., Duns w. traveil
publié subséquemment, on a pu démontrer (67) qu'aprds section de la moelle
épiniére, la rénction histochimique disparait «u nivesu dee ganglions syn-
pathiques parallélememt & 1'abolision de l'metivité noétyloholinestérasique
telle cue mesurée par des moyens bioohimiquee. Ceci feraild oroire que l'en.
zyms mis en dvidence était vraiment 1'aeétylcholinestérasse. Ds plus, une
activité acdtylobolinestérasique u 6%4 mise en évidence au niveau de la pla-
que motrice du diaphragme non fixé ohew le rat, en présence de myristylcho-

1ine (1%8).
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En résumé, on peus dire qu'i 1l'alde de la méthode de Gamori, on
peut riettre en évidence, @ la fois, l'aacdtyloholinestérese et la sholines.
térane. Les résultats esontradietoires obtonue proviennent le plus souvent
des effetc nocifs de la fixation. Kn effes, 1l est bien connu que 1l'moédtyl.-
ehclinsetérase o8t bsaucoup plus sensible quo la eholinesbtérase & l'asetion
des fixatours, notwament de l'acétone. Ceei prouve ltimportance A'une pré.
paration asdédquate des spécimens biologiques.

Il a 6galement été possible de démontrer 1'activitéd cholinestdra-
sique en employant l'indoxylacétate et le B-bromoindoxylucétate en mualité
de sudstrats. A l'uaide de oces substrats, une activité asté meique a 4t
démontrée au nivsau de la plague motrice asinsi que dans les cellules de la
eorne antérieure de la moelle épinidre chez le rat (80). De plus, la mémoe
aetivité a é%¢ mise on évidence nu nivesu des globules rouges et ceel ent
un bon exemple de la précaution qu'il faut annorter dans l'interprétation
des résultats histoediniguea, N effet, nous avons va qu'on sajouts qu gui-
vre pour oatulyser la transformation de l'indoxyl en indige. Or, on présence
du cuivre, la perméabilité de la membrane du globule rouge & 1'égard du B
bramo-indoxylacétate est détruite et la résction devient négative,

Lfactivité acétyleholinentérasique & 1'dgard de 1°'1 .doxylaocétate
repose, d'une par; Sur la parenté de configuration moléoulaire entre l'acd-
tyloholine et 1'0-uo0étylindoxyl, et d'autre pars, ainsi que nous l'avons
4432 vu, mur 1'affinleé de 1l'acdtylonolineatérass pour un ester dont le
résidu aside est 1'acide nodtique., De plus, 11 a %6 prouvé que 1'hydro-
lyse enzymatique des aérivés 4o )'indoxyl en nréesnce A'acétyleholinesté-
rase dlminue avec une augkentation du nombre d'atomes de oarbone du réeidu

acide, 1*0-butyrylindoxyl étant hydrulysé trés lentement et 1'O-henzoyle



indoxyl, pas du sout (79).

Une trolaidme méthode a 4té proposde par Havin, 7acks et Seligman
(140) pouvant servir & la mise en dvidonce des cholineatéraces au nivean
du systdme nerveux. Cotte méthode est également basée sur la canmcité qu'a
1'acétyloholineatérase d'hAydrolyser les esters noédtigues. De plus, la métho~
do est améliorde du fait qu'un wel de diazonium avec un groupement amide
substitué donne naiscance & un pigment insaluble dans lea graisases aprds
réastion avea le @-mphtol. Le subsirat employéd est loﬁ-—mphtyhoémto.
mais on peut également employd 1':{-naphtylacétute ot 1s 6-bdromo-2-naphtyl-
acétate. avec le premior subatrat, la diffustan somble moindre et avee le
secend substrat, le nigment forméd plus brillant muis dans les deux eas, l'hy-
drolyse enzymatique est plus lente.

Cette métiwnde pout &tre utilisde en présencs de ooupen de timazus
frais. Une activité a étH démontrée dans les cellules narveusea du cerveau,
do la moelle, des gruglione 2insi qu'au niveau ne la plaque motrice. la
plus forte partie de l'mctivité était situde sur la mombrane des cellulse
ot les noyaux ésaient négutifs. Les gellules de Murkinje du cervelet dtaiant
égulement motives ainei que leo asliules der ganglions sympathicues et les
gellulos des plexus d'.usrbagch et Meissner.

Dans los régions oaractdirisées par une forve motivité mnoétylcho-
linestérasique, coine pur exemple les cellules nerveuses 4du cervesu, 4e la
moelle et des gnnglions ainel qu'su niveau des plaques motrices, le pigment
préaipite sous forme de jranules ou encore affichie une distributim ponotuel-
la. 4 la suite d'une incubation prolomgés, les grarules du pigment devien-

nent ccalescents, . Jusqu'A masquer entidrement 1s strusture cellulaive.
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Ravin et ses collaborateurs (140) ont é%udié l'affet de l'smérine
sur l'asdtyleholinestérmse du tise: nerveux., Les nréparations mieroscopi-
ques ont §%¢ plongées dans un bain sontenant de l'ésérine & la aoncentration
de 8X 10°% en tampon wéronul & pii 7.8 durant srente minutes & lo tempéra-
wure du laboratoire. Cette préincubation était suivie d'une inoudbation en
présonce de mubstrat muquel l'ésérine & la mama conocentration était ajouts.
Dans ces conditions, on a désruit l'activitd eunmymatique. Des coupes 4de
foie ou 46 rein dana les mémes conditions expérinentsles et en présence du
mdnme inhibiteur & la mémo congentration, n'affichaient aucune iminution
d'aotivisd enzymatique. favin et ses aollaboranteurs en ont oonolu qu'tan
niveau du $issu nerveux, lt/gLuaphtyiacétate étalt hydrolysé psr 1l'smoétyl-
chalinestéruse tandis qu'su niveau du rein et du fole le méme scubatrat #3ait
hydrolysé par unse 2stérase non spéeifique.

Cotte méshode de ddtection der activités acétyloholinestérasiquee
présente sirament de grande aventages. Tout d'abord, 11 ost poesidle de
Sravailler & un pE de 7.8 qui estsirenent trés voisin du pH optimum de l'en-
zyme tel que détemminé in vitro. L'expérienge 4'inhibition par 1'ésérine
prouve qufau niveau du systdme nerveux, les cholinostérases sont responsables
de l'hydrolyse du/Q—naphxylaeétato. De plus, comme ce teux 4'hydrolyse dimi-
nue rapidement avec une augmensation du nombre 4‘atomes de carbone du résidu
scide, 11 semdle bien qu'd ge niveau ce soit la fonotion nodtylessérane de
1tenzyme qui prédomine, Infin, certaines remurgues ascessoires peuvent étre
ajoutéos: 1'acdtyleholine ot l'uoétylﬁa-méthylcholina inhibent 1lthyirolyse
au/gungphtrlacétato en présence de tissu nerveux wals non en préeence d'sutree

gissus qui contiennent une eatérase non spdeifique, Tone, on npeut Airs que
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1o méuw pubstrat eat hydrolysé par les deux ensymes, cholinestdrace et
estérase non spéoifique.

On a proposé l'emploi d'un autre substrat naphtoligue,qui serait
hydrolysé préférentiellement par la cholinestérase non apéoifique, la
B-oarbonaphto:ychouno (139). 4 l'hydrolyse, 11 y a libération de /J-mphtol
4 la suite d'une décarboxylatim non-enzymmtique. (e dernier précipite aprés
réaction aveo un sel de diasonium, tout coume dans la méthode auﬁa-naphfyl-
agétate. Il a ét4 démontré que ce substrat est hydrolysé préférentiellemmt
pay la cholinestérase non spécifique du sérum, sandis que l'acdtyloholines-
térame du systdame nerveux l'hydrolyse & peins in vitro. . notre aomnais-
sance, il n'a pas été publié de travaux od soient exposds complétement les
résultats que l'on puisse odtenir 4 l'aide e cette technigue. #als, on a
démantré toutefois que la cholinestérase non spdcifique donnait une rduction
positive au niveau des ganglions d'auerbach et de Meissner du tube digestif.

Enfin, une dernidre méthode a é%é proposés pour la mise en évidence
des activités oholinestérasique etacétylemwlineatdrasique. Ceotte wméthode
proposée oxiginalement par Koelle et Friedonwald (92) repose sur l'emplod
de l'acétylthiosholine en qualité de substrat, ou de¢ dérivéa mpparentés
comme la prepionylthiocholine, la butyrylthioaholine, l'naétyl/gmnéthylthio-
choline et 1a benzoylthioohaline, Il peut dtre ajouté mie l'acétylthicche-
line produit les mémes effete pharwecologiques que 1'acédtyloholine dlen qu'il
solt regonmu qu'en général ses effets soiont de: plus courte durde et que 1'hy-
dyolyse en soit plus rapide (141).

Le prineipe de la méthode renoss sur la préeipitation de la thio-
oholine cuivrique provenunt de L'aydrolyse de l'asdétylthiocholine en présence

de glyoinate de culvre. De plua, la solution d'incubation est saturde au
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préalable en thiocholine culvrigue, afin de diminuer lu diffusion du pro-
duit de la réaction hietoohimique et ufin de controler du mime coup la
présence de phénuombénes non spéoifi quen de coloration ou d'adsorption.
Fassé ce stude, les spéoimens mioroecopicmer sont plucés en prée-nce de
sulfure d'ammonium ui traunsforme lo précipité blunc d¢ thiocholine en un
précipité brun trées foncd du sulfure de oculvre.

La supériorité de cette méthode eur les mutres prdéoddemment déori-
tes réside en ce que les substrats mis en ceuvre ¢nt & peu Drég lee memes
propriétés chiriques que les substrats qui ont servi & caxranotériser les cho-
linestérases par voie biochinicue., lous avone vu gue la spéeificité de ces
derniers vis-a-vis de leurs eubstrate était chose relutive maic quo de fugon
ginérale 1'acétyl J-méthyloholine fteit le substrat de 1'acétylcholinestirase
et la bensoylcholine celui de la chulinestérase. Les mémee homologues sou-
frés peuveat étro utiliséz en histochimie.

Dans lu méthode originmule, Koelle et Friedenw:ld avait ajouté la
thiocholine de cuivrg & la solution d'incubation Jusqu'd saturation dens
l'espoiy de précipilter celle qui serait libérée onzymatiquement in situ.

De plus, ils avaient arrété le pH & B.06, oe qui est le pH optimum de 1'en-
zymo. Cependunt, e n*était pae li le pi optirum de préeipitation de la
thioeholine de cuivre @ui, se situe au contrudre & pH 6.4. Il s'ugissuit
done d'étublir un comproais entro le pi optimum d'uctivité de l'enzyms et
le pH optimum de précipitation, De plus, 41 semble blen que le tampon au
maléate w1t quelqu'avantage sur le tempon au phosphaute. Uluns l'ensemble,
aveo lu méthode mod ifide, lu diffusion Jdes proiulte de lu rdaction devins

moindre et partart, les loealisations besucoup plus préelses (94).



- 80 -

Par aillowrs, malgré ces moaifioations, il sewblaitv blen qu'il y
avalt encore dirfusion du produit de la maction. Koelle lui-mime (91) a
somparé la localisation des notivitéa ensymatinuos par sa méthote d'analyme
in situ avec 0elles que l'on obtient par une analyse extra situm. alnsi,
par exemple, la cholimestérase non spdoificie du fole anparait loocaliséde
dana led noyaux des cellulss parenchymateuses, & l'aide 4'une méthode d'en-
aymologie in situ, :i, par ailleuras, on prénare un broyat de fole et on
isole les noyaux, & peine un quart de l'aotivitéd cholinestémsique totale
oat retrouvé dane oesa derniers. Il faul done admetire ou blen que l'enzyme
a 4{ffusé du csytoplasms vaers les noyaux au ceours de ls technicque histoshimi.
que, ou biem, au contraire, a 4iffuasé dans le liquide de suapconaion lors de
1'isolement doe noyaux., Ln cette alternative, et rnueloue soit la direation
do la diffusion, il est évident que ce phénoméne existe st qu'il faut en
tenir compte Cans l'éstude des prénarationn.

Koelle (91) a démontré su'an «jrutunt du sulfate de asodium en con=-
gentration de £4 et 20 pourcent sslon qu'il s'agissait 46 l'acétyloholines-
térase ou de lu cholinestéruse, la loonlisation intra cellulaire de 1'enzyme
devient nlus précise, .insi, par exemple, l'enzyme . ét4 retrouvé unique-
ment dans le cstoplasme des cellulus Loriunt les ainuascXdes du fole., .¢& la
miéme fajon, en absende de sulfate de sodjum lon owlinestémees spéeifiques
et non suéoifiques sont siwées danc lee noyaux des cellules gliales tout
aussi bien que dans le oyloplaame e% lo noyau des cellules ganclionnaires.
En préasence ds sulfate de sodlium, la réaosion su niveau du noyau devient
entidremant uégntive. Koelle explique ainsi le phénoméne de dirfusion:
11enEyne @8t £iXé sur son suprort eytoplssmigie 4 la suite d'une préeipi-

tation au mulfate de sodlum ef ne peut pl.s diffuser lors des munipulations
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histoschimiques, TPour sdduisante que soit cette hypothése, il ne aemble pas
qu'elle soit entidérement couforme aux falte. . lL'alide Adtautres méthodes ob
le Sraitement histoochimigue ost mewblable, l'enzyme ne diffuse pan vers le
noyaus méthodes au nuphtylacétute at & 1l'indoxylaocdtate pan- exemple., ia
prdcipitation de la thiooholine sc ferait dlesotivenent sur le noyau & guuse
de sa forte charge poaitive, caractéristiquae d'un ion amaonium nuaternuira.
Mais quslqu'en s0it la ocuuse, il eat dvident que )l'additsion do sulfate 4'ame
wenium, selon les presoripsiocns de Koelle, rend les loealisations plus pré-
aises, Cependans, la concentration de l'enzyme d'une celluls & 1'sutre varie
beaucsoap lorsque déteminde & 1l'aide do cette méthode.

En résumé, on peat déorire ainei les différentes loeul imatious

enxymatiques que Koelle o% ses e¢allaborateurs ont pu mettre en évidence:

agétylocholinestérase; lee cellules de la corne antérioure ot latérale
de la moelle épiniére, les fibres des nerfs moteurs, la nlaque wotrice du
muscle squelettique, les ribres uutonomiques préganglionnaires, les neurones
du systéme parasympathique, certains neurones du eystdme sympathique (les
ganglions étoilé et ocervieal supérieur), certaines fibres post-ganglionnai-
res (de la glande parotide) et certains neurones sensoriele (racine dorsale
de la moelle). uJe faon géndrale, on paut dire que l'ucdtrlcholinestérane
ast présente en consantration relativement élevée au niveamu des corps csl-
lulaires, dendrites et aylindres-axes qui, de fagon générale lonnen? nuis-

sance & des fibres sholinergi .y es.

cholinestérase; les cellulevs nédvrogliques du sympathique, du parasym-

pathique et des gnnglions sensoriels, les cellules de la gaine de Lobawnn,
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les cellules bordant les sinusoldes hépatiques, les fibres tusculsires lisses,
le oytoplasme dos cellules Au ganglion 4toilé et certains uutres ganglions de
1'intestin grdle ainsi que les fibres amsocides adu corps carotidtien,

Ordce awux adnirudles recherches de Omiteaux et ses agollaborateure,
nous pouvons dire que le problédme de la localismtion histochimicue des cho-
linestéranes au niveau de la symapes nyonsurals est an voie 4'étre résolu.
(28)(25)(26)(27)(28)(89). au cours de ces rechershes, la méthode & l'naétyl-
thiocholine a é%4 employée. Pa tout premier lieu, 11 a 4té prdoiséd qu'il ntex-
iste pas un pH optimum pour toutes les losalisations enzymatigues, mais que
celui-al A1fflre sel-n la nasture dec tismsus ol sidge l'activité., Te la méme
fagon, le choix convenable d'un tampon permet dans blen dee cas de supnrimer
de fausees localisations rnuolémires. ainsi, par exemple, il a 4% préoisé
que l'emploil 4u mélange biphosphatiqe de Ubrensen conduit i de fausses lo-
calisations sur le noyau. Dans le cas de la synappe nyoneursle, le mélange
tamponné & l'acide acétique ot & l'acédtate de sodfum donne de boms réeultats.
Il semblerait soutefois qu'il puisse atre remplacéd nay le mélenge su véronal
sodique-acétute de sodium-aocide chlorhydrique.

lLa fixation joue un grand rdle dans la nature de l'activité ensyma-
tique 44celée. ruund une fixation a 41 8tre pratiqude, ce fut au formol &

10 pourcent qi semble moins dommageable pour l'enzyme que l'aedtone, L'a-
sésyleholinostérase s'eat révédlde plus sensible que lu cholinesté rase & l'ao-
tion de l'ucétone (183). Le tempms d'inocubation & §%é arrété entre 10 et 80
minutes selon les cas, calui.ei ne dépassant 30 minutes qu'aveo du matdériel
£ix6. Lla spéoificité de la réaction a 4t4 préclede 4 1l'aide des inhibiteurs
suivante, DFP, és6rins et prostigmine.



L'activitd acétylcholinestdérasique au niveuu de la synapse
myoneurale se trouve situde on deux régions: L'appareil mous-neural et l'ar~
borisation nerveuse temminale. Naynelons teil les bridllantes recherches hie-
tologlques qul ont condu:t & la iescripiion presque compldte de la plaque
motrice des mammifdrec, gruce prinoipuler vl aux travaux de “oueaux lule
méme qui u exposd l'état de lu questios lunc un long travail publid en 1947,
(284¢). Pour résumer bridvement la questio:z, on peut dire que chez les mammi-
féres, les rumeaux de l'arborisatio. nerveuss terminale accompuynés d*éléments
satellites (téloglie) 4'origine schwanmnienne sont logées & 1l'intérieur de gout-
$i8rea areusées duns 1. substance granuleuss d. la sole, zu fon. desguelles
steff.otue 1l: jonotion du sarcoplasme at de l'arborlsation nerveuse terminale.
A lau face profonde de cea gouttidres synaptiques, on o lderit,sous le nom
d'appareil sous-neural, un ensemble d'orgaunites allongds, dmés d'une vive
affinité pour le vert Jums B en coloration post-vitale. Ces organitee en
forme de lamel lee minces, lougues et étroisea, puraissent s'attacher par
leur bord et sur toute leur longueur & lu membrane qui délimite le sarco-
plague. Ils suivant la courbure d¢ chacune des pouttléres et affleurent &
la surface de lu sole ol leur eugemble effecte, sur une plaque wotrice vue
de face, un aspect pnlinaudiquo: .ntre les gouttiéres synaptigies et .utour
d'elles se distribuent les noyamux fde la sole et dc nombreuses granulstiomas,
quo leur afinité pour certains colorunts, et parfoiu ausei leur forme, pere
mottent de rattucher aveo vrulsemblance au ehondriome.

Pour blen mettre en dévidence l'appareil sous-neural eolord par la
méthode histochinmigue & Y'acétylthiosholine, Coutenux et Taxi (29) n'ont pas

travaillé au pH de 6.4 recmumndd par Koelle, .= iz & un ni nettement infé-

rieur, c'est-d-dire &.7 ou 4.8. Il est possible de détecter l'mcétyloholi-



nestérasiue & 06 niveau sur des muscles frais do mouria ou des musoles fixés

au préaluble par un eonsact direot aveo le formol & 10 nmreent et 5 16° pan-

dant vingsequasre heures. L'aotivité acétylomlinestéranious & os nivesu est

inhibée Sotalem:nt par un Sruitauent au DYF & la comoentration do 2 X 10™'M ou
encorc & 1'ésérine ou & la prestigmine & la concentration de 5 X 10~Ou,

Liappureil sous-neural, sur des »laqies motrises vues e face, se
présante eamie ua liseri sombre se ddtachant hien sur un murcle ineol re et
dant la sentre, contenant l'arborisation nerveuse, demeure nédgmtif., - la
suite d'une 4tude aster tive, il aat nosuible d'mnercovair 1'aspsct mmliesa-
dique carecuéristique -u- présente 1l'a nureil & la: suriace de la sole. _ur
une coupe pratiquée trunsvarsalersnt par rapnort 4 1'un des ramsaux de l'ar-
borisation teminqle, 1l'anvareil sous-neursl se reconnal v facilement par son
aspect 4'un fer a cheval A coneavité tournds vers la surfece de 11 =nle,

L'aprereil smus-neural du buisson de Klihne chez la grenmille e
également pu otr= mis en évidence sur du matdrie) fraie, !ur fu matdirial
rixé au formol, toute asotivité acdtylcholinestérasigue dieperait, !a goub
tidre synaptique chez la grencuille préssnte un trés fuilble rayon de cour-
bure. Mettant au point sur le fond de la souttiédre, on neut aisinent obaer-
ver les lamelles sur toute leur §tendus,

Ltarborisation nerveuse terminale, comme nous l'avons vu, est logée
dang la surface nrol.nde de Y'appareil soauc-neural. Il a %6 -ossible de
mettre en évidence une secondie loenlisation eholinestérusi-me 4 ae niveau
bien cus celle-cl Re s'agcomplisse intenedment ot dlectivemoent qu'apres fixa-
tion au formel 4 18° durant vingt-quatre heurss. e plus, le pi d'incubatioo

@ 6%6 élevé 4 une valeur oomprise entre 5.0 et 5.6, Les inhibiteurs préoités,
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aux mémes sonaentrations, exercent un effet identique. L'obaervation des
plagues motrices vues de face, ocu des coupes transversules de fibre muscu-
laire passant par la plagus mofrice, montre que la eol 'ration s'étend a
tout le contenu de la gouttibre synaptique. fur une coupe transversale, oe
n'est plus cette fois l'appareil sous-neural qui apparait coloré, muis seu-
lexent la portion comprise & l'intérieur de ce que Couteaux et Taxi ont
appelé "fer & cheval", Infin, seule ee colore la nportion proprement synap-
Sique de l'arborisation nerveuse logde & l'intérieur des gouttidres de la
sole. Mime la portion préterminale amyélinique du neurite ne se colore

pratiguenent pas.



CHAPITRE SIXIEME

MISE AU POINT D'UNE NOUVELLD METHODE POUFR La DETRCTION HISTONHLIIGUE DES

aCTIVITRS ESTRRAOIT L ES.

Nous avons vu au cours du chapitre cinquiéme que quatre mé thodes
diffrérentes conduisent & déceler les activités acétyleholinestérasiques au
sein des tissuas, 4 savoir, les méthoder utilieant en qualité de substrut
les esters de la oholine u haut poids moléoulaire, 1l'indoxylacdétate, le
/g-uphtyhcuuto et la/B-oarbonapmoxyoholine et final ement l'acétylthio-
choline et autres homologues scufrés. Les méthodes quli ont pour base l'em-
ploi de l'indoxylacétate ot duﬁa-naphtylaoétate font appel & la fonation

acétylestérase de l'acétyleholinestérase,
Ae~ PRIKCIPE DE Li METHODE: HYDROLYSR DI L'ACIDE THIOLACETIUE.

Nous avons déJa considéréd le méounisme d'action par lequel l'acé-
tyloholinestérause catalyse la réaction d'hydrolyss. Qu'il saffise de rap-
peler qu'é la surface de 1l'enzyme se trouvent deux centres actifs, l'un
anionofde qui peut réagir avec la partie cationique de l'sodtyloholine et
autres moléoules semblables, l'autre estdrasique comprenant deux groupes,
1'un basique, l'autre uolde. C'est sur ce dernier centre qua renose le
méounisme de la catalyse. Le premisr stade de la formation du complexe
engyme~-subatrat comprend une réaction entre le groupe basigue 4du centre es-
téranique & la surface de l'enzyme. Le groupe acide est essentiel pour le
pracessus d'hydrolyse qui ault lu formation du complexe enzyme-substrat.

Clest par des mesures de l'inhibltiom suns ovnourrence de l'acétyloholi-
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nestérase par lu prostigmine en fonotion du »H qu'il = été prouvé que le
groupe basique eat responsable de la formution du complexe enzyme-substrat,
Par ailleurs, c'eat le groupe acide qui est responsable de la formation d'un
enzyme acylé, l'intermédiaire contrdlant le taux de la réaotion.(175).

54 le mécanisme proposé d'hydrolyse est vrsi, l'acdtyleholinesté-
rase devrait catalyser l'hydrolyse de l'mecide thiolasdtique. in effet,
%ilason (176) a été capable de démontrer que l'enzyme pouvaitl provoguer cette
réaction, avec libération Atucide acéticue et d'hydrogdne sulfuré. Ceel
eonatitue un puissant argument en faveur de l'idéde que l'enzyme catalyse
1'échange d'oxygéne ontre des acides et l'eau, condition néceseaire pour
la justesse de la théorie propoude de l'activité enzymatique qui fauit in-
torvenir un enzyme acylé come intermédisire. Ce sont lea molécules d'a-
eide non dissoclé qui entrent directement en rénoction. la prostigmine qui
réagit avec lea deux centres de l'enzyme inhibe complétvament l'hydrnlyse de
1'acide thiolacétique., Cette rduction a 6té étudide en présence 4'un ex-
trait purifié d'acétyloholinestéruse provenant de 1'organe dlsctrique de
Klectrophorus electrious.

L'hydrolyse de l'ueide thiolacétique s'accompagne d'uns libération
de HpS. Le sulfure d'hydrogéne 1ibéré au nivean es structures oontenant
1'acétyloholinestéruse, ou peutiétre une autre estérase, eat un composd fa-
eile & préeipiter in eitu, pouvant donner nalssance & un sulfure métallique
fortement insoluble.

Pour metitre au point une méthode histoehiicue pouvant servir & la
démonstration in eltu doe activités cholinestérasiques, il ne s'ngisaait
done gque de trouver un agent ocapable de prdeipiter in situ l'hydrozdne sul-

furé provenant de la réastion.



Be= DITAIL KAPERIMUYNTAL.

La solution d'incubation pour la démonstration de L'activité estd-
rasique dtalt de la composition suivante;
acide thiolacétique, & omoentration finale de 0,12 dissmout dane 83 ml
de NagHPO,, 0.B4; Mélange de mollvaine & l'uecide oitrique e% au phos-
phate disodique, & pH 6.2, 16 ml; Pb(NOg)g, 0.1, 1 ml, pour atteindre
la concentration finale de 0.001M. Volume finml, & pH 6.2, 100 ml,
Le nizrate de plomb est ajouté 4 la solution d'inoubation afin de vnréeipiter
le Hpi 11béré sous forme d'un préeipité brun insoludle., L'acédtate de plomb
4 la mémes concentration produit le mime effet. Cependunt, ei le nitrate de
plomd est ajouté & la solution d'incubation & la conoentration de 10*4M. le
précipité qui en résulte au sein des structures timsulaires u'est pes claire-
ment défini. L'addition du sel de plomb en milisu tamponnd au phosphute fait
apparaitre un léger nuage dune la solution, mais en agitant, celle~ol devient
& peu prés limpide & ce pH. iu cours de toutes les expériencer iei décrites,
nous avons arraté le pH & 6.2 parce que, dans cette zone, l'enuyme eet eucore
actif d'une pars, et que, d'autre part, le taux de la réasction d'hydrolyse de
1'acide thiolacétique est suffisamment élevé. . la fin de la période d'in-
cubution, variant entre 45 et 60 minutes, lo pH demeuroe inchangd mais 1l ap-
parait un préeipité bLrunitre dans la solution d'incubatiau.

Les coupes de tlssus ont %4 prépardes par lu méthode de congélation
sur du matériel non £ixé ou bien sur du matériel fixé duvant e wvirom vingt
peures dans le fommol neutralisé & 4 pourcent et & une tampdrature de 4°.

Les coupes de tiosus ont été retenues sur les lames en applicuent sur celles-

¢i un film d'albumine & 1 pourcent. Par la suite, les préparations ont 446
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séohdes durunt deux heures duns un ¢murant {'air ou encoro sous vide & 4°
durant toute la nuit., 4 la suite de oeor opérations, les counes aihéraient
suffisamment & la lame pour supporter les manipulations histochlriicues et les
manipulutions de coloration. Dlauns tous les cus, les coupes ont 4té incubdes
4 la température du laboratoire durant des périodes Je temos variant de 30 &
60 minutes. Loraqu'une coloru%ion était ndeeseaire, ells o %4 fmite & la
fuchaine de basae & lu concentration de 0.08 poureent durant deux minutes,
Puis, Doud avons successivemsnt falt pasdaser les préparations dans un nain
d'aleool & 95 pourcent et dane deux bailns 4’alceool absolu et finalement

dans trois autres bains de xylol. quand aucune cc&w;atimn de fond n's 6té
pratiquée, les préparutions ont d'abord 6té passées & l'aleool & 80 pourcent.
Enfin, aeelles-ci ont éid montées dans le liquide de rermont (Fisher). Dans
gertains cas, pour un examen mioroscopique rapide, nousg avone fult quelques
montages au mélange glyedrogel. Hous tenour & ajmter que l'emplol de la
gafranine est contre-indiqué parce que ce compoeé rediseout le précipité de

sulfure de plomb ou détruit la structure tissuleire qui le supnorte.

C.- ETUDE DE L'ACTIVITE LOETERALL UL WU NIVEWU UE luw Lavin 0T ICK

DE La FIBRE MUOOULAIhe U7 aU KIVEAU DE LYEPITHELIUM DX 1. LANGUE.

4 l'aide de cette nouvelle méthode, noue avons dtudié 1. localisa-
tion de l’acétyleholinestérese au anlveau de la plagque wotrice des fibres
susoulaires de lu langue coupés trunsversalement, sans fixation initiale.
Dane la figure 13, se trouve représenté un groupe de plaques motrices, les
unes apparaissant 46 profil, les autres vues de fmos, On peut y oonstater

le régularité de la réamction sur un grund nombre de plaques. (124,
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Figure 13

Vue 4'un groupe de plagues motrices & 1. surface des fibree
musculaires de lu langue. substrat:s acide thiolacédtirue.
Gross. i 200

By

Plgure 14

Yue de quelquea plaques motrices & la surfuce des fibres
musoculaires de la lsngue démontrant l*auspect rétisulaire
des plagues. Eubstrat: meide thiolacétique. Trosa, X700.



la ooloration de fond es% & iu fuohelne Ae hase. A4 l'extréme dro’te de la
mierophotographie » neut aperdeveir quelquen héparinooyses mul prennend
trés fortament 1o agolorant,

Vane lu figure 14 apparalissent deux de oes plagues mofirlees 4 un
groesissenant de L7000, .o struoture rétiouladre d¢ la plauo se distingus
nettuient uveo fes centres olwirs & l'intérieur. o plus, 8i le temins 4'in-
ocubation est arrétéd 4 30 minutes aulieu de 60 canze Iuns les deux cus préoé-
dents, l'appureil sous-neural apperaid comre un liséréd sombre dont le contre
deneure claip, ainsi que 1l'a déorit Joutemux. au oours de ces 4tudes, nous
avoius pratiqué des coupes & songdlation d'une épaisveur de 10 miorons aprés

fixatio:. initiale au formol & 4 puurcent durant 20 heures a 4°.

Pigure 18

vue de quelques plaguea motrises i la murface des fibres
musoulaires de la lungue aprée rfixation au formol., . noter
1l'aspoct granulsux du préeiplté. Lubstrats wolde thiol-
mgésique. OGross. X710,
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Le fin dé%ail histologique de lu plaque motriee Jimpar:i%. la réaction est

encore trés évidcnte sous forme d'un précipité gramuloux, muis la structure

rétioulaire ast dtruite. (Figure 15).

De= ETUDZ DE L'ACSTIVITH sUPERAL TR AU HIVELU ! LA S¥NAPSY MYOREU-

Ral® DU GASTROCIEMI.LM OHle 1o SHMOTTILLY

Ltaetivitd zetérasigue au uiveau d¢ la symapes myonsurale a dgaile-
ment ét6 &dtudléa, Lea -upes ont §té pripardes par cmgpélavion et smupden
a 10 ..ierons d'$pauisecour. La fixatior wu fomaol, au niveau 4du gustrocnémien,

non seulement rend la réuctio. dirfuse maia 1'ubolit compldtement.

Q TN
2

Figure 16

vue de l'arborisation norveusae terminale ou bulseon de Mihne
4 lu surfuce de la fibre musculaire du guetyroenémien chez la
grencuille. ‘“ubstrat; acide thiclacdtique. Grosa. X 234

Cheg o8 vertébré inférimur, la synapse myoneurale ne »rend pas

jtuepect d'une plaque motrice complétement développée avec sole, aomue chez
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los mammifdres. Il s'agit plutdt d'une ramifiontion de la terminaison ner-
veuse connue sous le nom de buisson de Xihne, contenue dans une gouttidre
sous-nenrale ¥rds peu profonde & l. surfase du muscle. XNous pouvons cons-
tater qu'd l'aide d6 la méthode & l'acide thiolacétique, seule l'arbories-
tion nerveuse terminale donne la réaction (Fig. 16). be plus, nous pouvona
ajouter que la fibre nerveuse donnent nuissunce a l'arborisstion terminale
deneure négative dans son parcours & la surface de la section. Il n'est pas

possidble de l'apercevoir toutsfols sur la figure 16,

R~ ETUDE DL L'ACTIVITE EUTERASIQUE oU RIVELU DU SY8TEME NERVRUX

CENTRAL CHKZ LE RaT.

& l'aide de la prdsente méthode, nous avns étudld l'activitéd cho-
1inestérasique su niveau du systéme nerveux central ochez le rat, .u gours
de cetts étude, le cerveau et la moslle épinidre ont 4%é Tixés dans le farmol
neutrslisé a4 4 poureent durant vingt heures et & 4°, ruis les counes ont 4%6
préparées par congélation i une épaisseur 4e 10 miorons, Sans fixatio au
formol, il a été imposeible d'obtenir des ocoupes propres & une étuda histo-
logique fine.

Une forte réaction s ét4 retrouvée au niveau du noyau dentelsd du cer-
velet, du noyau rouge, du noyau moteur de la V° patre et du noyau diffus. (a)
Dane un oxdre déoroissant d'activité, la méme réaction s'est manifestde au
niveau des cellules motrices de la corne antérieure de la moelle, des cel-

Jules de Purkinje du cervelet et des cellulos pyramidales du ocortex oérébral,

S - S S Gt G2 T W5 B - e 00 D . e W A S P - Y S TS B S R R

(a) L'auteur remereie bien sincdrement monaieur le Professeur auer, dirsotsur
du Laborasoire d'anatomie de lu Faculté de Médecine, qui a bien voulu le gui-
der au coura de 1tidentification de ces différents noyaux eérédbraux.
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lmns ce dernier cas, la réaotim dtuit trés fuidle.

Dans la figure 17 eat reprécenté un groupe de cellules nerveuses

du noyau denteld du cervelet.
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Pigure 17

Yue d'un groupe de neurones du noyau denteld du ver-

velet du rat. Substrat: aclde thioluedtime,.

Oross. X 200

4 oo faible grosuissement, on peut voir ague le corps oelluluire
est intensément positil tundis que le noyau de toutes les cellulen eet
négatif. Nous tenons & souligner combien la rduotion est régulidre dans
gon intensité au niveau des différentes oellules, tandis que leo fond ap-
paralt & peu pros négatif, i une faible coloration fibrillaire préa.

La figure 18 représente qualcues cullules & un gromeisscment de

1800, Jur cetse miorophotographie, on psul apercevoir ls goprps cellulaire
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Figure 18

Yue 46 quelcues sellules nerveuses du noyau dentelé du
cervelet montrans le corpe oellulaire intensément eolerd
aingi que la partie proxi .sle de ases prolongements.
Jubstrat: acide thiolaeétique., uJrosa. iBOO.

Magure 19

Jue de deux eellules nerveuses du noyau dentelé du ocerve-
let montrunt l'ampect granuleux du précipité diastribué en
anneuu sutour du noyuwu qui demeure négatif. Substrayt;
aeide thiolascésique. MUroms. X 700
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intensénent colard ainsi cue la partie proxirmle de ces prolongementa. la
figure 19 reprdsente deux cellulee Ju mére noyau & un nlus fort groscisse-
ment (£700). On peut ¥y noter l'aaspect granuleux du préeipité distridué &
la surfuce ¢e la cellule avec un anneau de plus forte concentration autour
du noyau qui demeurs négatif. On peut affirmer oua cette distribution en
anneau eorreapond & la position de l'appureil de Colgi, aans eavoir toute-
fois 8'1il ne r'agit que d'un pamllélisme, Cenendant, cette diatribusion

particulibre apparait évideute dans toutes les cellules.

Fe- ETUDE 2o LP'INHIBITION DE La REBACTIOU PAR L "ROUTIMAINE I IE

ToTRASTHYLTY ROPHOL W TR,

De plus, nous avoms étudid 1'inhibition de 1'hydrolyse de l'aocide

thiolaeétique en présence de prostignine et de tétradthylpyrophosphate (TEPP).

Figure 20

Inkibition de l'uctivité enzymatique au niveau de la plaque
motrice par la prostigmine & la goneentration de 10~
substrat: acide thiolacdtique, OGroae. X65.



la prostigmine aholit scauplétement la rdnction uu niveau de lu
plaque motrice des fibres de ls lungue lorsque les counus sont pré-incubdes
en présende d'u.o solution de l'inhibiteur & la consentratica de 1070 - gu-
rant 15 minutes & la température du lubhoratoire. .ur la méme Dréparation,
on peut constater (figure L0) que comtrairement & la réaction au niveau de
la plaque moirice, la réaction setérasique wu niveau de 1l'épithéllium est
encore active & cetie cancentration de¢ 1T'inhibiteur (10"'%) maie qu'elle
dieparait & pou prée sotalement & une concentration de 103 81 o n'est &

la base de cartaiues papilles. (IFigure 21).
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flgure 21

Inbibition de l'activitéd enzymitie au niveau de la
plague Rotrios et au niveau de l'épithélium par la
prostisuine & la congentration de 10-81, substrat:
acide thiolaecd.ique. Gross., i60.
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40 la moéme fagon, nous avons Atudid L'aotion 4Au “IPP pur 1'acti-
vité estérasique d'une ooupe tx;anwormla de la langue du rat. Lez préna-
rations microsooplques ont 43§ incubdes en présence de 1'inhibiteur & une
oconcentration de 10" durant 15 minutes i la température du laboratoire
puis ré-incubdes en prdsence du substrat. lous devins toutefols atilirer
1'attention sur le fult que nous n'avans pas employd une solution purifide

de TIPP et 1l se peut fort bien quo A'autres nhosphates organiques adcompa-

goant celui-ei exercent & leur tour uns acticn inhiditrice.

Pigare £2

Inhibition de 1l'activité enzymatique au niveau des
plaques motrices et su niveau de 1'épithélium par le
ogPP & la congentration de 10-TM. Substrat: solde
thiolacétique., Gross. X835,

On peut constater (figure 22) que le Tiiy inhibe aomplétement

activité enzymatlque au niveau de la plague motrice tandis que 1l'eetérase
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au niveau de l'épithéliuna contvinue & doniwr une trbs faible réactiom & la

bese des papilles. Il semble bien qu'd une méme concentration molémulaire

le THPY soit plus actit que la prostiguine.

Q.- GONSLUSION: NATUKE DE L'ACTIVITE BUTKRALILUE MIBL N WVWIL-HCH

A L'AI0R DE CETTE NOUVELLE METHODE ET LIMITE DE L. BPRCIFICITE.

A l'aide de cette nauvelle méthode & l'ncide thiolacétime, 11 eost
possible d'obtenir de tres bonnes localisations des activitée estérasiques in
situ, Nous croyons qu'il stagit 1l& d'unz méthode trées simple et trés ranide.
Tous les rdactifs acnt présents & la rols dan: le milieu d'incudbation et la
préoipitation du produit final, le sulfure de plomb prend naissunce instanta-
nément au fur et & mesure de l'hydrolyse du substrat, Il est nossible qu'd
la conceutration employde, l'agent déteateur, le nitrate de plumd, exerce une
action inbibitrice sur l'enzyme., HNous n'avons pas fuit de détermination en
paralléle in vitro pour éclaircir ee point.

Résultant de l'activitd enzymatique, lau plaque motrice du muscle
strié pxtand pou aspect bien connu de structure réticuleire aves des espaces
elairs entrs les cireonvolutions du serpentin. Cesi répond assez bien i la
deseription de Couteaux & la suite d'une coloration su vert Janus B, solurant
électif de eette structure, ot i lu sulte d'un test en présence d'ucétylthio.
eboline. MNous avons tsut lien de oroire que dans le oes prémeent ce serpentin
représente tout aussi biem l'apparell sous-nearal déorit par Couteaux. dwven-
dant, dans le cas présent, l'appureil sous-nearal n'apparait pas clairement.
11 est bien posgible qu'au pH oll noue travaeillions, noue n'étione pas dana

les condltioms les plue propices pour hien démomirer ce dernier détail,

couteaux a en effet indiqué qu'il fallait opérer au trés bas pH de 5 et mime



moims .pour démontrer l'asnect canalioulaire de 1'appareil sous-nsural. . pH
6.3 ot aprds une ingsubation de 30 minutes seulemmt, 11 est possidle 4'a-
pereavolr oet aspest canalieulaire au niveau de¢ aertaines plaques aveo un
grossissenent de X1200.

Au niveau du systdme nerveux central, la méthodo de ddteetim des
activités sstédrasiques & 1l'ncide thiolamedtique nous a permis de constater
que les snxymes sont loonlisés dans lo oytoplasme, tandis que dsns e noyau
la réaction est franchement négative., Oeci est cmtraire & ¢e qu'a trouvd
Koalle & l'aide de sa méthode originmle. ™ar la suite, 1l a pu corricer sette
fausse localisation en ajoutant de fortes concentrations de pulfate de sodium,
ainel que nous l'avons déjJ& vu, dans le but de prévenir una translocetion des
ensymes du oySoplasme vers le noyau. 4 l'side de lz prdésenve mdthods, nwus
avons pu oonstater que rien de tel ne se passe au © urs des manipulations
histochiniques., Il n'y a aucune translocation de ltonzyme ot le noysu de-
neure négatif duns tous les cus.

autour du noyad, nous avons pu mettre en évidencs une plus forde
concentmtion d'enzyms distribude selon un -lan qui rappelle la forme de
1'appareil de Golgi. Nous ne pouvons dire a’il ne s’agit 14 que c*un heu-
reux parallélisme mais de toute fagon cette distribution est évidente dans
la majorité des cas olt le noyau est vizidle.

La spéoifioité de la réaction de 1'hydrolyse de 1'woide thiolacéd-
tique n'est eertainement pas limitée 3 1'wedtylololinestérans, méme o1 cette
résotion & #té déerite pour la premidre fois par Wilmon ocmme dtent le ré-
sultat de 1'aotivité d'une préparation purifide provenant 4o 1'organe 4lec-

trigue de -Nlse¥rophorus‘electricus, Nous avons pu constater que 1'estéraso
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de l'épithélium de la langue donne une réastion suffissment intenss et
que do plus 1l'ensyme & o0e niveuu est plus réeistunt & 1'action inbibitrice
de la prostigmine et du TEPP que l'enzyme de la nlaque motrice. Cette sen-
sibilité & la prostigaine permet de conolure & une activité cholinsstérasi-
cue au niveau de la plaque motrice. De plue, l'activité des enzymes trde
sensidles i l'sotiou de ces deux inhibiteure peut &trs partagée par la cho-
linestérase ot L'acdtyloholinestérase. Un essal en présence de OFP devruit
étre fait afin de 4élimiter la part qui revient & chacun de ces enzymes,
puisque nous avons vu que le premier de eoux-ci est plue sensible que le
second & une faible concentration de IFP. Cet essal prend d'autant vplus
d'importance qu'il a 6té Admontré cue la cholinestérase porte & la surface
de sa molécule un centre estérasique responsable de 1'hydrolyse de 1l'acide
thiolacétique tout comuo l'aadtylecbolinestérase.

En résumé, nous avons eaxposé au cours du présent chupitre une mé-
thode simple de dstection des notivitée estérmniquer basée sur 1'hydrolyee
de 1'acide thiolacdétique. Tous les rémotifs sont présents & la fols dane
le liquide d'incubation et le nroduit Linal de lu réaction, le sulfure de
plomb précipite extemporandment, sune qu'il soit néceseaire @'introduire
une secomde réaction. a l'nide Qe cette méthode, nous avona pu démontrer
une activité cholinestérasique ~u niveau de lu plaque motrise et au niveau
du systéme nerveux central, principalement dana les neurones moteurs. Ce-
pendant, la réuction ntest pam spéoilfique pour les cholimestéranes pulsque
1'estérane contenu dans 1'¢pithélium de la langne donne une réastion suffi-
panrment intensa. loue avans vu toutefols qu'd 1l'aide de lu prostigmine, 11
est possible de faive la distinction entre les deux groupes 4'enzymes, les

aholineatérases dtunt plus sensibles que l'estdéruse non apdeifique.
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DETERMINATION NaNTITATIVL "IN SITU® DI LY.CTIVITS . CETYLCHOLINESTERAGICOUE
AU NIVELU DE La PLAGUS LUPRICL Fab VOIT UYHISTOPHOTOMETRIE.

L'anulyse quantitative "in situ" se distingue do l'analyse quantie
tative "extra situm” en ce que la atructure tissulaire est respectde. De
plus, dans des conditions idéules, l'intensitd de lu réaotion est mesurde
au sein de la Gellule ou du groupement cellulaire ol cslle-ol 8'est effee-
tuée. L'analyse in situ s'est rivilée la méthode de ohoix des hisiochimis-
tes puisqu'elle permet d'4tablir des dfifférences quuiltutives et quantita-
tives eutre lec différents 6lémente Jdos tiesus 3 1'égard 4'une réuction
donnée.

Ce but est bien contraire & celui atteint par analyse extra =itum
ol par définition, la structurs tissulaire est détruite. Cependant, & l'ai-
de de cette méthode, et dana des conditione de travail bien détermindes, on
a pu mettre en évidence i'une i on trac préeles la loculisation de cortale
nes substunces chimiques, .ale 11 fuut touj.urs demeurer prudert duns 1'ine
terprétation des résultats, pulsqu'il y mangue toujours la ¢o flrmation
qu'apporte un examel au wicrosoope. insi, l'anslyse extru situm a-t-elle
pornis les études les plus poussdes i 1'éohelle e la cellule et s'ect-elle

révélée la wétbode de cholx dea cytochimiites.
Ae~ CHUIX D'UNE REACTION KT PHINCIPE DES MESUNES MISTOPLOTOMETRICUTS,

Ltanalyse quantitative in situ & donné des réeultudts 4'une trds

grande préeision pourvu que gertuines conditions solent observédes aves rigueur.
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3n tout premier lieu, la réaction dnit dtre spdeifique, oe qui va rans 4ive.
De plus, le produit de la réaction ne doit pas 4iffuser & truvers les strucw
tures voisinas puisque dans la najoritéd dee cas 1l ne s'agit nas de mesurar
la quantité absolus d'unc substunce pnis blen au contraire sa concentration
on une surfuse donnde, Lu substance doilt done étre distridbude ézulement at
n'aveir aueune tendance & s‘agglomdérer an grumeaux, ausrensent les resures
serajient loin d'8tre uniformes et reproduisibles. Xnfin, le produist de la
réagtion ne d0it pas étre trop opaque mu sein des ctrustures tissulaires,
car 1.; mesures d'opacimétrie eont les nlus difficiles & effactuer ot de-
viennent tréc inpréeises uvee un sgecroissement du préeipité.

Ces différentes considérations noue ont guidés dans le oholx d'ume
réaction qui puisse détecter 1’activité ncétylehelinestérasique au nivesu de
la plaque motrice. Jom.¢ nous l'avons vu au soure du chapitre nréeddent, lec
réactions de Gomori et de Koelle aonduisent & un produis final opuque trés
dirficile & mesurer par bistophotométrie. Il en va de méme de la méthode &
1'acide thiolacétique gue nug venons de déerire. Vestalt donc la méthode
auﬁa-ngpheylacét&teo Laﬁldumhtol 1ibéré, aprés réaction aveo un sel de dia-
zonium, donne naiseunce & un pigment pourpre dont le coefficient moléculaire
d'absorption peut otre mesuréd in vitro, ®i nécessaire, ot dont la d4nosition
tissulaire n'cst pad Opaque.

11 = 616 démontrd que l'acétylehniinestdrene nouvnit catslyser L'hy-
drolyse dﬂ/a.napbtylacétute (1%8) tout oomne eelle 4'un grand uombre A'esters
dont lo résidu acide est l'selde uoédtigue., Parml ooux-ol se trouvent la
triacétine (10), 1'éthylohloroaaétuve (1%4) et 1'indoxylacétate (B). L'at-
taque prégérontielle de lujguoarbanaphﬁaxyohnline par la eholinesgtédrase non

spéeifique a %6 dmontrée par Ravin ot ses collaborateurs (129).
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De plua, 11 est bon d'ajmuter que le pE ds Y. réussion, 7.8, ect
trés volsin du pH opvimum des cholinestérasen, ¢ qul est t¥ce important
pour dos étudcs quuntitubiver. _:.8 certiins oms l'achivitd enzymaticue a
é%d dtudiée en présences Ja/a-carbonaphtaxych)line rndelficue de la choli-
nestéruse.

L'intensitéd de la rdaction a ¢td mesurde par histonhotoméirie,
l'une des méthodes ce cholx en histooshinle quantitavive. 1w prinecipe le
ges estimations repose sur l'sbsorption de 1+ lumiére pay l'objet mieros-
gopique. alnoi que ls souligne Lison (106), la nécessité 8- travelller A
fort grossissensnt du miercecops et sur des aires -xtrémement réduites rend
obligntoire l'utilisation d'instruments extrémement seneibles. On réuesis
maintenant & opérer sur de: volumes de substanass de l'ordrs de 10‘l°mmﬁ et
a déseler des quntités deo l'ordre de 10‘3”3. la 2étermination photomé-
trigue consiste en la mesure de l'absorption de la lumidre par la sudstance
& 4tudier su sein de la préparation microscopique.

Soit Ie, l'intensitd luminsuae avant passaye . %ravere l. substun-
ge et solt I, 1'intensité lumincuse aprés paecage, la tranasmission P est
alors dérinie par 1l'exprezsion

T = 1/ e

¥n pratique, I, représente la trenemission & travers ls préparatim
mioroscopique dans une région voisinu et trds smmblutle /1 1. strusture 4 me-
surer seuf gue la eubstance a l'étude y est .bsente. MNous discuterwms plus
ioin le choix de¢ cette réglon qui ast trés fuportunt ot qui constitue le
whlane”. I représente la tranemiosicn de la lumidry & travers lu substunce
& 1'étude qui 68t logde dane une atrusture domnds, eellule nu groipement cel

iulaire. Chagque détermination histophotométrique comportc done deux mesures
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4d'intonsi %6 luminmse, la dremidre A travers un Llune, la seconde & travars
la subatance loc:linds en un point Au mndoiman. 81 on apnelle extinetion, D,
1a waleurs

Dz «log 7,
on a, Bl 1la lot le Beer a'appliquae,

De OLE
od C représente la consentration d= lu substunce, 1, 1'épaisssur de 1'objet
ot E la coefficient noléoulairs A'abrorniion, dont la valeur est conmtante
pour une substance donnde, 3 uns longueur 4'onde déterminde.

Pour les ddteminatione an valenr ahaolue, le coeftiafient moldculai-
re 4tabsorntion, ¢, 4291t 8tre -esuré au moyen de zolutions ds concentration
connue., (ette détermination pout étre sffectude pour une sudstance & 6tudier
selon les volies ordinaires de lu bioehimie. Cenendant, Lison a dderit un
instrument qui ~ermet 4'effectuer oette mesurs de coefficient moliculaire
d'ubsorptisn daus les conditions méren ol la Adterminatiou histophotométrique
sera falte.

bans le cas qui nous ogcupe présentenent, il ne s'aglt que e dé-
terminer la teneur relative des plaques motrices on/?-naphtal. Ta ditermi-
nation du coefficient moléoulaire dfabsorption n'est dons pue nécossairae,
¥n effet, K et L sont deux valeurs constantes reprérentant resvectivesent
le coefficient moléeulsnire &'ubsorption du@-napmol ot l'épaisaeur du la
préparation qu'en pratique on peut supponer %touwjours semblable | elle-méma,

I1 en reate don¢ qu'on peut dorire

Gy oy

Lene I - S

Cz Dz
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o) 01 et Cp sont expriiés en uinltde arvll wir ue  dusi, duns lu suile de ce
travail, l'zetivité eryrmiioue soru exnrimée o« unités 4o densitd opilouse,
11 est dvident que le point eris ime @ owie de nos esuren zera 1l'épaise
seur de l'objet, Cependant, l'analyse ntutistique des rdsultats obtenus
nous prouve que l'erreur intoiulte par es faeteur, bien gue "robablement

existants, peut éire négligée.

v e - . ~4 Yy E A 17 riv -
B'- J--:SCI L:’l‘-‘bd«v :).‘.‘ L'KIS;AOT }) )‘i‘uh:‘..l‘,.m ’Un.'l‘uiu’-.u'

Les mesures de l'uotivité acéivicholinestérnuique ont €t¢ effectuden
& 1'ajde 2'un historhotamdtre trée rimple, mic 4 poird dsns nntre 1 .bor . tole

0. (?1",. %).

. o
Thdre LU

Histophotomdtre pouvent servir & la megure de 1'aativitd
. enryvatique, Deseripni. i dans le texte.
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Cet appareil oconsiste d'ubord en unc svurce A'éclairage & voliage
comstant. avec 1'uppareil préeentmnent Jéerit, une difr rence de potentiel
de ¢1x volts produit un Solairupe suffisant pour trav:illier 4 1l'échelle la
plus sensidle de l'électro-photomdtyre. Le faisceau lumineux, aprée passage
& truvers un filtre bDleu est lirigé sur le miroir du microscope. I'imige
microscopinue est nrojetét sur un dcoran de verre dépoli mesurant 11.0 X 8.4
em, & travers une chambre photographique. avant d'effectusr toute mesure
photométrique, le faisceau lumineux est dirigé exaetement sur le centre géo-
mdtrique de l'doran. Lu partie optique de 1'spparell est au point pour ef-
fectuer les mesures photomdtriques.

La cellule photo~dlectrique ast avnportde a: centre géométrique de
1'4cran et raccordée A l'électrorhotamétre. Cette cellule perts un iris de
diamaétre varizble. Ulans le cas gul nous occupe présentement, nous avons ar-
rété notre choix & un irie d'un diamétre de 4 mm, ce qui est légérement in-
térieur an dilanétre moyen des plaques motrices colordes par la médthode au
[3-naphtylacétate et agirandies 340 fols. Cette préemution est de lu nlus
grande liportance car ui 1t4iris de la asllule photodlectrigue 14bordait la
plaque motrice, lu tranamission de la lumidre augmenterait de becucoun, et
d'une fagon incontréluble, ce qui ruinerait tout espolr d'arriver i des ré-
sultats cquantitatifs. IL ne reste vlue ulors qu'd apporter 1'image dn la
préparation microscopigue au centre de l'doran en manoeuvrant le charriot
du nioroscope. Celle-ci est tout d'ubord projetée & faidle grossissement
afin de répérer les plaques, puls & un nlue fort grossissement (X240) afin

dteffectuer les mesures selon la méthode décrite par Dempaey, ielocki et

Binger. (56) .
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Ce~ PREPARATION NU MATRRILL A L'FTUDE ET WETHODR.

L'étude quantitative des activités enzymatiques & L'éohelle micros-
copique ne saurait s'acocamplir sur des spéocimens biologiques qui ont été
fixés, 11 est bien conmu en effet que les moime violents des fixateurs,
par exemple le formol neutre & 4 poureent, dénaturent L'enzyme, abollasant
ainsi une grande partie de smon motion catalytique. Au aoours de ce travall,
nous avons ohoisi 4'opérer sur la langue du rat ocoupée on seation transver-
sale. 2n effet, celle-ci contient un grand nombre de ibreas musculaires
erientédes en toutes directions. Les chanees sont donc bonnes de seotionner
une grande partie des plagues motrices en un plan favorable & leur étude.
L'iupersance de l'orientation des fibres musculaires sur la préparation
mierascopique sera diseutée plus loin.

De plus, les estérases contenues dans l'épithélium de la langue
accampagnent sur la méme section les cholinestéruses de la plaque notriee,
es qui est trés favorable pour une étude comparde des deux enzymees. Nous
voerrons que acette heureuse distridbution des deux ferments nous a permis de
préciser la nature de l'enzyme au niveau de la plaqua motrice %ells qu'elle
o8t révélée & l'uide de la technique au [J-naphtylecdtate. Dmns certaine eas,
nous avons étudié l'ectivité enzymatique au niveau de 1la plaque motriee des
muscles intersostaux et du diaphragme. Toutes les caractéristiques que nous
déerivons plus bas s'appliquent suesi bien aux enzymes de lu plaque motrice
de la langue qu'a celles des muscles intercostuux et du dlaphragme. MNoue
avons done priparé des seations en coupe transversule de la langue du rat
par omgélation & 1'aide du gaz carbonique liquéfié. Lee sestione ont ét4
coipées & 15 microns d'épaisseur et appliquées directement mir la lame sans a-

jouter aucun agent pour les ¥y retenir. Manipulés avec roin, ees préparations
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mioroscoplques dtulent assez aolides nour sunnorter toutes les opérationa
subsédquentes.

La solution d'incubation pour le(§-naphtylacétate étalt de la com.

position suivante mu litre:

Q-mphtylacémte, 100 mg; Ai-ortho.anisidine tétrazoté 400 mo;
NaCl 0,02, en tampon au véromal & pH 7.8.

le B-nnphwlaoétata & d'abord 4té dimsout danz & ml d'acédtone pulsr tjoutéd
lentenent su liquide d'incubation immédiabement svant usuge ot en agitant.
Dans ges asomxiitions, la soelution demeurs linpide e% 1l n'est pas nécessalre
de la filsreyr,

La solution 4'incubation pour hB-nupht.oxycholm oontenait les
ingrédients suivuants au litre:

B-oarbongphtoxycholine. 200 ng: di-oxtho-anicidine %4tramoté 400 mg:
CaClz 0.3M, en tampon au véronal A pH 7.4.

A moins d'inddcation emmtraire, le temns Jd'incudbation en nrésence
do(a-naphtylaoétate a 4t$ de quinze minutes 4 la température du laborutoirs
taniis qu'en présence daQ-myMoxyomun&, il a 6% de trente minutes 4 B%°,
Pour les examens au nicroseape, lea préparations ont 6%té montdes dans le
mélange glycérogel. (o8 prénarations mierosganiouen s5n¢ trda otubles et

nesuvent 8tre sonservées plusieurs mois Bans ddtdrioration a narente.

D.- DEGORLPTION BUMMATHE Di La FLACUE MOTRICE COL.RES Pa i La
MiTHODS AU “APHTYLAGET.Z* BT & La (3 -GuRBON.HPOXYCHOLIN,

4 1l'alde de ces deux rémctione, il o8t impossible d'ebtenir de fipes

loculipations histoshl icues 4 un groesisnement poussd. liais 14 n'était vas

le but.
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la figure 24 représente quelquus plaques motrices vues de fude &

la surface des fidres musouluires & un grosslssemsnt de X807. Celles-ail

se détachent en zones:d'un dlou pourpre intense sur un fond ross.

Figure 24

Plagues motrices vues de fuce & la surfuce des fibres muscu-
laires de la lungue coupde truusversulement. Hubstrat: [3-
naphtylaodtute. drose, ALBO7.
La figur; £S5 représente quelcues plaques vues & un grossissement de
X418. Les plagues, & un tel grossissement, sont loin 4'dtre clairement dé-
1imitées et 11 ost i possiblo de discornsr la struoture rétioculaire qui les
caractérise & la suite d'une goloration wu vert Janus ou & 1'scétylthiocho-
line.
De plus, la réaction au ﬁLnnphtyluoﬂtuto ntest pap limitée & 1a
région de la plague motrise. On paut en effet noter une réustion difiuse sur

goutes les ribres, quoique'de moindre imtonsité. Il est & noter également
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Que le préoipitd wpparalt sous forme de points ciffus. .ous verrong nlus
loin que cette ddposition du précipité n'a rien 3 voir avec l'activitéd
acétyloholinestérasique et est dus wu contruire | l'aativité de l'estéruse

non spscifique, -

Figure 286

vue de trois plaques motrices & la surfice de la
fibre musculiaire de la langue aoupéde transversa-
lement, aubatrat:ﬁa-nmphtylaaétat&. Groas., X415.

la figure 26 représente guelques plaques motrices & la surface de
1s £ibre musculsire et provenant de l'aetivité cholinesatéraaique en prémence
deﬁa-onrbonaphzoxyohnline.

t18n pour un temps d'ineubatio. do TO minutes & ¥B®, 1lu rdaction est
beauaoup moias iut@nse en préssuce de[3~oarbonaphtaxyoholino qu'en préaence
de [J-naphtylacétate. Ds plus, lu réuotion est limitée & la région de la

plague motriee tundies gu'ailleurs & la surfage Jde la ribre, l'aotivitd



- 1l -

enzymatique est nulle. lious pouvons admettre provieciremens qu'en présence

Figure 26

Vue de qu.lques plaques motrices & la surfage de la
£idre musculaire de la langue coupde tranaversale-
ment. &ubstratzﬁ -carbonapitoxycholine. Gross.X207.

-

de @-mbonaphtozycholine. ly réaction est due & l'aotivitd non spéeifique
ainsi que imavin et ses uollaboruteurs (139) l'ont démontré pour la cholines-
sdrase du sdérum. Hous verrums plus loin que pur histophotomdtrie quelqu’de

clairoiessement peut &tre upporté u ce prodliuwe,
Koe 15 URE DE LYACTIVITE LUTHRaLIQU L N iIVEQ D L "LalUT MOPRIZY
PaR HIoTORILT LIk

avant 4o passer & l'dtude quuntitutive de ltactivité estérasique au
piveau de la plaque motrice, 1l est bon de préeieer davantage certaine points

de la méthode biatophotométrique. I1 est évident qu'il ne saurait &tre ques-
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tion de mesurer l'uotiviié oholinestdérasiqu. de toutes les plaques motriaes
vieibles & la surface des fibres musculaires d'une coupe trangversale de la

langus .

l.~ Valeur woyemne 40 l'aativité estérasique de la plague motrice

ahez des rate témoine,

la figure 27 reprdseute l'aspect d'une partie de la liungue avec ses
nombreuses plaques motrices 4 un faible grossissemsant (XI8). Lur cette partie
L]
représentant environ le quart de la surfsce totale de la langue, on peut eaap-

Ser un trés grand nombre de plaques motrices bien individualisées. Mesurer

Figure 27
Vue de nombreuses plaques notrices réunies en groupes &

1n surfacs des fibres museulunirea de la langue aoupde
sransversalenent. &ubntrutt‘ﬁé~naphtylacétuﬁe. 0Y088 .25,

1'activité au nivesu de toutss les plaques nurait %4 12 Sraveil fantidieux
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ot 4'ailleurs inutile. Nous avons sonstaté que l'activité enzymatique dtait
sonstante, 4 un degré surprenant, pour toutes las plagues réunies en groupe.

Nous avons dono d4cidé de masurer l'activité 4'une peule plaque par
groupe., i oceol, {1l n'y avalt pes que la raison de simplifier le travail bien
qutil faille reconnuitre, qu'en pratique, 11 aurait €té oxcesasivezent long de
déterminer l'activité de toutes les plaques, Bien nlus, i) n'est pas pocelw
ble de déterminer aves préeision l'aotivitd de chacune Aes plaques. L'examen
de la figure 27 nous en fera voir la ralson. Certainez plaquees apparaissent
de profil, & lu marge ou encore en terminaison Qe lau fibre musculaire. ians
ces canditions, 1l est & peu prés impossaible d'appliquer exaotement 1l'iris de
1a cellule photedlectrique sur la plaque. la noindre errsur dc position ene
traineruit des errcurs coneidérablen dans la mesure de Js transmission de la
lumiére puisque le tissu con jonetif environnant est beaucoup wlus trunsnarent
que la fibre rusoulaire. HNous avons ‘onn décidé que, de fagon géndrale, nous
ne mesurerions l'activité snzymatique qu'au niveau 4'une plaque bien c¢entrde
suy la fibre rusculsire, et prdsentunt autour A'elle un lien »ropice & la Aé-
termination du blanc Io qui intervient dmne la fonction:

T = I/1e

La détermination du blsne rdrite une attention toute narticuliéres et
la justessec des rdsultata ddpend de heaucoup de cette mesure, 1imon (106) a
attiré l'astention sur le fuit que la blane devatlt atre tel que ln perte d'ine
tensité lumineuse due & des onuses non sndeifigues comme par exemple, nerts
pay Aiffyaction, réflexion interne ou réflexion de smurface y solt exncotement

1n méme que dans l'objot A mesurer. 4 vral Airs, 1l n'existe pas d» régle



- 121 -

générale qul permette de 4dlriger la recherche Au blane. Dans sertains cas,
on étadlit ae dernier sur des préparationa témoine de néme épuisseur en apé-
rant dane des conditions identicues & celles ol o'effectue la rémotion, mals
en ametsant un réactif qui permet & la voloration de se développer. Par ex-
emple, dans la réaction de Feulgen, on omettraid moit L'hydrolyse, soit le
traitement par le réactif de Schiff., Il va sans dire que pour établir un
blano de aette fagon, il faut opérer sur des couves d'une épalsseur Srbs
constente et d'une astructure strictement eomparable,.

Dans le oas gqui nous oecupe présentement, nous avons resherehé le
blane sur un poind de structure et de densité & peu prés comparadble & ocelui
od s'établit la réaction oolorée., le blanc iddal nous a done semdlé lu fibdbre
misculaire non autrement colorée que par la réaction estérasigus 4iffuse & sa
surface. Dans ces conditions, nous pouvions groire que nous avions un blane
s'approchant des asenditions iddales pour ume plaque domnée. Fn effet, 81 1l'on
yecherche la valeur Jo &n quelques endroits, autour d4d'une plaque, on prut cons-
tater que cette vuleur ne varie gque trds peu d'um endroit & l'autre. Imfin,
11 faus ajouter qu'avant toute mesure d'agtivité d'une plaque motrice nous
avons réajusté la valeur du blane au zéro de l'apparell. D“our une méme pré-
paration, en régle générule ces rimjustements sont minimes. .''uns préparation
4 1'autre, les variations sont plus grandes, et enfin, d'une expérience &
1'autra, ces variations s'acsentuent encore. HMais en dernidre anulyse, on
peut oroire que la détemination du blene, &1 elle ast faite avec soin,
n'insroduit .qu'une erreur négligeable 4 la sondition qus cette valeur soit
déterminée en un endroit volsin de lu plaque motrice 4 1'étude,

la plus grande partio des rédsultate que nous exposeront plus loin

ont 6% analysés par méthode statistique. .. titre d'oxemple, duns le tableau



XIV aont comparées les Aifférentes moyennes cue nous pouvons obtenir en ade
diticnnant les résultats de l'activisé eatérasique des plaques riotrices chez
des rats normaux, moyennes obtenues 8oit pour uns préparation donnde, compre-
nant toujours 10 dédteminstions, pour cing préparations provenant 4d'un seul

animal ou vingt-aing prépuratsions provenant de¢ eing animuux différents.

Tulil, XIV

Evaluation statisticue de la valeur moyenne de l'anotivitd estérasigue aun
niveau de la plaque motrice.

Pravenance de la Kombre de Yaleur moyonue Brrour standard

Yaleur moyenne détermina tions densité optique de la moyeane
X100

une ssule prépara-

tion mieroseopique 10 21.% + 2.6

5 préparations pro-

venant 4d'un rat 50 20.6 2.

28 prénarstions pro-

venant de 5 rats 250 £2.8 +1.9

noyenne de toutes

les déterminations %10 az,1 +1.9

Hous pouvons constater que la valeur moyenns de l'aotivité acétyl-
cholinestérasique varie trés peu d'une préparation mioroscoplque & L'autre
et que l'erreur standard de la valeur moyenne est mihime 0% d'une veleur a
peu prés conntante. De nlus, entre les valeurs moyennes de chacune dee nré-
parations prines deux @ deux, ou entrs les valeurs moyennes de 1'aotivitéd
estérasique ohez deux animaux différente, nour n'avons jJamais constatd de

Adi1tférences significatives & l'analyse atutistigue,
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Done, de fa,on géndr«le, daus la suite de ce $rvail, la wvaleur
moyenne de 1l'aotivité estérasique d'uwo préparation miercncopi-ue Jonnée
proviendra de dix déterminations faites «wu nivomu do plagnes dbien centrées
sur la fidbre muaculaire.

Touter ces garactériatiques nous inclinent & croire que la rédthode
histophotométrique peut mervir i détemminer aves préoision l'auctivité enzy-
matique in situ au niveau de la plaque motrice du numele etrié. L'étude des
parumétres de cette activité enzymatique, comme le %emps d'incubation, la tem-
pérature ou la concentratin: du substrat viendra d'ailleurs eorroborer les ré-

sultats que nous exposions plus haut.

2.e Ltude de 1'inhibition in vistro de }'activiid estérasique par

l74gérine.

in second lieu, l'effet de l'dsérine ocur l'ackivitd estérasique
au niveau des différentes rtructures de la langue a été dtudide. Le but
de cette expérience étuit de distinguer entre 1'netivi$é enzymutique de
1'épithéliun et celle de la plaque motrice et auszi 1'4tablir 1. senzibi-
11té der enzymes en ces deoux régions & des coneentrations oroicsuntes d'é-
sérine. in effet, la cholinestérase ost trda sensible 4 l'action de 1'ésé-
rine qui, & une concentration ds 10~ peut aboliyr la mnjeure partie de mon
activité enzymatique (61). Par silleurs, les estérases, ocmre nous 1'uvons
46J4 vu précédemcient, sont beauncoup moine sensibles & cette action inhibi-
trice. lLes préparations mioromeopioues on¥ %4 inoubdes en présence de

sulfate d'ésérine & des congentrations de 10=7, 108, 10~5, 10~%y, durant

grente minutes, puls ingubdes & nouveau en présence deﬁ;—nayhtylacétuto at



Flgure 28

Effet de l'ésérine (IO“VM) sur l'activité oholinestiramsique de
la plaque motrice et sur l'aotivité estérasique de l'épithélium
de la langue du rat. &Subutmtxﬁ -naphtylacétate. Gross., X32.
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Figure 29

Vue de quelques plaques motriges 4 la surface des fibres muscu-
s de lu langue & la suite d'ume inhibition due & l'éagrine

)e Bubstmtz@-mphtyluaémw. Grose. 1850,
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de ﬂauonrbongyhto:ychollnu durant respsetivement quinze minutes & la tempé~
reture du laboratoire ot trente minutes & 853°,

A l'examen de la figure 28, on peut constater que l'éuérine i une
aoncentration de 10™7k inhibe & peine l'aotivité estérmsique au niveau de
1tépithélium, tandis que la rémotion au nivesu de la plaque motrics demeure
& peine visidle. la figure £9 1llustre encors misux ee phénomdne d'inkibition
au niveau de la plaque motrige.

Il est & noter de plus quo la rémction dAiffuse ne disperait pus &
la surface de la fibre musouluire. Les réactiona estérasiques au niveau de
1'épithélium et & la surface de la fibre ne sont inhibdes qu'd une coneentra-
tion 4'émérine Ggnle a 10'“!, ce qui indique que l'activitd & ces nivegux
est due A une estérase non epdcifique.

En préaence de/g-earbonnphtoxycholine, 1'ésérine inhide tout ausasi
bien la résetion estérasique au niveau de la plaque motrice, seul site aotif
sur la préparation, l'épithélium et la fibre musoulaire étant toujours néga-
tifs & ce point de vue.

Enfin, l'activité estérasique au niveau de lu plaque motrice a 446
mesurée par histepbotamétrie., Les résulsats obienus sont consignds dans le
tableau XV. On peut sonstater que l'ésérine & une oousentration de 10~
inhibe trdés fortemsns l'hydrolyee duﬁa-naphtyluuﬁtato ot de laﬁg-cnrbonnph-
toxycholine. ODmns ce dernier ous, la réaction é%alt srop fuible pour étre
appréciée & 1l'histophotométre. Lane les doux cus, l; rénotion édtuit totale-
ment inhibée & une concentration de 10"%.

Cette expérisnce prouve trés olairement que le méme subatrat, le

ﬁ..uphtvlmﬁah. n'eat pas hydrolysé par le nmiéme engymeé sur uue mime
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préparation micromcopique. au uiveau de lu plaque motrice, il eat hydrolysé
par une cholinestérase, au niveau dc lu fibre musculeire et au niveau de

1tépishélium par une estéruse.

TABLIAU XV

Influencge de 1'¢edrine in vitro sur 1'aotivité oetérasioue de la plague mow
Arice de la fibre musoulaire de la langue.

Substrats ~0tivité onzymatique (densité optique X100)
Témoins Enérine
10~ 10~
acétate
@-urmphto- 12.2 trda faible 0
xycholine réaction

De plua, le fait que 1'ésdérine inhibe 1'hydrolyse de la ﬁ-mrbonaph—
foxycholine & une faible concentration (10'7M) prouve que ce substrat est
hydrolysé pur une cholinestéruse. Comme par allleurs, il a 4u5 prouvé que
la cholinestérace non spéoifique hydrolyse ge substrat & 1'exclusion de
l'acétyleholinestérase, on peut conolure que e dernior snxyme est préorent

au niveau de la nlaque motrice.

%,.~ Etude d4u taux de la réantion cholinestdérasique au nivesu de la

plaque motrioe en fonation du temps.

Dans 1@ bus de wdérifier la précision de notre méthode higtaphoto-
métrique, nous avons étudié le taux ds le rdectic: avétyloholinestérasique en
fonetion du tempe & des imtervalles de 5, 10, 1B, 20 ot 25 minutea sn pré-

ganico de B-mphtyhoétaso.
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Pigure 40

pn

Taux de la rémetion cholinestérasique au niveau de la plaque
notrice en fonction 4u temps. Xn abeisse: tempe en minutes.
In ordonndée: activitd enzymatique (densité optigue X100).
Hous pouvons eonstater, :1'aprés lu figurs 20, que l'activité en-
gymutique en fonctlon du temps est représentée par une fonotion lindaire

dans 8= phase initiale, maie qu'apréa environ (uinze minutes, le taux de

la rémsction tend & dininuer légbrement. lous avons done ddeidé d'arréter
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le tains &e la réaction 3 quinze minutes, 4 la tempdrature du laboratoire,

pour toutes les expdériencos subsédquentes,

4.~ Ktude du taux de la réactio:n oholinestdrasique au niveau de 'a

plaque motrice en fonction de la tempdrature.

3030 1 e
0o -
(3
'Y
ic ot
o
i 1 i |
10 20 30
Plgare 31

Effet de la température sur 1'aotivisé cholinestérasique de la plaque
motrice. En abeisse: température. .n ordonnds: setivité enmymutique
(Densité optique X100).
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Le second paramdtre Studid a #té l'effot de lu tempérudure sur le
taux de la réaction. Nous avons 1étermind l'aotivitéd enzymatique & #°, 8°,
14°, 20° et IZ°. Comme on pouvait prdvoir une forte motivité enzymatique &
23®, nous avons arrété le texps de ls réaotion 4 1ix uinutes afin de domeu-
rer duns la partie lindaire de la courbe dtaotivitéd enuymatique, et aussd,
afin d'4éviter u-e diffusion poasible du pigment. Leos résultats obtenus
sont résumés dans la figure 21l. HEncore une fols, nous avona pu constater
que l'activité enzymatique en fonotion de la température est reprégentée par
une foenction linéuire entre 4® et 8. . 2°, nous n'avone pu déeeler de

réaction, sant au niveau de la plaque motrice qu'au niveau de l'dpithélium,

5.~ itude du taux de la réaction cholinestirasique en fonation de

la concentration du subetrat,

Le troisidme paramétre que nouz avons évudid a é%é L'effet de la
congentration du substrat sur l'activité enzymaticue. L'échelle de concen-
tration Studiée varialt entre 0.6, 1.2, .8, 5.75 et B X 10™%, . eotte
derniére concentration nous touchons la limite de solubilité du @-mphtﬂ—
acétute & ce pi ot & la température du laboratoire. Les résultats que nous
avons obtenus sont reprdeentdéas paur la [igure B3.

4 la plus faible coneentration, o'est-d-dire 0.6 X 1074, 11 4ttt
possible de ddoeler une réaction su nivesu de la plaque, maie trop fainle
pour étre appréciée quantitativement. .ux uutres concentrations, le baux
d'activité augmente d'abord usser repidement puis plus isntement jusqu'd la
concentration de B X 10"“. lindite do solubilitéd du H—mphtylucétate dans les

gsonditions présentenent ddorites,
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Pigure 32
iffet de la concentraution 4Au substrat sur l'uctivité cholines-
téranicque de la plaque motrice, un ubclase: ooneentra.ion du
substrat, in ordonnde: ametivitéd enzymatique (densitéd optique
X100).
8.~ Ltude de 1'inhibigion in vitro de 1'hydroiyse du@-mphwlnc&—

tate ot de lu[J-carbonaphtoxyoholine en présenoe dtacétylcholine.

Ii a été démondrd que l'uoésyloholinesiéruse pouwnit hydrolyuer le
@ ~naphtylasdtute o% la cholinwsiérase, uﬁ-ourbonapmoxyomlim. Copetia

dant, L'afrinité de ces enzymes pour chucun de leur substrat est moindre gue
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pour l'aeétyleholine. (1%9). Nousm avons donc §tudiéd le taux d*hydrolyse de
ces substrats quand l'acétyloholine & des goucentrations oroissantes, est ajou-
séed la solusion d'incubation.

Il a déJa 4%¢ prouvé que Ll'affinité Ae 1l'mcétylcholinestérase nour
l'agcétylceholine est nlus grande cuand le substrat est &4 falble concentra-
tion. (5). Par ailleurs, la cholineatdrase rmnifeste unc plus grands affi-
nité pour l'acétylcholine avec une augmentution de la concentration du subs-
$rat. (5). £1 l'meétyleholinestérase est l'enzyme responsable pour 1'hydro-
lyse de laﬁa-aarbonaphtoxycholine, la nrdsence de l'acdtyloholine en conden-
tratims oroissantes dans les solutimmas d'incubation devrait se mnifester
plus rapidement en inhibant l'hydrolyse duﬁa-naphtylacétate qu'en inhibant
1'hydrolyse de la B—urbompmoxycholine. En effet, leo micanisme 4'inhidbil.
tion ne peut s'expliquer que par une plus grande affinité des enzymes powr
ltacétyloholine gque pour leur substrat respectif,

1. figure 38 rsprésente les courbes 4'inhidbition de l'hydrolyse du
ﬁ;-nﬂphtblacstate {courbe 1) at de laﬁa-carbonaphtoxyeholina {courbe 2).
Noue pouvons constuter que, dans les deux ous, la réaction est inhibde progres-
sivement avee des concentrations d'acéts/loholine passaut de 10~ & 10°2M.
tandis qu'a 10’1H, elle ast totalement inactivée. Cependant, 1l sat clair
que l'inhibition de l'hydrolyse du wnaphtylacdtate apparait plus ra-ilement
que celle de laﬁa—earbonaphtoxyohol1na en présence de coacaentrations orols-
garites d'acétyloholine. Il nous semble qu's lu suite de cette expirience
on pulsse gffirmer que la cholinestérase non sndcifique est pridsente au ni-
vogu 4e la vlaque motrice et neut jouer un rdle phyelologioue. "e nluas, on
peut égmlement affirmer que l'acétyloholinestdrase est l'enzyme nrincipale-

ment respousable de 1l'hydrolyse duf@-naphtylaeédtate nulsque d'une part, son
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taux d'agtivité oot déJA réduit en présenae d'wscs bylanoline ¢ une concentrae.
i de 10"‘%&. tandis que d'gutre part A la mine comaniration, la sholines.

térase noi spicifique n'ost pus inhibée.

§ so

[l i

1
10-% 10-4 TR 102

PFigure 38
iffet de l'ucétyloroline sur 1'hydrolyse du B—mphtylaoﬁmtn {courbs 1) et
de ls B-oarhonaphtoxyahouna teourbe L). Lo aboisee: concentration moe
laire d'acétyloholine dans la solution d'imceubstion. Dla ordonnée: aotivité
enzymasique. (Densité optique % 100).
.ufin, l'acdtyleboline & une concentration de 10~ u'inhibe en rien

1taotivité estéresique au niveau do 1'dpithélium tundis Que toute activité

eet abolie au niveau 4e la plaque, 't une preuve de plue que L'eszyme de
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1'épithdlium est fort différent de l'cniyme ‘es pluquesn bien nue tous deux

hydrolysent le meme subatrat, le @mphtylaodtato.

7e~ stude de 1l'inhibition in vivo de l'activité cholinestérasique

par l'ésérine,

On sait que l'ésérine exerce son action toxique en inhibant l'seti-
vité de la eholinestérass au niveau des récepteurs cholinergiques, Afia de
vérifier la validité de la mesure histophotamétrique,de l'activi té cholines-
térasique, l'ésérine a 4t4 injeotde par vole Intramusculaire at L'activité
enzaynmatique détorminde au niveau de lan plu-ue uotriece “as £ibres musouluires
de la langue. les rats furent diviméa en quatre groupes de quatre individus
dont trois requrent respectivement 1 ng, 0.70 mg et 0.5 mg d'éeérine par ki-
logremme de polds. Tous furent sacrifiés trois heures aprés les injectiona.
les animaux du dernier groupe (1.0 mg/kg) étalent sur le noint de mourir &

la f£in 46 l'expérience tundis que ceux du premier groupe (0.5 my/ky) déve

TaBLislU XVI

Influence de l'ésérine injectde par voie intramusculsire sur l'activité oho-
linestérasique de la plaque motricoe de lu fibre musculaire de la langune.
Substrut: (4 -naphtylacétate.

Groupes activité enzymatique (densitd optique X100)
Témoins 20.6
Esérine 0.5 mg/ 16.6
Zpérine 0.75 mg/kg 12.8
Esérine 1.0 mg/kg 9.6

loppaisnt de légéres amvulzions.
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L'aativisd oholinestdrasique de la lamue mobtrice de lu fibre muscue
laire choz les animaux des ALfC'renta yrounes ev® ex»rimde dans le tableau V1.
Hows oouvaons oonstater que l'dsérine innotive l'ucédt laeholinestérase
au Alveau de lu plaque motrice. Us plus, le degrd A'inhibition que nous svons
obtenu an prédsence dA'dnérine & raison de 1 my par kilogramme rend compte par-
faitanent des phénomanas toxiques que nous avions observég chez les animaux.
Il est sn offet connu qu'au deld de 50 pour 100 d-inhibition au nivewu du

syateme nerveux périphérique,l'iesue peut devenlr fatile.
Fo~ CONCLUGION DU PRUVEND Cil G IThi,

AU cours qu prédsent ehapltre, nous avons vu qu'il est noseible 4'étu.
dier quantitativenent l'aotivité cholinestérasique au niveau de la plague mo-
trice de la fibre amaculaire de la lungue. T.am oritéres ordina!rement accep-
%6 on enzymol.ie se trouvent wérifiés 4 iL'ailde de la éthnde histophotomé-
trique. sinsi, par exemple, 1s tnux de 1 wdaetlon on fonetion du temps et
de la tenpérature sult une proportion lindaire dunc fles limites suffise ment
larges. liour avone pu eonstoter éunlement que 1l'aetivitd snzmymeitique est
proportionnelle & lu conceniration du substrat, lLr réaction d'hydrolyse du
@-mpmylneétnta et de la B—curbonaphtox:,vohol1ne est inhibde en présence
A'godtyleholine et A'dadrine. une le cas do 1'inhibition & 1'ésérine, 12
en regaort aluirement Que 1'activitd eymusique wu niveau 2o la Hlaque ast
due & ltacétricholinestérase et A lau cholinestéruse, tandia que lee eetdérases
non spécifiques ne jouent aucun réle. Par ailllewrs, ce deraler enzyme looa-
1ieé au piveau de 1'6pithélium de lu lungue Joue un rdle prépond runt I-ns
1'hydrolyse mg-xmphtylac»’atesw, ot n'est pus sensible & l'uction de 1l'4sérine

A faidble concentration.
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aAu cours de l'évude de Ll'inlibition de Y'uctivits enmyrmtiocue &
1'uide de Y'ucitylcholing, 11 a »u étre ddmout:d cue L'ucdtylaholinesté-
rase looalisée au niveuu de la plaque rotrico eat l'ensyme principalement
inséressd lore de 1'bydrolyse du@-nuphtylwétuto. Nepenviant, l'hydrolyse
de la(g-carbonuphtoxyoholine i peine inhibée par 1'aoétylcholine & fuible
concentretion aprorte une preuve de plus que ce dernier subatrat est atta-
qué pay la cholinestérace non epécifique & ce nivesu.

L'inhibition de l'uaétylcholinea¥éruse au niveau de lu plaque
motrice & la sulte dtinjection A'ésérine pur voie intra-rusculeire dé-
nontrée par cetts métiiode hiastophotomdtricue, prouve qu'il est nossible
de suivre l'évolution 4'un phénoméne -harmezologique & ee nivegu., Hn
effet, le degré A'inhibition, tel que nus avonas pu le nesursr, allait
de pair avec la sympt&m‘ologio bisn connue d'une hyperactivité dea rdcep-

teurs oholinergigues.
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CHAPITRE HUITIEME

KFFET DE L'ALURINK EUR L'aCPIVIPHE CHOLINUOTERASLIGUE oU HIVESU L Lo PLAGUE

MOTRICE DE La FIBRE WUSCULAIKE Vi La LaMGUE,

Dana la premidre partie de oe travail, nous avons pu démontrer
que 1l'aldrine n'exercait aucun effet sur l'aotivité mcétylcholinestérasi-
que des globules rouges ou sur l'activitéd cholimpastérasique du sérum. Far
ailleurs, l'analyse pharmacologique des effets de l'aldrine semble indiquer
que ce oomposé exerce uns action neurotoxique.

a l'aide de la méthode d'histophotométrie quantitative dderite plus
baut, nous avons entrepris d'dtudier l'effet de l'aldrine sur l'activité a-
eétyleholinestérasique da la plaque mctrice. Il nous & semblé intéressant
de vérifier co point principalement 4 csuse des convulsions quil su .vent
1l'administration du toxi que indiquant peut-étre une aotion périphériqus.

Les unimaux regurent 1'aldrine dissouts dans l'mile de mals par
vole intrapéritonéale & raison de B0 mg, 45 mg, 60 mg et 120 mg par kilow
gramue. ..prés quarante-huit heures, les sanimaux ayant regu 120 mg par kilo-
gramae moururent, Les rats des autres groupes furent sacrifids 4 la fin de
la trofsféme Jjournse. Ceux qui avsient reyu 60 mg par Kilogramme de poids
d'aldrine survéourent, :mie au noment ol ils furent sacrifids, 1le avaient
développé les traés gruves aymptomes qui font sulte 4 l'administration d'un
poison neuroteéxique administré & une dose massive. L'activité cholinesté-
rasique & 6té déterminée en prdsence de@-mpmyhaéwto gelon notre tech-

nique usuelle.
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T, U XV1I

Effet de l'aldrine injeotée par vole intramusculalre sur l'metivité acétyl~

cholinestdrasique de la plaque motrice de la fibre musculaire do la lsngue.
Bubstrat: 3 -naphtylacétate,

Groupes Aetivitd enzsymatique (demsité optime X100)
témoine 20,3
aldrine 60 ng/ kg 82.8
aldrine 45 mg/ kg 88,1
aldrine 30 mg/kg B8 o

A l'examen de ce sableau, on peut conclure qua l'aldrine n'exzerce
auguns activité inhibitrice sur l'aotiviséd acdtylobolinestérasicque de la
plague motrice. Les propriétés neurotoxiques de oe poison ne peuvent a'ex-

pliquer sur ceite dase.



CHAPITRE NEUVIEME

ETUDE DK LY'aNTAGONISME C'aCTION ENTRE L.i: HYDROCAKBUNED CHLOLES ET Liu

PHOSPHATL: ORGANIWUZL AU SIVELU DB La PLaQUE MOTRICE

Nous avons vu au cours du chapitre quatridme que les hydrocarburee
chlorés diminuent de beaucoup la toxicité des phosphates organiques pour
1'organisme animal pourvu que les premiers solent administrées trois ou qua-
tre Jjours avant les seconds. Nous avons vu également que l'aotivité eatéd-
rasique du sérum ne pouvait expliquer l'setion protectriece dea hydrocarbures
ehlorés. in effet, su cours de dosages effectués chex des unimaux protégés
et non provdgés, nous avons pu constater que l'activité estérasique du sdrum
suivalt, dans chaocun dea cas, de:z courbes & peu prés paralléles. Ltzotion
proteetrice ne peut vraisemblablerent étre due & la faible augmentation 4'aoc-
tivité estérasique du sérum chez les animaux protégée 4 l'aldrine. D'ailleurs,
le lindane, qui cause une tres faible augmentation de 1l'activiié estérmaique,
offre un certain degré de protection bien qu'il n’augmente pas autant l'ue-
tivité estérasique que 1'aldrine ou le ohlordane.

La protection ne saurait égmlement étre due i une augmentation de
la protéine-enzyme ou une autre protéine du asdrum, pouvant réagir aves le
phosphate organigue protégesunt ainsi les centres cholinergiques. In effet,

& 1'analyse éleotrophorétique du sérum, auocune variation des différentes

fraotions qui le campose n'a pu Stre ddmontrée. Restait done L'hypothbse
suivante que le phosphate orgunique était détruit ou inactivé avant d'ut.
teindre les plaques motriees du .uscle, les phospbates organiques osusant

1a mort par une inhibition périphérique de 1taodtylceholinestérase.



- 139 -

Nous avans done déc1dé d'étudier 1'anotivisé mecdtyleholinestérasi~
que au niveau des plaques molrices de la lungue 4 la suite d'injection intra-
péritonéale de tétraéthylpyrophosphate (TEPP) obex des animmux normaux et
ches des animaux ayant requ une dose praphylactique d'aldrine & raison de
20 mg par kilogramme de poide égmlement par vois intra-péritondale, Trois
Jours plus tard, nousa avonc done adminietrd le TIPM 1) dgalemont par veie
intSra-péritondale & raison de 1.0 2z et 4.0 mg par kilograrme de noids. Les

quatre groupes d'aniaux comprensient eix individus claoun,
TaBLIAU XVIIT

Effet proteateur de l'aldrine vis-d-vis de L'mction antisholinentérasique &u
TEPP au niveauu de la plaque motrice. subatrat; ﬁ—nnphtylaeétato.

TEPF injecté Activitd enaymatique
ne/ kg (pourcentage des téwoins)
Rate non protégés Ratea protégés & 1l'eldrine
1.0 63 97
4.0 0 71

A la pluas forte dome de TEPP, tous les ani sux du groupe n'ayant
pus requ d'aldrine sont morts dane les cing minuten. Cing des aix aniueux
protégés survivaient encore 4 1'injeotion du phoaphate organique aprds trois
heires. 4 068 point, tous les animeux furent sacrifids. A la plus faible
doee, les unimaux non protégés survéourent durunt trois heures, maip Adve-

loppérent des convulsioms, tandis que les uni aux protégés ne manifestdrent
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(1) La solution de TEPP injectée n'a pas 4té purifide au préalable et conte-
aalt fort probablement d'wutres nhosphates organigues,
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aucun eymptome névrosique. L'aotivitd asdtylsholinsstédrusique fut ddteminde
au niveau de la plaque motrice en présence doﬁa-aaphtylacétate tant chez les
aninaux saorifiés que chez les aninaux morts & la suite des injeotions.

(Rats non protégés ayant requ 4 mg de TEPP par kilogramme de poids).

Les résultats obtenus sont consignés Aans la tablean XWIII. A
l'exumen 4e ce tableau, 1l aaemble dvident que la protoation gque procurent
les hydrooarbures chlorde s'exerse au niveau 1es nlamues motrises. Lprés
injection dtune dose rmssive et mortalle de TEPP ohezr les animaux asn proté-
gés, l'activitéd cholinestirasique est dganle & zéro, ‘hnz les aniraux protée
gée, 1'activité cholinestérasique as'exprime & ralson de 71 nourcent Aes té-
moins ot est largement computible avec l'activité cholinsstérasique minimum
pour l'entretien de la vie. . la suite d'une injestioc: mon léthale, l'acti-
vité cholinastérasique chex les animaux non provégés diminue do beauossup, tan~
dis que chez les anlaasux protégde, la mémo activitd es¥ normsle.

11 es$ done logigue de aonslure e la urotestion amor¥dse par les
hyd rocarbures chlorés s'exorce au niveau des nlaguee motrices., C'est blen
connu que les shoephates organiques exercent leur action toxique 4 inhibant
l'acétylcholineatirasique musculaire. Il fuus adzettre que d'une fagon ou
d'une nutre, .6 toxique ne parvient plus sou: forme metive au nivaau des rd-

ceptours cholinergiq.ee, 1li i 11 exerce son uaction noaive.
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CONCLUSIONS GINER4LEH

Les recherches des dernidres années ont é%abli trds olairement que
1tacétylcholineatérase se distingue des autros enzmymes par sa trés grande vi-
tesse de resnouvellement. Sur cette bame peut a'explicquer le réle e l'en-
gyme jous dans la transmission de l'influx nerveux en détruisant extempora-
nénent leo nédiateur chimigue, l'acétyleiwline. Lss inhibiteure de l'eonzyme,
sommes les phosphutes organiquez ou l'ésdrine, causent une hyperactivité dea
eentres cholinergiques, sntrainant fatalemaent la mort de l'animal,

Par ullleure, le mécunismae de l'action toxime des hydrocarbures
chlorés aromatiques demeure un sujet fort controversd, OCertains symptémes
névrotiques font certainement suite a4 l'adminiatration de ces polsons, Maile

leur action sur l'acétylcholineatérase n'a pu encore étre démontrdée.

Dans la partie biochinmique de ce trawvall, nous avens pu ddmontrer
que l'aldrine et plusieurs autres hydrocarbures chlords provoqualent une aug-
mentation du taux de l'motivité de l'estéruse adrigue non spdoifique. Ce
phénomdne peut étre mis en évidence & la suite d'une administration unique
du toxique ou & lau zulte A'une adminlstration sontinue. Danas ce dernier cas,
{1 semble bien que l'animal s'adapte au toxique: la courbe d'augmendation
de l'activité aérique atteint un palier. &1 l'on injecte des doses suCses-
sives d'aldrine, dang l'heure qui précdde la mort, lu courbe d'aetivitd aug~
mente en fléche. Il n'y a cepandant aucune relation directe entre les deux
pbénombdnes. De plus, l'aldrine exerce une action marquée sur le taux de ré-

gération de 1'estéruse sirique & la suite 4'un mbaissonsnt de ce dernier par
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la tlyroxine et inversement la thyroxine sensibilise l'animal & l'uetion de
1'aldrine.

Gependant, malgré la relation certaine qui exlste entre laes teneurs
sériques en estérases ot an globulines alphu, les deux 4tan? wous le gm trdle
de la thyrolde, la tensur en globulines alpha ne varie pas & la suite 4d'une
injeation d'aldrine.

Par ailleurs, l'aldrine n'exerce pas d'effet inhibiteur sur l'acéd.
Sylcholinestéruse des globules rougan, Bian que la fonotion de l'enzyme &
¢e niveau ne soit pas clairement dtadlie, cetto constatatlon permet &'dcarter

provisoirensent la possibilité d'une auction anticholinestérusique de l'aldrine,

an

Par ailleurs, fuit assez surprenant, l'aldrine protége l'organisme
aninal emtre des doses mortelles de parathion et de tétradthylpyrophosphate,
deux oamposés Jouissant de propridétés anticholinestémesiques. Le lindane et
le chlordane, deux autres hydrocarbures chlords, partagont cette propridié,
Bien qu'il ne semble y avolr auoune relatiocm directe entre le taux d'élévation
de l'estéruse sérique que provoquent les hydreearbures chlorde % la nrotec-
tion qu'ils apportent & L'égard des deux phosphates organiques, il y a un
paralléliisme dane le tempe: les deux phénoménes se superposent entre la troi-
sidme ou la quatridme journde qui failt suite A 1'administration 4e 1'hydrocar-
bure ohleré.

Le phénoménede proteotion ne sauralt s'exsliquer pa: une réaction
préférentielle eutre le phospbate organicque et l'estdrase non spdeifique du
sérus, le taux d'sugmentation de ce dernier enzyme dtunt $rde faidle. Ve la
wéme fagon, méme si le phosphate organique pewt phagir aveo d'uutres provéi-

nes non spéaifiques du sérum, le udcenisme de protestion ne ssuralt s'établir
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sur cette base puisque lu teneur du sérum en aees différentes fracticns pro-
téiniques ne varie pas & 1la :uite d'une administration d'aldrine.

Restait done la nossibilité de poursuivre une 4tude au nivean des
centres cholinergiques eux-mémes, notemment au niveau de la plagque mobtrice
du ouscle atrié. Il a 4té étadbli, en effet, que les shosphates organimies
exercent leur aetion toxique en inhibant l'activité aedtyleholinestérasique
au niveau des récepteurs pédriphdériques. Pour poursuivre cetts ¢ude au ni.-
veau 4d'une structure aussi fine que la nlaque motrice, il nousn a semhlé tout
indiqué de s'’adresser aux méthodes relutivement nouvelles de l'enzmologile

miasroscopique.

A la suite des recsherches des dernidres années sur le mécanisme
des actions estérasiquea, 1l est maintenant connu gue l'scétyleholinestérase
réagit aves l'scétyloholine, avec formation d'un enzyme acylé au eours des
réactions intermédiaires, Sur cetts hase, il avait 4t' Admmtréd que l'acéd-
tyloholinestérase peut catalyser l'hydrolyse de l'aside thiolacdtique, avee
1ibération d'acide asdtique et 4'hydrogdne sulfurd.

A l'aide de cette rdaction, il nous a dté possible de mettre au
point une nouvelle méthode histochiique de ddtection des motivitén estéra-
siques au nein des structures tissulaires. Il ne resdalt qu'd ajouter un
sel de plomk & la seiution d'incubation afin de préeipiter in situ l'hydro-
gine sulfuré cous forme de sulfure de plomb,

A l'aside ds ocette nouvelle méthode, noun avons pu démontrer une
péaction mu niveau des structures sulventes, duns un ordre dderoissant d'in-
tensité: 1lu plaque motrice, les cellules de certains noyaux moteurs du cer-

vesu et 4u derveled, les cellules de lu corne nntirieure de la moslle épiniére
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les cellules de Furkinje du cervelet et les cellules yramidules du gortex
gérédbral, chez le rat. Chez la gremouille, l'arboripation nerveuse termi-
nale & la surface du musale strié a également donné une rdaction positive,

Par la méthode & l'acide thiolacdtique, 11 & 4%‘ possible de
netire en dvidence certiine ddtalle histologiques fins: par exemple, ls
structure réticulaire de la plagus motrice e% la localisation oytopnlasmi-
que de l'enzyme :vu niveau du neurone, avec une réaction de moindre inten-
gitéd dans la partle proxi.usle de ses prolouger-ents, et rdaetion nueldaire
négative.

Far 1'é4tude de 1l'inhibition de la rdaotion eu présece de pPros
tigmine et de tétraéthylpyrophosphate, 1)l a été possidble de ddmontrer gue
1'hydrolyse de l'acide thiolasdtigue ost catalysée i ln fols pur lo choli-

nestérase ot l'estéruse non zpéeif fque.

”» e

¥alheurausezent, cette nouvells méthole, tout camiae celle & l'a.
edtylthiooholine, ne peut &%re utilisde pour des ddterminationsz histopho-
tométrigues quantitatives puisque le prodult final est opaque et que 1'o-
pacimétrie conduit facilement & des résultate entachés d'errcuve. oume
le dut de nos rechershes histochimimes étalent d'dtudier quaniitativemont
1'activité cholinestdérasique au niveuu de la plagie wotrice, nous naus
somzes adressés & la méthode am.@-nmphtyluoét&te, et @a, nour Jleux rulsous
principales: la rdaction condult i la dépoeition au sein dez tiamus d'un
précipité fimal dont le cosffialant moliculaire d'absorption est compati-
ble aveq une mesure photoméirique, et de plur, le pH de lu rdactim ost
trés voiein du »il optimum do l'enzyme. . 1'alde de cette mdthods, 11 nous

a été possible 4'itudier quantitariverent l'activité acdtyloholinestdra-
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aique au niveuu de la plaque motrice et de corroborer la vulidlvd des ré-
sultats en wvariant certuina paramdtres de cetve motivitd et eu $tudiant

quantitativement l'effet inhibiteur de lL'dsérine in vitro et iu vivo.

A 1'atde de gette méthode quantitative, nous avons mu doarter dé-
finisivement lthypothése d'une sotiom anticholinestérasique possidble de l'al-

drine an niveau de la plaque motrice,

¥inalement, toujours aveo la méme mé¥hode, nous avons #té capables
de démmtrer que l'effet protesteur des hydrocarbures chloréds vis-d-vis de
llastiaon toxique des phosphates organiques s'exerce uu aivesu de 1. plague
motrice, 1'inhibiteur de 1l'acétylchbolinentérase ne parvenant plue Jusqu'au

centre eholinergigue, & tout le moins sous une forme active.
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