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Abstract—The comparative study of the metabolism of thiamine and dithiopropyl-
thiamine in mice and rats has been carried out using 'S-labelled tracers and auto-

radiographic methods.
A comparison of the metabolism of these compounds with vitamin B, activity

suggests that there is only a quantitative difference between their biological properties.

IL eST connu que la thiamine est douée de. propriétés antinévritiques dont les applica-
tions thérapeutiques sont limitées par suite d’une faible absorption intestinale liée au

caractére hydrosoluble de cette vitamine.
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La distribution et ’élimination de la thiamine ont été étudiées par des méthodes
chimiques qui font appel a la réaction du thiochrome,'~2 et tout récemment par des

méthodes radioactives a ’aide de soufre 35.4-7
La dithiopropylthiamine synthétisée par Matsukawa®: ®, est un dérivé liposoluble

de la vitamine B, qui conserve les mémes propriétés vitaminiques.
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* Communicated to the First International Pharmacological Meeting, Stockholm, August 22—25, 1961.
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La dithiopropylthiamine se distingue de la thiamine par I'ouverture du cycle
thiazolique avec fixation sur 'atome de soufre d’un radical sulfure de propyle. Cepen-
dant, administrée par voie orale, elle entraine ’apparition dans le sang d’un composé
dosable par la réaction du thiochrome, et une élévation de P’activité cocarbaxylasique
du foie, que I'un de nous a montré étre bien plus importante que celle provoquée par
la thiamine.*®

Il nous a paru intéressant de rechercher la cause de cette différence d’activité, par
I'étude comparative du métabolisme de la thiamine et de la dithiopropylthiamine.
Celle-ci ne pouvait se faire de fagon étroite que grace a l'utilisation de molécules
marquées au soufre 35.

L utilisation de thiamine 35S et de dithiopropylthiamine S nous a permis de
suivre le cheminement des deux molécules dans tous les organes de la Souris, de
mesurer leur concentration dans les principaux organes du Rat, d’évaluer I'importance
de I’élimination urinaire, et enfin, d’identifier la molécule dont on suivait le méta-
bolisme.

METHODES

Préparation des molécules marquées

Le chlorhydrate de thiamine 35S est préparé par le procédé de Wursch,!! avec une
activité spécifique initiale de 74,4 uc/mg a la date de son utilisation. Sa pureté est
contrdlée par chromatographie sur papier.

Une partie de ce produit est utilisée pour la préparation de dithiopropylthiamine
35S par microsynthese.!? Le produit obtenu présente une activité spécifique de 50,2
puc/mg.

Les deux substances marquées sont conservées sous vide au réfrigérateur. Compte
tenu de la décroissance du soufre 35, leur activité est controlée réguliérement de fagon
a préparer, au moment de ’emploi, par dilution isotopique, des solutions ayant un
méme titre et une méme activité spécifique.

Etude chez la Souris

Nous avons comparé, de fagcon qualitative, la répartition, chez la Souris, du soufre
35, aprés administration orale de thiamine et de dithiopropylthiamine marquées.

La méthode utilisée est la méthode d’autoradiographie sur coupes de souris
entiéres'3 15 Notre étude porte sur plus de 48 souris et 360 autoradiographies.

Méthode autoradiographique. Différents temps apreés administration du corps
marqué, les souris de 15 4 20 g sont tuées par immersion dans ’azote liquide 4 — 195 °C
puis débitées au microtome a congélation en coupes de 30 p d’épaisseur, paralleles
au plan sagital du corps du rongeur. Ces coupes, collées sur un support adhésif, sont
desséchées au froid a — 20 °C, puis appliquées sur film radiographique (Kodirex ou
Définix) dont le noircissement correspond aux aires de radioactivité. On choisit les
coupes de facon qu’elles passent systématiquement au niveau des principaux organes.

Nous avons effectué des expériences préliminaires ayant pour but de déterminer.
pour l'isotope employé, les conditions les plus favorables a préparation d’autoradio-
graphies. Nous avons repris, pour cela, la technique décrite par ’un de nous** & propos
du radiosulfate de sodium marqué au 33S.
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Par sondage gastrique, les souris regoivent 12 uc de produit marqué (thiamine ou
dithiopropylthiamine), en solution aqueuse. Elles sont tuées & des temps échelonnés:
30 minutes, 1 heure, 2 heures, 4 heures, 5 heures, 6 heures, 24 heures, 48 heures, 72
heures, 120 heures.

Chacun de ces temps fait I’object d’une expérience au cours de laquelle on administre,
simultinément a des souris de méme poids, la thiamine 3S d’une part, la dithiopropyl-
thiamine d’autre part, a raison de deux souris par produit et par temps.

Pour rendre plus encore les résultats comparatifs, nous réalisons au moment de
l’application des coupes sur les films, des films mixtes comprenant a la fois des coupes
de souris ayant requ la thiamine et des coupes de souris ayant recu la dithiopro-
pylthiamine.

Le temps de contact, déterminé au cours des expériences préliminaires, est de 40
heures pour les films Kodirex et de 7 jours pour les films Définix.

Cette étude qualitative permet de retracer I’évolution dans ’organisme de la souris,
des substances étudiées, par échelonnement de la durée de survie des animaux.

L’emploi simultané des deux produits, permet de comparer I'importance de leur
absorption, de leur fixation et de leur élimination chez la souris.

Méthode analytique du soufre 35 repéré par autoradiographie. 11 convient de chercher
a savoir sous quelle forme se retrouve, dans les organes, le soufre 35 de la thiamine et
de la dithiopropylthiamine, repéré précédemment par autoradiographie.

C’est au niveau du foie que se situe l'aire de noircissement optimal des
autoradiogrammes pour ’un et Pautre des deux produits.

Des foies de souris, ayant requ respectivement la thiamine et la dithiopropylthiamine
marquées, sont prélevés et broyés en milieu trichloracétique dans des conditions déja
précisées par 1'un de ncus pour la détermination du taux de cocarboxylase hépa-
tique.10

Le mélange de chromatographie #-butanol, tampon acétate de sodium 1 M pH 5,
eau distillée (65 : 15 : 20) est utilisé comme phase solvante en chromatographie
descendante avec du papier Whatman No. 2.

Le développement du chromatogramme se fait en 10 heures. L’isotope est repéré
par enregistrement des chromatogrammes.

Cette étude analytique permet de savoir a quelles molécules correspondent les
images autoradiographiques obtenues précédemment.

Etude chez le Rat

Cette étude porte sur des rats Whistar de sexe male pesant entre 150 et 200 g.

La thiamine et la dithiopropylthiamine sont administrées par sondage gastrique,
en solution aqueuse. Ces solutions titrent 1 mg par ml et ont une concentration radio-
active égale a 30 uc par ml, pour la premiere série, d’expériences, et 23 uc par ml, pour
la série suivante.

Les animaux sont tués par saignées & des temps échelonnés: 5 heures, 7 heures, 24
heures, 192 heures.

Chaque expérience comporte, pour un méme temps, ’administration simultanée de
thiamine et de dithiopropylthiamine a des rats de méme poids, a raison de deux rats
par produit et par temps.
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Les organes sont prélevés, pesés a I’état frais et broyés finement dans un volume
connu d’eau distillée.

Un poids déterminé de broyat est étalé sur des coupelles tarées. La radioactivité est
mesurée ensuite 4 I'aide d’un compteur de Geiger—Miiller & fenétre de masse super-
ficielle inférieure a 2 mg/cm?2. Les mesures sont effectuées au méme compteur et dans la
méme journée.

Cette étude quantitative permet de connaitre la quantité de soufre 35 fixée au bout
d’un certain temps, dans chaque organe.

De fagon a exprimer ce résultat en proportion de la dose administrée, nous étalon-
nons le compteur par la mesure de son rendement dans les conditions expérimentales.
Pour cela, nous réalisons des broyats inactifs de foie, de coeur, de cerveau et de
reins, et nous y incorporons des activités connues de la solution de thiamine et de
dithiopropylthiamine a administrer aux rats.

L’étude de I’élimination urinaire du soufre 35 permet de mesurer I'importance de
I’absorption intestinale ainsi que la rapidité d’élimination des produits administrés.

Pour recueillir les urines, les rats sont placés dans des cages & métabolisme en verre.
Le volume urinaire de 24 heures est noté et une partie aliquote sert a la mesure de la
radioactivité.

L’étude quantitative de la répartition chez le rat, du soufre 35 de la thiamine et de la
dithiopropylthiamine, permet de vérifier les images autoradiographiques obtenues
chez la souris.

RESULTATS

Etude chez la Souris

(a) Autoradiographie. L’aspect des autoradiogrammes des souris ayant ingéré la
thiamine et la dithiopropylthiamine marquées au soufre 35. montre que ces produits se
distribuent dans I’organisme de fagon comparable, mais avec un échelonnement et une
intensité différentes.

Les Tableaux 1 et 2 décrivent les images radiographiques obtenues.

Le soufre 35 de la thiamine est partiellement absorbé par la muqueuse intestinale
et éliminé par les urines. Il apparait précocemont dans la glande hépatique qui est
constamment la plus marquée. C’est au bout de 24 heures que le myocarde et les
graisses brunes interscapulaires des rongeurs deviennent actifs.

Quant a I’axe cérébrospinal, son noircissement est tres léger et se confond dans la
plupart des clichés avec le fond des images.

Le soufre 35 de la dithiopropylthiamine est également absorbé par la muqueuse
intestinale et éliminée par les urines; le foie est trés marqué.

Dés la premiére heure aprés I'ingestion, le poumon et le sang sont actifs, mais leur
noircissement s’atténue rapidement.

Vers la cinquiéme heure, le myocarde et les graisses interscapulaires deviennent
actifs.

La moelle et le cerveau commencent & se marquer vers la cinquieme heure, pour
atteindre un maximum vers la vingtquatriéme heure.

Dans Fig. 1, sont groupées les autoradiographies de souris tuées cinq heures et
vingt quatre leures aprés ingestion de thiamine d’une part, de dithiopropylthiamine
d’autre part.
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FiG. 1. Autoradiographies de coupes de souris entiéres. Repartition de la radioactivité aprés adminis-
tration orale de thiamine ou de dithiopropylthiamine.

A. Thiamine—35 heures aprés ingestion.
B. Dithiopropylthiamine—35 heures aprés ingestion,

¢, cerveau; f, foie; g.b., graisse brune interscapulaire; i, intesting m, myocarde; r, reins; u, urine.

Jfacing page 724



(d)

FiG. 1. {contd.)

C. Thiamine—24 heures aprés ingestion.
D. Dithiopropylthiamine—24 heures aprés ingestion.

¢, cerveau; f, foie; g.b., graisse brune interscapulaire; i, intestin; m, myocarde; r, reins; u, urine.
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Les images obtenues avec la dithiopropylthiamine montrent une activité dans
I’organisme, plus importante que pour la série homologue des animaux ayant regu la

thiamine.

TABLEAU 1. AUTORADIOGRAPHIES DE SOURIS APRES ADMINISTRATION PAR VOIE ORALE DE

THIAMINE 35§

Temps Dose Description de I'image radiographique
Souris de administrée -
No. survie (pc) Noircissement nul Noircissement Noircissement
faible net
a 30 min 12 Squelette. Cerveau Poumon Foie-reins—intestins
b Myocarde matierés fécales
a 1 hr 12 Squelette. Cerveau Foie-reins—intestin
b Myocarde urine-mat. féc.
a 2 hr 12 Squelette. Cerveau Foie-reins—intestins
b Myocarde urine-mat. féc.
a 4 hr 12 Squelette. Cerveau Graisse intersca-  Foie-reins—intestins
b Myocarde pulaire
a Graisse intersca-  Foie-reins—intestins
b S hr 12 Squelette. Cerveau pulaire urine
c Myocarde
a 6 hr 12 Squelette Graisse intersca-  Foie-reins—intestins
pulaire —urine
b Myocarde
a
b Foie-reins-urine—
[ 24 hr 12 Squelette Cerveau urine
d Myocarde—
[S Graisse inter-
scapulaire
a 48 hr 12 Squelette Cerveau Foie-rein-
myocarde graisse
a Foie-reins—
b 72 hr 12 Squelette Cerveau myocarde-
c graisse intersca-
pulaire
a 120 hr 12 Squelette Cerveau Foie-reins—
b Graisse intersca- myocarde

pulaire

(b) Identification de la molécule radioactive. Les chromatogrammes obtenus a
partir de foies de souris ayant recu la thiamine et la dithiopropylthiamine, donnent
tous deux un seul pic dont le Ry est le méme que celui de la thiamine (Fig. 2).

Cing heures apres ingestion des produits marqués, I’isotope se trouve donc, dans le

foie sous forme de thiamine.

Pour la thiamine comme pour la dithiopropylthiamine, le soufre 35 reste, chez la
souris, incorporé a la molécule de vitamine B,.
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Ces résultats démontrent que, dans ’organisme, la thiamine n’est pas dégradée et
que la dithiopropylthiamine se transforme en thiamine. Ils confirment la relation
trouvée entre I’élévation du taux de thiamine et de cocarboxylase hépatique et I'inges-
tion de dithiopropylthiamine.°

On peut également remarquer que la répartition du soufre 35 est ici fort différente
de celle observée par I'un de nous apreés ingestion de radiosulfate de sodium.™

TABLEAU 2. AUTORADIOGRAPHIES DE SOURIS APRES ADMINISTRATION PAR VOIE ORALE DE
DITHIOPROPYLTHIAMINE 338

Temps Dose Description de I'image radiographique
Souris de administrée - —
No. survie (uc) Notrcissement nul Noircissement Noircissement
faible net

a 30 min 12 Squelette Cerveau Graisse Poumons—foie—

b Myocarde interscapulaire reins intestins

a 1 hr 12 Squelette. Cerveau Sang- Foie-remn-intestin

b Myocarde  Graisse intersca- urine-mat. féc.

pulaire

a 2 hr 12 Squelette. Cerveau Sang-graisse Foie-rein—intestin

b Myocarde interscapulaire urine

a 4 hr 12 Squelette. Cerveau Foie-reins-intestin

b Myocarde -vésicule biliaire
—graisse inter-
scapulaire

a Myocarde--

b 5 hr 12 Squelette Cerveau Foie-reins—

c intestins—urine
graisse inter-
scapulaire

a 6 hr 12 Squelette Cerveau Myocarde-

b Foie-reins—
intestins—urine
graisse inter-
scapulaire

a

b Cerveau-myocarde

c 24 hr 12 Squelette foie-rein-urine

d graisse inter-

e scapulaire

a 48 hr 12 Squelette Intestin Cerveau-myocarde
foie-reins—
graisse

a Cerveau-myocarde

b 72 hr 12 Squelette Intestin Foie-reins—

c graisse

a 120 hr 12 Squelette Cerveau-myocarde

b Foie-rein-

Graisse
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Etude chez le Rat

(a) Bilan dans I'organisme. Les tableaux 3 et 4 indiquent le pourcentage de radio-
activité dans les organes du rat, aprés ingestion de thiamine et de dithiopropyl-
thiamine marquées.

La proportion de radioactivité retenue au total dans le foie, le coeur, le cerveau et
les reins, ne dépasse jamais 10 p. 100 de la dose administrée et se situe le plus souvent
entre 0,1 et 5 p. 100.

qEJ Rf 0,65
S Extrait de
S foie de souris
°
5
£ Rf0,90
©
>
© Dithiopropyithiamine
2
=
8 R10,70
<4
E Thiamine
] L ! )
1 10 20 30
Dépot Front du solvant

cm

FiG. 2. Enregistrement de la radioactivité de chromatogrammes de thiamine®S, de dithiopropyl-
thiamine %3S, et d’extraits hépatiques provenant de souris ayant regu soit de la thiamine 338, soit de la
dithiopropylthiamine 33§,

La radioactivité du foie est trés nettement supérieure a colle des autres organes.
Elle décroit dans le temps pour la thiamine, et la dithiopropylthiamine. Au contraire,
dans le coeur et le cerveau, le phénomene est différent pour la thiamine et la dithio-
propylthiamine:

(a) Pour la thiamine, la radioactivité est minime et presque négligeable au début
pour croitre trés légirement aprés 24 heures, jusqu’a une proportion de 1 a 2 pour
mille.

(b) Pour le dithiopropylthiamine, cette proportion de 1 4 2 pour mille est atteinte
deés les premiéres heures et se maintient d’une fagon prolongée.

La figure 3 montre que si ’on compare & chaque temps, les deux substances, on
constate que:

(a) A la cinquiéme et la septiéme heures, la proportion de radioactivité est nettement
plus élevée avec la dithiopropylthiamine, pour tous les organes, 30 4 50 p. 100 en
moyenne, de plus, dans le foie, et 50 4 100 p. 100 pour le coeur et le cerveau.

(b) Aprés 24 heures, la proportion reste toujours élevée en faveur de la dithiopropyl-
thiamine, de ’ordre de 25 p. 100 en moyenne pour le foie, et de 30 a 50 p. 100 pour le
coeur et le cerveau.
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L’identification par chromatographie de la molécule radioactive qui se trouve
dans le foie du Rat aprés ingestion des deux produits, confirme I’observation faite
chez la Souris: la dithiopropylthiamine est transformée dans 'organisme du Rat en
thiamine.

7 .
Foie de rat
o &
®
=
g
E 5
©
o
2
2 41 j._, ) 35
] B Propyithiamine °°S
<3 -
o .
2 3} o
o 7.
© -
O -
o T . -
a 2p
9 g
g
B /(
-1 L g
Thiamine°s
~
g .
o] 9= L
5 7 24h 8y

Dote du sacrifice

FiG. 3. Evolution de 1a répartition de la radioactivité dans le foie du Rat aprés administration par
voie orale, d’une méme dose de thiamine 35S ou de dithiopropyithiamine %8.

(b) Elimination urinaire. L’élimination urinaire de la radioactivité (Tableau 5) est de
15 4 25 p. 100 de la dose administrée pour la thiamine, et de 40 4 60 p. 100 avec la
dithiopropylthiamine, au cours des 24 premiéres heures.

Comme les expériences précédentes montront que la teneur en traceur radioactif
dans les organes est plus élevée pour la dithiopropylthiamine que pour la thiamine, il

TABLEAU 5. ELIMINATION URINAIRE, AU COURS DES 24 PREMIERES HEURES, CHEZ LE
RAT, DE LA RADIOACTIVITE EXPRIMEE EN P. 100 DE LA DOSE ADMINISTREE, APRES INGESTION
DE THIAMINE ET DE DITHIOPROPYLTHIAMINE MARQUEES AU SOUFRE 35

Dose Volume urinaire
Produit administré administrée Rat des 24 heures (ml) Activité totale
(uC) no. exprimée en p. 100
30 a 4.5 26
b 3 24
Thiamine
23 a 2.5 27
b 3 15
30 a 4 42
b 5 48
Dithiopropylthiamine
23 a 3 57
b 4.5 38
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est permis de penser que I'élimination urinaire est le reflet de ’absorption intestinale
et par conséquent que la dithiopropylthiamine est plus fortement absorbée par voie
digestive que la thiamine.

Cette étude quantitative confirme I'observation des images autoradiographiques
chez la Souris et montre que chez le Rat, la dithiopropylthiamine entraine une radio-
activité des organes plus importante que dans la série homologue des animaux ayant
regu la thiamine.

CONCLUSION
L’étude comparative du métabolisme de la thiamine et de son dérivé la dithio-
propylthiamine, administrées par voie orale chez la Souris et chez le Rat, a été effec-
tuée a I'aide de traceurs marqués au soufre 35.

-

3f Cerveau de rat

Propylthiamine *%s

i §

2 “

s 71 Triamine 3%

c

g /|

£ y

S ,

s

g 2 ZW Coeur de rat

‘é M) Propylthiamine 35

3 | / []

8 1D

o'l “ 1 ¥

a '/ ’

5 0 7 ? Thiamine 33

2 %

[&]
~

24 h 8

Date de sacrifice

Fic. 4. Evolution de la repartition de la radioactivité dans le cerveau et le coeur du Rat aprés adminis-
tration par voie orale d’'une méme dose de thiamine S ou de dithiopropylthiamine 35S,

Chez la Souris
(1) La méthode d’autoradiographie nous a permis de suivre la distribution de la

radioactivité dans tous les organes dont quelques uns se chargent préférentiellement:
le foie, le rein sont fortement actifs. Le myocarde, les graisses interscapulaires et le
cerveau retiennent la radioactivité de fagon moindre.
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(2) La démonstration de la transformation de la dithiopropylthiamine en thiamine,
est apportée par I’analyse chromatographique des substances radioactives trouvées
dans le foie.

Chez le Rat

(1) La mesure de la radioactivité dans les organes suivants: foie, rein, coeur,
cerveau, confirment les résultats qualitatifs obtenus chez la Souris par autoradio-
graphie.

Dans le foie, la radioactivité tend & décroitre; dans le rein, elle reste relativement
basse: au contraire dans le cerveau et le coeur elle croit progressivement dans les
vingt-quatre heures. Apreés administration de dithiopropylthiamine, la radioactivité
est constamment plus élevée que par ingestion de thiamine.

(2) L’étude de I’élimination de la radioactivité dans les urines des premieres vingt-
quatre heures, montre une excrétion plus importante pour la dithiopropylthiamine
que pour la thiamine. Ce fait est 3 attribuer a une meilleure absorption intestinale de la
dithiopropylthiamine.

La comparaison du métabolisme de ces deux dérivés a activité vitaminique B, nous
conduit a penser que la différence de leurs propriétés biologiques est essentiellement
d’ordre quantitatif.
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