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Abstract-Various so-called radioprotectors were tested for their ability to interfere 
with the metabolism of hexobarbital by sub-cellular fractions of the rat liver in vitro. 

Cystamine (1.5 x 10-a M) and S-hydroxytryptamine (1O--3 M) produced a 50 per cent 
inhibition of the utilization of hexobarbital by liver homogenates prepared in phosphate 
buffer, freed of the nuclear and mitochondrial fractions, and supplemented with NADP: 
and magnesium ions. Cysteamine and histamine were less effective. 

The reduction of NADP by added glucose-6-phosphate in the presence of the 
glucose-6-phosphate dehydrogenaseg of the ‘soluble’ fraction of the liver homogenate 
was unaffected by the compounds tested. 

The reoxidation of the reduced form of NADP by oxygen in the presence of the 
microsomes was inhibited by cystamine and 5-hydroxytryptamine; this process was 
initially stimulated and later inhibited by histamine, initially unaffected and later 
inhibited by cysteamine. 

LE FOIE contient un systeme enzymatique, de caractere ie plus souvent oxydatif, qui 
est capable de detoxiquer un nombre considerable de substances etrangeres medica- 

menteuses (pour une revue, voir l, “). Ce systeme est localise dans les microsomes3f J 
particulierement dans les microsomes les plus ‘ltgers’.5 I1 requiert la presence d’oxygene, 
d’ions magnesium et de NADPH. 4, 6 L’un des substrats oxydables par ce systeme est 

l’hexobarbital.‘l * 
II nous a paru interessant d’etudier l’infuence de divers radio-protecteurs sur ce 

mecanisme enzymatique; Della Bella et Bacq ont en effet observe que l’anesthesie au 
pentothal est de plus longue duree chez le Rat ou le Cobaye inject6 de cysteamine une 
demi-heure au prealable (observations inedites, 1953). 

Les resultats que nous rapportons ici ont CtC obtenus in vitro et indiquent que la 
cystamine et la Shydroxytryptamine, g des concentrations comparables g celles 
utilisees en radio-protection, sont des inhibiteurs de l’utilisation de l’hexobarbital par 

* Partieflement sous COWrat Universite de Li&+-EURATOM 006-6 t-8-Blab. 
t Boursiere de I’Agence internationale de I’Energie atomique. Adresse actuelle: Commission grecque 

de I’Energie atomique, 5 Rue Merlin, Athtnes, Grece. 
$ Abreviations utilisees: nicotinamide ad&nine dinucleotide phosphate et son produit de reduction, 

NADP et NADPH; tris (hydroxymethyl) aminomethane, Tris; /3-diaminoethyl-diphenylpropylacetate. 
SKF 525-A; cyst&amine et cystamine, CSH et CSSC. 

Q o-Glucose-6-phosphate : NADP : oxydo-reductase, ou enzyme 1.1.1.49 du Rapport de la 
commission des enzymes de I’ UNION INTERNATIONALE DE BIOCHIMIE (Pergamon Press, Oxford 
1961, p. 70). 
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les microsomes du foie du Rat: ces rCsultats ont fait I’objet de communications 
br&es.ga lo 

Au moment oti se travail Ctait termin& nous avons pris connaissance d’un memoire 
de Mizrahi et Emmelotll consacrC g l’effet de la cystCine et de la cystt!amine sur la 

dtsalkylation de la dimethyl- et de la dikthylnitrosamine par le foie du Rat. 

Ml?THODES 

Prkpavations enzymatiques 

HomogPnats ordinaives pow la mesure de I’utilisation de I’lwsoharhital. Les homo- 
gtnats tissulaires sont prCparCs Li partir de foies de rats mdles Epymus Albino Wistar 

adultes, pesant 300 j 400 g et nourris. Nous nous sommes inspiris des mCthodes 
d&rites par Quinn, Axelrod et Brodie12 et par Roth et Bukovsky.l” Les animaux sont 
anesthCsiCs g I’Cther puis d&apitCs et saignCs; leur foie est dicoupe, refroidi et finement 
disperse (B I’aide d’un homogCnCiseur du type Potter-Elvehjem, avec piston en teflon) 

dans 2 volumes de solution 0,2 M glacCe de phosphate potassique de pH 7,4 et 0,03 M 
en nicotinamide. Nous avons utilisC la solution surnageante aprks IO min de centri- 
fugation B 1.200 g et 15 min de centrifugation a 14.000 I: dans une centrifugeuse 
Servall SS-IA au meuble froid, prkparation en principe exempte de cellules, noyaux 
et mitochondries intacts. Des contr8les effect&s aux respiromktres de Warburg ont 
indiquC une activitC respiratoire nkgligeable, non stimulCe par le P-hydroxybutyrate. 

Fraction ‘soluble‘ utilist;e pour la rr’duction du NA DP. La m&ne prCparation est 
utilisee, centrifugee ensuite 60 min ii 105.000 ‘7 :I la centrifugeuse Spinco. pour la 
dkbarrasser de la plupart des microsomes. 

Micvosomes utilisks pow I’oxydation du NA DPH. Les microsomes hCpatiques sont 

prtparCs par homogCnCisation dans 9 volumes de saccharose 0,25 M; les fractions 
nucleaire et mitochondriale sont 6liminCes par I5 min de centrifugation B 12.500 I: et 
les microsomes sont sediment& par 60 min de centrifugation 5 105.000 g. IavCs au 
saccharose 0,25 M et resCdiment& dans les mPmes conditions, resuspendus finalement 
dans une solution 0,l M de phosphate potassique de pH 7,4: Ic volume final. en 
millilitres, reprCsente l/3 du poids de tissu initial, en grammes. 

PsocPdPs analJ>tiques 
Utilisation de I’hexoharbital. Des b&hers de 25 ml contenant les quantitCs suivantes 

de rCactifs sont incub& avec agitation pendant 30 min, en presence d’air. B la 

temptrature de 37’ : 

Constituants du mklangc 

I,6 ml de solution enzymatique 
0,4 ml de phosphate potassique 0.2 M 
0,2 ml NADP I mM 
0,4 ml MgCI, 0,15 M 
0.8 ml hexobarbital 6 mM 
0,6 ml H,O OLI radio-protecteur 

Concentration finale 

II5 mg de foie;ml 
env. 0,07 M 
0.05 mM 
0,015 M 
1,5 mM 

A la fin de I’incubation, la r&action est arr&tee par addition de 8 ml de solution de 
ZnSO, (100 g ZnS0,.7 H,O et 40 ml H,SO, 6 N port& j I I.) puis, en agitant constam- 
ment, de 8 ml de NaOH 0,75 N. De I’eau est ajoutee pour amener le volume g 20 ml et 
ainsi compenser les pertes Cventuelles par kvaporation au tours de I’incubation. Lc 
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prtcipitC ayant adsorb& les prot&nes est CliminC par centifugation et l’hexobarbital 
non utilise est do& sur une partie aliquote de la solution surnageante. Un blanc est 

effectut. sans hexobarbital et la teneur initiale en hexobarbital est obtenue B I’aide 
d’un essai enzymatique au tours duquel I’hexobarbital est ajoutC apr&s le sulfate de 
zinc. 

L’hexobarbital est dosC par un proctdC derive des methodes d&rites par Brodie 

et collaborateurs,ll, l5 pour le pento- et I’hexobarbital. 

Une aliquote de 4 ml est acidifiCe par addition de 2 ml de tampon phosphate sodique 
0,l M pH 5,5: 2 g de NaCl sont ajoutCs et dissous completement. L’hexobarbital est 

extrait par 45 min d’agitation en prCsence de 30 ml d’tther de p&role pro unalysi 

(point d’Cbullition: 80-100”; exempt d’hydrocarbures aromatiques) contenant 
I,5 vol “/:, d’alcool isoamylique pro anu/ysi.* 20 ml de la phase CthCrCe sont lavts 
5 min j l’aide de 5 ml de la solution 0,l M de phosphate sodique de pH 5,5 afin 
d’Climiner certains mCtabo1ites de I’hexobarbital. Ce dernier est finalement repris 
(5 min d’agitation) dans 4 ml de tampon phosphate alcalin de pH 1 I (fait de 200 ml 
de Na,HPO, 0.8 M + 8 ml NaOH IO N). L’extinction est lue B 245 rnp B I’aide du 

spectrophotometre de Beckman, modtle DU. 
La deprottinisation entraine environ 25 pour cent de I’hexobarbital; le lavage acide 

en entraine environ 20 pour cent. Ces deux pertes sont reproductibles et n’emp@chent 
pas la proportionnalitC entre la mesure de la densitC optique et la teneur en hexobarbital 
des solutions analysCes. 

RPduction du NADP. La rtduction du NADP est mesur&e au spectrophotomttre 
de Beckman, en suivant l’apparition de la bande d’absorption dont le maximum est 
sit& B 340 mp. Les cuvettes contiennent: 

1,0 ml de la fraction ‘soluble’ de I’homogtnat diluC IO fois dans du phosphate 
potassique 0,2 M de pH 7,4; 

0,5 ml d’une solution contenant I mg de glucose-6-phosphate; 
I,5 ml d’eau ou de radio-protecteur; 
0,5 ml de NADP environ’0.7 mM. 

La vitesse de reduction est mesurCe. B la tempkrature du laboratoire, entre la 3e et la 
10e min environ, periode durant laquelle I’extinction croit de maniere IinCaire. 

Oxydution du NA DPH. Cette oxydation est Cgalement mesurCe, a la temptrature du 
laboratoire, au spectrophotom&tre de Beckman, en suivant cette fois la disparition de 
la bande d’absorption dont le maximum est situ6 g 340 rnp. Les cuvettes contiennent : 

0,2 ml de la suspension de microsomes diluCe 10 fois dans une solution 0,l M de 
phosphate potassique de pH 7,4; 

2,7 ml de tampon Tris 0,05 M de pH 7,4; 
0,5 ml d’eau ou de radio-protecteur; 
0,l ml de NADPH 2,5 mM. 

RPuctijk utilisks 

L’hexobarbital est I’Evipan sodique Bayer (Leverkusen, Allemagne). Le phosphate 
d’histamine, le chlorhydrate de crtatinine et le sulfate mixte de 5-hydroxytryptamine 
et de crCatinine (Grotonine) proviennent de Hoffman-La Roche (Bile, Suisse). Le 
dichlorhydrate de cystamine provient des Laboratoires Labaz (Bruxelles, Belgique). 

* Les solvants sent prCdlablement IavCs une fois par NaOH N. une fois par HCI N, et deux fois 
par I’eau. 
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La cysttamine est prCparCe par reduction Clectrolytique de la cystamine en milieu 

acide et neutraliske avant emploi (Lelikvre, mCthode inkdite). Occasionnellement, on a 
utilisk une cyskamine commerciale, le chlorhydrate de mercaptokthylamine de 

California Foundation for Biochemical Research. Toutes les solutions ont CtC amentes 
B pH 7,4 avant emploi, d l’aide d’hydroxyde potassique. 

Le NADP est le triphosphopyridine nuclkotide (TPN) de Sigma Chemical Company 
(Saint-Louis, MO., Etats-Unis d’AmCrique), lot 30B-623-13. Le NADPH est prtparte 

par reduction du NADP g l’aide de dithionite sodique selon la technique d&rite par 
Kaplan et c011.l~ 

RGSULTATS EXPGRIMENTAUX 

Utilisation de I’hexobarbital 
Dans les conditions expkrimentales dtfinies plus haut, l’homogknat de foie utilise 

des quantitts assez variables d’hexobarbital: de 20 A 70 pour cent, soit 2,2 g 7,4 
pmoles/g de foie et par demi-heure (voir Tableau 1). Nous n’avons pas rechercht,la 
cause de cette variation. 11 est possible qu’elle soit like a la teneur en glucogkne du 
foie des rats,l’ et plus probablement 5 leur teneur en hexose-phosphates. Au tours 
d’un essai, nous n’avons pas observk de stimulation par le glucose-6-phosphate; 
l’activitt de la prkparation ttait toutefois assez tlevte ($3 pmoles/g/30 min). Des 

observations plus rkentes de l’un de nous (C.L.) indiquent que l’utilisation de l’anti- 
pyrine par ces prtparations peut &tre stirnuke par le glucosed-phosphate. Au tours 
du jeGne, la teneur en glucose-6-phosphate du foie diminue,ls de m&me que sa capacitt 
de ‘N-dCmCthyler’ la mkptridine.13 

On observe une inhibition du mktabolisme de l’hexobarbital de l’ordre de 50 pour 
cent en prtsence de cystamine I,5 mM. Une concentration ‘Cquivalente’ de cysttamine 
(soit 3 mM) inhibe environ 5 fois moins (10 pour cent) si la solution est fraiche, inhibe 
plus profondkment si elle est plus ancienne et sans doute partiellement convertie en 
cystamine. La concentration de 5-hydroxytryptamine qui inhibe ti 50 pour cent est 
situte aux environs de 1 mM. L’inhibition produite par l’histamine 2 ti 3 mM n’exctde 
pas 30 B 35 pour cent et des concentrations plus ClevCes interfkrent moins encore. 

RPduction du nicotinamide adknine dinucle’otide phosphate 
L’utilisation de l’hexobarbital par les microsomes requiert la prtsence d’oxygene et 

de NADPH.3 Dans le systkme enzymatique que nous avons utilist, ce demier est 

TABLEAU 2. INFLUENCE DE DIVERS RADIO-PR~TECTEURS SUR LA GL~c~~E-~-PH~s~HATE 

DtiSHYDROGENASEDE LAFRACTION‘SOLUBLE'DUFOIE DURAT. 

(Les rkultats sont esprimks en dE,4 Jmin). 

Concentration du radio-protecteur 
Addition No. 

niant 1,4 mM 2,9 mM 5,7 mM 

Cystamine 0,034 0,037 0,037 1816 
Cysttamine 0,045 - 0,049 0,oso 516 
5-Hydroxytryptamine 0,039 - 0,041 0,039 616 
Histamine 0,033 - 0,034 0,033 716 
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produit ri partir du NADP par les oxydo-rkductases de la fraction ‘soluble’ du cyto- 
plasme, plus particulikrement sans doute par la glucose-6-phosphate dkshydrogknase. 
Aussi nous avons recherchk si les radio-protecteurs utilisCs influencent la reduction 
du NADP en NADPH par le glucose-6-phosphate en prksence de la glucose-6- 

phosphate d&hydrogknase prksente dans la fraction ‘soluble’ de nos homogknats. 
Les r&hats du Tableau 2 indiquent que les radio-protecteurs test& n’inhibent pas 

cette rkaction. 

Oxydution du nicotinamide ad&nine dinucldotide rkduit 

Les microsomes oxydent le NADPH en prksence d’oxygkne avec formation d’eau 
oxygCnCe. Cette activitk NADPH-oxydasique ne reprksente pas B proprement parler le 
second volet du rnkanisme que nous avons voulu analyser puisque cette oxydation 
s’observe dkjh en l’absence de tout substrat extkrieur mCdicamenteux.fi 11 est probable 
toutefois qu’elle constitue une propri& du systkme enzymatique qui mktabolise les 
barbiturates pour les raisons suivantes : 

(I ) II existe une correlation trks nette entre I’activitC NADPH-oxydasique des sous- 

fractions microsomiales et leur capacitk de catalyser I’utilisation de diverses sub- 
stances mtdicamenteuses; la fraction smooth est 5 fois plus riche en NADPH-oxydase 
que la fraction TOU$? et 4 fois plus active a mttaboliser I’hexobarbital.” 

(2) L’injection ri I’animal de diverses substances peut, en quelques jours, accroitre 
leur capacitC de mktaboliser les barbiturates. C’est ainsi que I’injection de chlorcycli- 

zine augmente le mttabolisme de I’hexobarbital; elle augmente aussi I’activitC NADPH- 
oxydasique des microsomes.l!’ 

II nous a paru inGressant, dans ces conditions, d’ktudier I’influence des radio- 
protecteurs que nous avons utilisk sur I’activitC NADPH-oxydasique dcs microsomcs 
du foie du Rat. La Fig. I illustre les rksultats de ces expkriences. 

On notera tout d’abord que, comme Gillette, Brodie et La Du,” nous n’observons 
pas d’inhibition de cette rkaction par le SKF 525A au tours des 5 g 6premikres minutes. 

Une inhibition nette s’installe toutefois au tours des IO min suivantes: elle est de 
I’ordre de 40 pour cent pour une concentration de 0,2 mM, concentration qui inhibc 
I’utilisation de I’hexobarbital g raison de 83 pour cent au tours de mesures efTectuCes 

en 30 min B 37”. 
La cystamine inhibe l’oxydation du NADPH. L’inhibition est de 40 pour cent 

pour une concentration de 1.43 mM, concentration qui inhibe I’utilisation de I’hexo- 
barbital g raison de 50 pour cent environ. 

La cystkamine n’inhibe pas la rkaction au tours des IO ri I5 premikres minutes. Au 

tours des 15 min suivantes, I’inhibition s’installe et atteint 40 pour cent pour unc 
concentration de 2,46 mM, c’est-&dire qu’elle devient egale B I’inhibition produitc 
par la concentration de cystamine (1.43 mM) qui lui est Cquivalente. II est probable 
que la cystkamine, auto-oxydable. a CtC transformke en cystamine {I ce moment. 

La 5-hydroxytryptamine inhibe I’oxydation du NADPH. L’inhibition est de 20 
pour cent environ pour 1.43 mM de 5-hydroxytryptamine alors que cette concen- 
tration inhibe I’utilisation de I’hexobarbital il raison de 50 pour cent environ. L’accord 
n’est done pas parfait pour ce radio-protecteur. Nous n’avons pas recherchk I’influence 
kventuelle de la crkatinine. 



Radio-protecteurs et mCtabolisme de I’hexobarbital 57 

L’histamine accClere la reaction au cows des IO a 15 premieres minutes et I’inhibe 
au cows des IO-1 5 min suivantes. Sans doute ceci explique-t-i1 que l’histamine n’inhibe 
guitre ~‘utilisation de l’hexobarbital et que l’illllibition n’est pas une fonction simple de 
la concentration en histamine. 

0 ,oz 
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0,06 

0,0.3 

0, IO 

3.12 

0.14 

0, I6 

0,18 

0,20 
0 5 IO 15 20 25 30 

Temps 

0.02 

c,o4 

O,C6 

0,08 

FIG. I. Oxydation du nicotinamide adknine dinuclCotide phosphate rdduit (NADPH, ou TPNH) 
par la fraction microsomiale du foie du Rat, en prksence de divers radio-protecteurs. A titre de 

comparaison, etfet du SKF 525-A. 

DlSCUSSiON 

L’inhibition, par la cystamine et la 5_hydroxytryptamine, du systtme enzymatique 
des microsomes qui oxyde I’hexobarbital-que nos experiences mettent en Cvidence- 
n’est pas necessairement Ii&e au caractere radio-protecteur de ces composes, m$me si 

elle est observte i des doses qui ne s’tcartent pas exag~r~lnent de celles utilisees en 
radio-protection chez le Rat et la Souris. En admettant une distribution &gale des 
radio-protecteurs dans les cellules de ces animaux, on arrivcrait en effet a: 

environ 3 mM pour la cysteamine (150 mg/kg), 
environ I ,5 mM pour la cystamine (I 50 mg/kg), 

environ 05 mM pour la 5hydroxytryptamine (50 mg/kgf, 
de 4 5 8 mM pour I’histamine (250 i 500 mg/kg). 
II n’est pas non plrss perntis de conclure de ces experiences realisees in r?fw que 

ces composes eserceront le mcme effet s’ils sent inject& h l'animal : I’experience doit 
Ctre rep&e it? ~,ir~. On remarquera toutefois que la dCmCthylation de la dimethyl- 
nitrosamine par les microsomes du foic du Rat est inhibee par la cystcine et la 
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cystkamine, que ces substances soient injectCes B l’animal pendant deux jours ou 
ajouttes directement A la suspension de microsomes .ll Nos expkriences sugg&rent que 
les composb disulfures correspondants (cystine et ~ystamine~ pourraient &tre les 
inhibiteurs rtels de cette dkmkthylation. 

Comme la cystCamine inject&e B l’animal s’oxyde rapidement, il n’est pas exclu 
de penser que l’inhibition du mktabolisme des barbiturates par les microsomes du 
foie pourrait expliquer, en tout ou en partie, la plus longue durke de l’anesthksie aux 
barbiturates observte chez le Rat et le Cobaye par Bacq et Della Bella. Ces auteurs ont 
d’ailfeurs observC que les effets de la cystiamine sont tout li fait irrCguIiers si la cystt- 
amine est injectCe immkdiatement avant ou immediatement aprks Ie pentothal. 

Remerciements-Nous tenons B remercier le Dr. Binon de la Division pharmaceutique Labaz de la 
SBA-PCM qui nous a fourni la cystamine, le Dr. Ooms du Dtpartement medical de la s.a. R.I.T. 
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