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Abstract-The effect of increasing doses (0.27 to 35.2 mM) of /I-mercaptoaethylamine 
(cysteamine) on the mitotic index and the chromosomes has been studied in cultures of 
Chinese Hamster fibroblasts. Seven separate experiments have given consistent results. 
At 1.1 mM concentration, cysteamine induces chromatid breaks 2 hr after the end of a 
60 min treatment. With the same dose, the mitotic index is reduced for several hours 
after the treatment. However, with a doubled dose, mitotic index and mean number of 
chromatid breaks are the same as in control cultures. At higher doses (8.8-352 mM), 
these modifications reappear but they are less statistically significant. The results are dis- 
cussed in relation to the hypothesis of a reversible formation of mixed disulfides with 
proteins. 

DE NOMBREUSES modifications ont CtC observtes sous l’action des radioprotecteurs 

sulfhydryl& et nous ignorons, parmi ces effets, lesquels sont en rapport direct avec 
le pouvoir protecteur. 

Des Ctudes antkieures en culture de tissus ont montrC que les substances g groupe 
thiol, telles que la cysdi’ne, la cyst&amine (Smercapto6thylamine), le /LmercaptoCthanol 
et 1’A.E.T. (/?-aminotthylisothiourte), ont le pouvoir d’inhiber la survie de clones,l 
de rkduire la croissance cellulaire2-4 et de diminuer les index mitotiques,s-7 tout en 
inhibant la synthtke de l’ADN.7 Ces substances prksentent, en outre, sur divers 
autres matCriels cellulaires, des actions imitant celles des radiations.s-l4 

Dtsirant rechercher la possibilitt de diminuer le nombre des cassures chromo- 
somiques induites par l’irradiation de cellules de Mammiftires in vitro, nous nous 
sommes intCressCs d’abord aux effets des radioprotecteurs sulfhydrylk seuls, lorsqu’ils 
sont appliquks pendant le temps nkcessaire & protkger des cultures. Comme la 
cystkamine peut perturber les mitoses et induire des cassures chromosomiques,l2 
il fallait dtterminer la dose maximale ne produisant pas ces effets radiomimktiques 
dans nos conditions de travail. Nous avons done test6 l’action d’une gamme de 
doses, pendant un temps court, en kudiant particuli&rement les cassures de chromo- 
somes et l’tvolution des mitoses dans les heures qui suivent l’application de la 
cyst&amine. Nos rkultats ont fait l’objet d’une note prCliminaire.15 

MATERIEL ET METHODES 

Souche cellulaire: Nous utilisons des fibroblastes de Hamster chinois dont la 
souche provient d’un clone (A/3H) is016 en 1965 par D. M. Robinson (Harwell). 
Le nombre diplijide de chromosomes est actuellement de 22 B 23. Le cycle cellulaire 
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est en moyenne de 14 heures se rkpartissant ainsi: G1 = 5-6 heures, S = 6 heures, 
Gz = 2-3 heures.16 

Cultures: Les cellules sont cultivtes rCgulik.rement A 37”C, dans des flacons car& 
et en prkence d’air. Elles sont transfkries chaque semaine par trypsinisation. Le 
milieu de culture se compose comme suit: 

Milieu T.C. 199 75% 
Milieu N.C.T.C. 109 8 % 
M.E.M. vitamines (100 fois concentrk) 1% 
L-glutamine (14,6 mg/ml) 1% 
S&urn de veau 15% 

Le milieu contient, en outre, 300 U.I. de PCnicilline G sodique (R.I.T.) et 0,15 mg de 
sulfate de Streptomycine (R.I.T.) par ml. 

Pour les expiriences, des boites de Petri (diamktre 6 cm) contenant une lamelle 
couvre-objet sont ensemendes par 5 ml de suspension cellulaire B 25.000 cellules/ml 
Ces boites sont incubkes & 37°C pendant 2 jours. Le milieu est en Cquilibre avec de 
l’air additionrk de 5 % de CO2 et saturC en vapeur d’eau. 

CystCamine : Le chlorhydrate de cystCamine est prkpart par rCduction Clectrolytique 
d’une solution de cystamine (Labaz). 11 est conservt au maximum 48 heures, en 
solution acide, & 4°C. La solution est neutraliske et diluCe dans du milieu T.C. 199 au 
moment de I’emploi. D’une exptrience g I’autre, le pH du milieu varie de 7,7 g 7,55. 
Dans une mCme sCrie, il est constant, B 0,l unitt de pH p&s, quelle que soit la 
concentration de cysttamine. L’incubation pendant une heure ne le modifie prati- 
quement pas. 

Les concentrations Ctudites sont de 0,03125 B 4,0 mg/ml, soit 0,27 B 35,2 mM. La 
cysttamine est IaissCe au contact des cellules pendant 60 min. g 37°C. Le milieu est 
alors remplack par le milieu habitue1 prkhauffk Mis & part le traitement par 
cystkamine, les cultures tkmoins subissent exactement les m&mes manipulations. 

Prtparations cytologiques: Les lamelles destintes k 1’Ctude des chromosomes sont 
soumises ?I l’action d’un milieu hypotonique aprtk aspiration du milieu de culture, on 
ajoute I,5 ml de B.S.S. qui est ensuite lentement diluk au 1/5e par addition d’eau 
bidistillke. Apr&s 15 min. de contact avec le milieu hypotonique, les cellules sont 
fixCes au mklange de Carnoy. Elles sont sCchtes B l’air pendant 24 heures, color&es au 
Giemsa concent& (l/6) pendant 15 min. puis sCchtes B l’air et montkes au baume. 

Pour chaque modalit& 50 plaques Cquatoriales sont s&lectionnCes B partir de 
plusieurs lamelles qui ont subi le m&me traitement. La sklection ne tient compte que 
des impCratifs de lecture. On note, pour chacune de ces mitoses, le nombre de chromo- 
somes, le nombre de cassures chromatidiennes (comptCes comme une cassure) et le 
nombre de cassures chromosomiques (comptkes comme 2 cassures). 

Les lamelles destinies aux comptes de mitoses sont fixtes au Carnoy, colorCes ti 
l’hkmalun de Carazzi, sCchCes, puis monties. Les index mitotiques sont comptCs sur 
mille cellules rkparties en plusieurs lamelles. Les diffkrentes phases mitotiques sont 
notees et leurs pourcentages respectifs calcuk. 

Chromosomes 

RESULTATS 

AprBs les 60 min. de contact avec la cystdamine, les cultures sont maintenues 2 



Action paradoxale d’un radioprotecteur 1895 

heures A l’ktuve, puis soumises B l’action du milieu hypotonique. Les cellules en mitose 
ttudites ont done subi l’action de la substance en fin de S out en G2. 

Deux expkriences sCparCes complttes ont ttC rtalisCes et ont donnk des rtsultats 
similaires. Ceux de l’une d’elles sont reunis dans le Tableau 1. 11 en ressort que la 
cystkamine peut produire des cassures chromosorniques dans ces conditions. Le 
nombre de cassures induites n’est pas proportionnel B la dose reGue. En effet, une dose 
faible (0,125 mg/ml) augmente de faGon significative le nombre de cassures de 
chromosomes par rapport aux tCmoins. Quand la dose est doublCe (0,250 mg/ml), le 
nombre de cassures est ramenC a celui des prkparations tkmoins. Aux doses suptrieures 
(0,5 et 1,0 mg/ml), ce nombre s’tlkve a nouveau mais de faGon statistiquement moinc 
significative. 

TABLEAU 1. 

% de 
Nombre de mitoses Nombre Cassures Probabilitk 

Dose de chrome- prke;tant Cassures Cassures total p,c;;kXl Cassures d’identitk 
cystearn. somes chroma- chromo- des par avec la population 
mg/ml ktudib cassures tidiennes somiques cassures somes cellules ttmoin 

0:250 !I25 
1221 

:: :; 4” :: 
20,4 0,50 

1190 1278 

:; :: : :: 

35,9 17,6 0,92 0,42 0,05 0,7 > > P P > >0,6 0,025 

0,500 1178 37,3 0,88 0,l > P > 0,05 
1,000 1215 38 21 8 37 30,4 0,74 0,25 > P > 0,20 

Cassures des chromosomes sous I’action de diffkrentes doses de cystkamine. Etude de 50 mitoses 
pour chaque dose. 

Le nombre des cassures chromosomiques (cassures des 2 chromatides au m&me 
endroit) ne varie pratiquement pas. C’est le nombre des cassures chromatidiennes 
(cassures simples) qui est modif%. De plus, le pourcentage de cellules l&es, c’est-&dire 
prCsentant au moins une cassure, Bvolue dans le mbme sens que le nombre des cassures 
chromatidiennes. Cependant, le nombre moyen de celles-ci par cellule l&e est 
Cgalement plus ClevC pour la dose de 0,125 mg/ml. 

Mitoses 
Au tours de 3 exphriences sdparkes, les effets de la cystkamine ont Cgalement CtC 

CtudiCs sur le pourcentage des mitoses et la repartition des phases mitotiques. 
Des doses de cystCamine de 0,03125 d 4,0 mg/ml ont Ctt appliquies durant 60 min. 

Les cellules furent fixdes aprb une incubation supplkmentaire de 2 heures en milieu 
normal, de faGon d Ctudier les mitoses de cellules soumises B I’action de la substance en 
tin de S ou en G2. 

Les 3 expdriences ont don& des rksultats concordants dont un exemple est repris 
dans la Fig. 1. On y observe une baisse de l’index mitotique B la dose de 0,125 mg/ml, 
modification statistiquement signilicative (P < 0,001). Aux doses supkrieures, le 
pourcentage de mitoses revient & des valeurs normales. En m&me temps qu’une 
rCduction de l’index mitotique, la dose critique produit une augmentation relative 
importante des prophases. La &partition des phases tend & se normaliser aux doses de 
0,25 g 1 ,O mg/ml. Aux doses plus Bledes, cette &partition est g nouveau plus perturbke. 
BP-K 
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Dans une experience dont les rksultats ne sont pas repris ici, nous avons en outre 
assist6 1 une augementation relative des anaphases et des tklophases pour les doses 
supkrieures a 0,5 mg/ml. 

MITOSES %. 

0 403 0.06 0,12 0,2 5 0‘5 I,0 2,0 4,0 
DOSE MS/ML 

FIG. 1. Evolution de l’index mitotique et de la r&partition des phases de la mitose en fonction de la 
dose de cystkamine. Prophases: colonne Claire, mktaphases: colonne hachurke, phases terminales: 
colonne foncke. La hauteur de chaque colonne est proportionnelle au pourcentage de la phase 

consid&-ke. 

Nous avons tgalement suivi I’&olution des index mitotiques au tours du temps. 
Cette Ctude a CtC effect&e pour 2 doses de cystkamine (0,125 et 0,250 mg/ml). Des 
cultures ttmoins sont fixtes au dtbut de l’expkrience. La substance est laissee au 
contact des cellules pendant 60 min, apr&s lesquelles le milieu est remplact par le 
milieu habituel. Des Cchantillons de cultures ayant reCu chacune des 2 doses sont 
fix& toutes les heures B partir du moment de l’application de la cystiamine. Les 
rksultats sont don& dans la Fig. 2. On voit que, dks la fin de l’application de la 
cystkamine, le pourcentage de mitoses diminue et revient B la normale vers la 4e-5e 
heure. La dose toxique de 0,125 mg/ml dtprime plus fort l’index mitotique que la 
dose double. A la dose critique, on assiste g une diminution des prophases plus 
prkoce que celle des autres phases. 

La FIG. 3 compare l’action de doses croissantes de cystCamine sur les cassures de 
chromosomes et les mitoses dans des cultures rCalisCes pratiquement en mCme temps. 
Elle montre Cgalement l’effet toxique beaucoup plus marquC d’une dose de 0,125 
mg/ml. 

DISCUSSION 

Nos rksultats montrent deux actions parallkles de la cysttamine en culture de 
tissus. Aux mCmes doses, elle accroit dans les heures qui suivent son application, le 
nombre de cassures chromatidiennes et elle dkprime le pourcentage de cellules en 
division. 

Un effet analogue sur des chromosomes de vBgCtaux a dkj& CtC dkrit brikement par 
Horvat et Gilles,ls tandis que les expkriences sur mattriel animal, en culture, ne font 
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gubre ttat que de metaphases anormales. 6 Cependant, d’autres protecteurs soufrts 
agissent sur les chromosomes. L’A.E.T., par exemple, peut produire des ponts 
anaphasiques dans l’intestin de souriss et la cyst&e entraine l’apparition de 
micronoyaux dans l’epithelium du cristallin, signe de cassures chromosomiques a la 
mitose prCcCdente.s 

MiTOSES Z. 

^CYSTEAMIb$E 0,250 UG,UL 
o--woCYSTEAMINE 0,125 UG,UL 

FIG. 2. Evolution de l’index mitotique dans les heures suivant un traitement de 1 heure par 2 doses 
de cysttamine. 

MITOSES X. 
_-. 

CASSURES 
POUR MILL 
CHROMOSO! 

I 
0 0,l 25 42 5 0 45 I 

DOSE MO/ML 

FIG. 3. Effet de la cyst&amine sur l’index mitotique et le nombre de cassures des chromosomes en 
fonction de la dose. 

Dans toutes nos experiences, nous avons toujours observe un effet paradoxal de 
dose. Des doses de 0,0625 a 0,125 mg/ml se sont revtlCes plus actives que des doses plus 
elevees (0,25 a 0,50 mg/ml). Un phtnombne parallele a deja CtC dtcrit par Vos et al.1 
Ceux-ci ont observe une diminution de la survie de cellules de rein humain apres 
application pendant 20 min. d’une dose de 0,2 a 2 mM (0,0154 a 0,154 mg/ml) tandis 
que des doses plus ClevCes n’avaient pas d’action. Les auteurs qui ont CtudiC l’action 
de la cysttamine sur la mitose font &at d’une diminution des index mitotiques et 
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d’une reduction de la croissance des cultures de tissus .2-6 Certains insistent sur les 
anomalies de la cytodierbe. 2* 6 Cependant, ces etudes portaient soit sur des doses 
plus &levees, soit sur des traitements beaucoup plus prolong& que les notres. Aucun 
auteur n’a travail16 dans des conditions suffisamment proches, en ce qui concerne 
dose et delai, pour observer un effet paradoxal semblable a celui que nous mettons en 
evidence. 

L’explication la plus simple dune telle action serait une modification du pH 
produite par la cysteamine a dose plus &levee, modification qui pourrait reduire sa 
toxicitt. Dans nos cultures, cette explication ne joue certainement pas car la difference 
de pH du milieu, observee quand on augmente la dose, est trop faible pour jouer un 
role. D’ailleurs, le milieu contient du bicarbonate de soude et est en Cquilibre avec une 
phase gazeuse enrichie en CO2 de sorte que toute variation du pH est automatiquement 
corrigee. 

Pour expliquer la diminution des cassures chromatidiennes aux doses plus tlevees, 
nous suggtrions dans une note prtliminairers que la cyst&amine pourrait ralentir 
l’entree en mitose et permettre ainsi aux mecanismes reparateurs de 1’ADN d’agir plus 
longtemps. Les experiences actuelles montrent clairement que, quand la cysteamine 
agit sur les mitoses, c’est aux m&mes doses que sur les chromosomes. Cette hypothese 
n’est done pas valable. 

Vos et al.l ont Cmis l’hypothese que la toxicite observte a faible dose viendrait de la 
liberation de produits d’oxydation toxiques. 

Quel que soit le mtcanisme en cause, il faut admettre cependant que la cysteamine 
agit sur deux phenomenes differents avec des seuils d’action successifs. Eldjarn et 
Pihlr’ ont propose l’hypothese qu’elle agit SIX les prodi’nes a groupe thiol pour 
produire des disulfures mixtes. On peut se demander si la formation de ces disulfures 
mixtes n’est pas responsable de l’action toxique observee, par la mise hors service de 
certaines substances essentielles au mttabolisme. Dans cette perspective, un excts de 
cysteamine ambnerait la rupture des ponts S-S et la regeneration des protCfnes en 
cause. Un tel phtnomene s’observe, par exemple, quand on traite certaines substances 
sulfhydrylees essentielles telles la phosphoglycCraldChydedCshydrog6nase ou le 
coenzyme A par la cysttamine.l*~19 

La radioprotection obtenue avec la cysttamine serait-elle like a sa toxicid paradoxale ? 
Vos et al.1 n’ont pas observe ce phtnomene avec la cystamine, le disulfure correspon- 
dant, qui, dans leurs conditions, n’est pas protecteur. Par contre, il faut souligner que 
les doses de cysttamine qui protegent le mieux sont plus Clevees que celle oh se 
manifeste l’effet toxique, dans les tests de survie de culture9 et dans des experiences 
personnelles en tours sur les cassures de chromosomes produites par irradiation. 

RESUME 

L’action de doses croissantes (0,27 a 35,2 mM) de cysteamine a CtC Ctudiee sur le 
taux des mitoses et les chromosomes de fibroblastes de Hamster chinois en culture. 
Sept experiences independantes ont donne des rtsultats concordants. A la dose de 
l,l, mM, la cysteamine induit des cassures chromatidiennes 2 heures aprb la fin d’un 
traitement de 60 min. A la mCme dose, le taux des mitoses est rcduit pendant plusieurs 
heures aprts le traitement. A une dose deux fois plus Clew&e, l’index mitotique et le 
nombre moyen de cassures chromatidiennes sont cornparables a ceux des cultures 
dmoins. Aux doses plus tlevkes (8,8 a 35,2 mM), les modifications reapparaissent 
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mais de faGon statistiquement moins signifmative. Ces rCsultats sont discutts 
notamment en fonction de I’hypothtse de la formation rCversible de disulfures mixtes. 

Ce texre Ctait envoy6 quand nous avons eu connaissance d’un article recent de Vergroessen, Budke 
et Vos [Znr. J. Radiat. Biol. 13, 77, (1967)] qui confirme et Btend leurs observations antbieures. 11s 
considerent que la toxicite semble causee par une “reaction intracellulaire irreversible dun produit 
d’oxydation specifique du thiol avec un constituant cellulaire.” 
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Lelievre qui nous fournit t&s aimablement la cyst&amine. 
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