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Abstract-The influence of the anthocyanosides extracted from the Vaccinium myrtillus 
on some retinal enzyme activities was studied in vitro in the pig and in vivo in the rabbit. 
Following previous works on the improvement of the regeneration of the visual purple, 
after administration of arrthocyanosides and on the retinal metabolism in presence of 
anthocyanosides, this study shows at the level of the retina, a significant increase in 
lactate dehydrogenase, a-hydroxybutyrate dehydrogenase, 6-phospho-gluconate 
dehydrogenase and a-glycerophosphate dehydrogenase a steady state of the phospho- 
glucose isomerase, glucose-6-phosphatase and glucose-6-phosphate dehydrogenase.; 
a decrease in the 5-nucleotidase, phospho-glucomutase NAD retinol-oxydase. 

These findings obtained by in vivo and in vitro biochemical techniques confirm some 
results previously found by the histo-enzymological procedure. 

IL N’EXISTE pratiquement pas de donntes bibliographiques sur I’effet des glycosides 
d’anthocyanes sur les reactions enzymatiques. On connait cependant l’aptitude de 
ces pigments vegetaux a former des sels de flavylium, 21 liberer des protons, a se lier 
a des mttaux, a s’associer a d’autres substances et mCme a des macromo1Ccules.l 
Les produits envisages dans la presente etude sont des glycosides de cyanidol, del- 
phinidol, pttunidol, malvidol retires de V~~cinium myrtilhs.2 

Nous avons, dans des etudes prCcCdentes,3-5 constate que ces glycosides d’antho- 
cyanes favorisaient la regeneration de la rhodopsine dans I’oeil du lapin. Nous avons 
a cette occasion, CvoquC un effet possible sur les systbmes enzymatiques intervenant 
dans la regeneration de la rhodopsine, en particulier, la retinene-cis-truns isomtrase 
et la NAD retinal oxydase. L’effet des glycosides d’anthocyanes sur cette derniere 
activitt a Ctt recemment envisage par nous. 6 Toutes ces raisons nous ont conduits a 
rechercher dun facon plus systematique les variations de quelques activites enzy- 
matiques retiniennes tant du point de vue histochimique7 que biochimique.8 

* Stagiaire de Recherche au C.N.R.S.; avec la collaboration de H. DELILLE, Aide-biologiste au 
C.N.R.S. 
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Nous rapportons ici les r&hats de I’Ctude biochimique des activitCs lactate- 
dCshydrogCnasique (1.1.1.27), a-hydroxybutyrate-dCshydrogCnasique (1.1.1.30) 6- 
phospho-gluconate-dCshydrogt%asique (1.1.1.43), glucose-6-phosphate-dCshydrog&a- 
sique (1.1.1.49), a-glycdrophosphate-dCshydrogCnasique (1.1.99.5), 5-nuclCotidasique 
(3.1.3.5), phospho-glucose-isomCrasique (5.3.1.9), in vitro chez le Port et in vivo 
chez le Lapin. 

TECHNIQUE 

Les prkparations enzymatiques proviennent soit d’homogtnats de rttines de Port, 
pour 1’Ctude in vitro, soit d’homogCnats de rttines de Lapin fauve de Bourgogne pour 
1’Ctude in viva.* Aprb sacrifice des animaux et prClbvement des r&tines d la lumi&re, 
les homogCnats sont effect&s g l’Ultra-Turrax puis dilub. 

Les techniques enzymologiques mises en oeuvre sont respectivement celles de Cabaud 
et Wroblewskig modifiCe par Bastide et al10 pour la lactate-dCshydrogknase; Rosalkill 
modifiCe par Bastide et aZ.12 pour l’a-hydroxybutyrate d&hydrogtnase; KingI pour 
la 6-phosphogluconate-dCshydrogCnase; Kornberg et Horecker,ld modifiCe par Bastide 
et aZ.lj pour la glucose-6-phosphate-dCshydrogCnase; Nachlas el al.63 modifiCe, pour 
l’a-glyctrophosphate-dtshydrogCnase; Campbell17 pour la 5-nucltotidase; Bodansky,18 
modifite par Bastide et al.,19 pour la phosphoglucose isomCrase. 

Les anthocyanosides extraits de Vaccinium myrtillust2 sont soit introduits dans les 
milieux d’incubation, aux doses de 0,5 et 1,O mg par essai enzymatique, avec les 
homog&ats de rCtines de Port; soit administrts au lapin, d raison de deux doses de 
100 mg/kg de poids corporel, dans la veine marginale de l’oreille, 24 hr et 1 hr 
avant le sacrifice de l’animal. Certaines enzymes telles la glucose-6-phosphate-d& 
hydrog6nase et la 6-phospho-gluconate d&hydrogCnase n’ont pu Ctre suivies qu’in 
vivo pour des raisons techniques. 

RESULTATS 

Les rCsultats expCrimentaux moyens M, accompagnCs de la valeur a donnant l’in- 
tervalle de confiance 95 p. 100 d’aprb la distribution de Student, figurent dans les 
tableaux 1 g 7. 11s sont exprimts en pourcentages de substrat m&abolisC dans les 
conditions expCrimenta1e.s. De l’examen de ces rtsultats, il ressort que les antho- 
cyanosides extraits de Vaccinium myrtillus entrainent : 

(1) une tlCvation des activitks enzymatiques rktiniennes tant in vitro qu’in vivo en 
ce qui concerne la lactate dCshydrogCnase (+40 p, 100 et +23 p. loo), l’a-hydroxy- 
butyrate-d&hydrogCnase (+20 p. 100 et +30 p. loo), I’a-glycCrophosphate-dCshydro- 
gCnase (+20 p. lOO), la 6-phosphogluconate dCshydrogCnase (+15 p. 100). 

(2) une diminution de la 5-nuclCotidase rCtinienne in vitro (-30 p. 100). 
(3) un maintien de la phosphoglucose-isomCrase et de la glucose-6-phosphate 

dCshydrog&ase rktiniennes. 
11 nous faut rappeler ici, en ce qui concerne le mCtabolisme du glucose-6-phosphate, 

que nous avions prtcCdemment dCcelt dans des conditions exptrimentales iden- 
tiques,s tant in vitro qu’in vivo, la quasi absence de modifications de 1’activitC glucose 

* Nous tenons & remercier les Laboratoires CHIBRET pour leur obligeance & nous foumir les yeux 
de Port et les lapins expCrimentCs. 

t Anthocyanosides extraits de Vacciniunl myrtillus: Difrarelm, Laboratoires CHIBRET, 200 Bd 
Etienne ClCmentel, Clermont-Ferrand, France. 
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TABLEAU 1. ACTIVITY LACTATE-DBSHYDROGI?NASIQUE: L.D.H. 
A. POURCENTAGE~ DE SUBSTRAT METABOLISMS PAR LES HOMOGBNATS DE R&TINES DE 

PORC ApRI% ADDITION IN VITRO D'ANTHOCYANOSIDES(80 I&TINES) 

Homogenats au l/250 l/500 l/1000 

Temps d’incu- Antho- 
bation (min) cyanosides M a M CL M a 

(mg par essai) 

15 

30 

W-J 34,l IO,0 13,8 9,O 

x:: 53,2 55,0 18,8 16,7 25,0 27,6 ;:66 20,l 18,4 7: 7’ 

3: 
0:5 

70,o 52,l 15,l 13,3 :9: $8 8:4 12,3 19,4 692 992 
71,4 12,2 3810 792 19,0 11,6 

B. POURCENTAGES DE SUBSTRAT &TABOLISB PAR LES HOMO&NATS DE &TINES DE 

LAPIN AptiS DEUX INJECTIONS INTRA-VEINEUSES D'ANTHOCYANOSIDES (100 Ill8 

par kg) A 24 hr D'INTERvALLE (28 rI?TINES) 

Homog&nats au l/500 l/1000 l/2000 

Temps d’incu- 
bation (min) M a M a M a 

15 Temoins 28,0 17,l 10,l 
Trait& 34,l 19,4 11,2 

30 Temoins 43,2 27,0 ::: 15,l 
Trait& 53,4 29,2 19,3 

TABLEAU 2. ACTIVITY? U-HYDROXYBUTYRATED~SHYDROG~NASIQUE: aH.B.D.H. 

A. POURCENTAGES DE SUBSTRAT I&TABOLIS~ PAR LES HOMOGI%NATS DE RBTINES DE 

PORC APRBS ADDITION, IN VITRO, D'ANTHOCYANOSIDES (98 &TINES) 

Homogenats au l/100 1 I200 l/500 

Temps d’incu)- Antho- 
bation (min) cyanosides M a M a M a 

(mg par essai) 

070 55,4 13,5 30,o 10,2 
30 0,5 58,5 15,6 35,9 11,2 :x 

130 62,4 13,4 39,2 12,4 1610 
2: 

11:2 

60 2: 
72,3 

110 
74,2 1X 

45,3 14,8 17,0 

11:6 
46,4 13,5 19,l 2: 

77,l 49,l 15,2 26,2 9:2 

B. POURCENTAGES DE SUBSTRAT tiTA~0~1s6 PAR LES HOMOG~NATS DE R~TINES DE 

LAPIN APR&S DEUX INJECTIONS INTRA-VEINEUSES D'ANTHOCYANOSIDES (100 mg 

par kg) A 24 hr D'INTERVALLE(~~ &TINES) 

Homogknatsau l/200 l/400 

Temps d’incu- 
bation (min) M a M a 

30 ;$?;if 21,l 2,8 
27,3 

1% 231 

60 gr?fJts 47,2 1715 2: 
48,9 27,9 2:1 
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TABLEAUX. ACTIVITB~-~H~S~HOGL~~ONATED~HYDR~G~NASIQUE 

POURCENTAGES DE SUBSTRAT ~~TABOLISI? PAR LES HOMOGBNATS DE RBTINES DE 

LAPIN APRBS DEUX INJECTIONS INTRA-VEINEUSES D'ANTHOCYANOSIDES (10 mg 

par kg) A 24 hr D'INTERVALLE(~~ R&TINES) 

HomogCnats au 11250 l/500 l/1000 

Temps d’incu- 
bation (min) M a M a M a 

1 Tkmoins 15,s 2,3 Trait& 19,o 2: i$ 2; 2: 
5 Tbmoins 27,o :5 13:6 6:4 114 

Trait& 32,l 16,3 I?: 891 038 
10 Tkmoins 35,9 2; 19,3 3:4 

Trait& 41,0 1:4 21,3 1,l 

TABLEAU 4. ACTIVIT~~ GLUCOSE-6-PHOSPHATE-DfiSHYDROGfiNASIQUE 

POURCENTAGES DE SUBSTRAT MJ?IABOLI& PAR LES HOMOGBNATS DE&TINES DE 

LAPIN APRl% DEUX INJECTIONS INTRA-VEINEUSES D'ANTHOCYANOSIDES (100 lllg 

par kg) A 24 hr D'INTERVALLE 

HomogCnats au l/250 l/500 l/l000 

Temps d’incu- 
bation (min) M a M a M a 

1 Tkmoins 
Trait& 

>“, 291 290 
FE 

I,0 0,s 
171 028 

5 Tkmoins 16:O 134 :>o” 136 
Trait& 16,0 1o:o 

1:4 2: 

10 Tkmoins 28,0 :>; 
2:7 

14,o iv: 
0:s 

?8 
9:o 

f,: 
Trait& 28,0 16,0 0:s 

TABLEAU 5. ACTIVITY U-GLYC~~ROPHOSPHATE DBHYDROGBNASIQUE 

A. POURCENTAGES DE SUBSTRAT M~~TABOLISB PAR LES HOMOGI?NATS DE &TINES DE 

PORC APRl% ADDITION IN VITRO D'ANTHOCYANOSIDES (80 RBTINES) 

Homogknats au l/5 l/10 l/20 

Temps d’incu- Antho- 
bation (min) cyanosides M u. M a M a 

(mg par essai) 

33,l 

15 $7 0:5 34,2 12: 

20,o 498 II,1 236 

15:1 21,2 12,4 37.0 23.4 2:: 13.9 ::; 
0;o 52;3 14;o 30;o 1612 

30 56,9 12,6 32,9 ?Y 18,l E 
64,0 68 33,l 514 19,s 2:9 

B. POURCENTAGES DE SUBSTRAT M~~TABOLIS~: PAR LES HOMOGBNATS DE RBTINES DE 

LAPIN APRI.?S DEUX INJECTIONS INTRA-VEINEUSES D'ANTHOCYANOSIDES (100 mg 

par kg)A 24 ~~D'INTERVALLE(~~ R~TINES) 

Homogknats au l/l0 l/20 1140 

Temps d’incu- 
bation (min) M a M a M a 

15 Tkmoins 23,3 5.0 16,l 4,2 Trait&s 28,0 19,0 1s; ;>: 
30 Tkmoins 29,0 tf 20,2 3’S 1313 211 

Trait&s 35,l 7:9 24,l 516 17,l 530 
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TABLEAU 6. ACTWIT& ~NJCLI~TIDASIQUE: A.M.P. ASE 
POURCENTAGES DE SUBSTRAT MI?TABOLIS~~ PAR LES HOMOG~NATS DE R&TINES DE 

PORC APR&S ADDITION IN VZTRO D’ANTHOCYANOSIDES (100 RtiTINES) 

Homogenats au l/SO l/loo l/200 

Temps d’incu- Antho 
bation (hr) cyanosides M a M Q M a 

(mg par essai) 

112 

1 

8 
015 i;o 
Et 
015 
190 

24,0 
22,s 
21,5 
14,8 
46,l 
47,8 
43,3 
29,3 3;8 

12,0 
12,5 

2; 
23:5 
24,0 
16,l 
533 

2j4 
190 

;;i 

11:3 
11,2 
ll,o 
1,3 

32 

8:: 
0;6 

$26 

TABLEAU 7. ACTIVITY PHOSPHOGLUCOSE ISOM~RASIQUE : PHI 

A. POURCENTAGES DE SUBSTRAT M~~TABOLISI? PAR LES HOW&NATS DE &TINES DE 

PORC APR& ADDITION IN VITRO D’ANTHOCYANOSIDES (80 RkTINES) 

Homogknats au l/loo0 1/2ooo 1/4oO 

Temps d’incu- Antho- 
bation (min) cyanosides M a M a. M a 

(mg par essai) 

5 

15 

090 24,2 270 15,l 2,O 131 

;: 
24,l 
25,4 3c 

15,3 IX 

2,3 119 

16,2 ::: 10:4 ::; 

2: 28,5 23,5 
015 29,3 30,2 22,l 21,6 

:f 
1:s 

16,3 16,l :>: 
178 16,l 117 

B. POURCENTAGES DE SUBSTRAT M~TABOLISB PAR LES HOMOG~NATS DE &TINES DE 

LAPIN APR~s D~ux INJECTIONS INTRA-VEINEUSES D’ANTHOCYANOSIDES (100 mg 

par kg) A 24 hr D’INTERVALLE (28 &TINES) 

Homogknats au l/500 l/1000 l/2000 

Temps d’incu- 
bation (min) M a M a M a 

5 Tkmoins 31,2 21,2 434 14,l 3,3 
Trait& 29,8 18,7 3s 13,8 

15 Temoins 33,l 30,l 22,4 :>:: 
Trait& 32,9 28,8 20,9 212 

6-phosphatasique (+ 12 p. 100 et +0 p. 100) et une diminution de l’activite phospho- 

glucomutasique rttinienne (-21 p. 100 et -18 p. 100). Les anthocyanosides ouvrent 

la voie vers le glucose libre, sans inhiber l’entrte dans la voie glycolytique dont ils 

Cl&vent l’activitC terminale en anakrobiose; de plus, ils stimulent la voie mktabolique 

du shunt des hexoses-phosphates de Dickens et Horecker au niveau de la 6-phospho- 
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gluconate-deshydrogenase. 11 est a noter que nous avions Cgalement montrt que l’effet 
favorable des anthocyanosides sur la rCgtnCration du pourpre retinien ne semblait 
pas se situer au niveau d’une stimulation du systbme NAD-retinal-oxydasique.6 

DISCUSSION 

L’activite’ lactate dt!shydrogknasique (L.D.H.) a CtC individualisee par voie histo 
enzymologique au niveau de la &tine par Lowry et aZ.21 Cogan et aI.,22 Nasu et al.,23 
Mizuki,le avec un maximum d’activite dans les fibres de Muller, les cellules gliales 
et les cellules ganglionnaires. 

Cette activitt a ete suivie biochimiquement chez le Boeuf par Bastide et alz4 et 
chez le Lapin par Uyeda.25 Cinq isoenzymes ont 6th separees par Graymore, 27 et 
Matsuda.“* 

Parmi les variations physiopathologiques de la LDH retinienne, il faut titer: une 
elevation au tours de la croissance chez le Rat, Graymores’ ou apt-es cortisone, Cen- 
tanni,ss et une diminution lors de dystrophie ou de degenerescence des cellules photo- 
receptrices chez la Souris, le Rat et le Lapin, Graymore Bonavita et al.30 Pfersch 
et aI.,20 Schimke.31 

Cette diminution est retrouvee apt-es injection intra-veineuse d’iodoacetate de sodium 
chez le Lapin par De Berardinis ,ss alors qu’il n’y aurait aucun changement pour 
Forgacsss et pour Vecchione et al. s4 La LDH rttinienne diminue chez le Chat lors 
de retinite pigmentaire, Meier-Ruge et Cerlettiss Fujiwara et Nasu.36 La LDH rttinienne 
demeure inchangte dans le diabete alloxanique du Rat, Newell et Kurimoto.37 
Elle s’tleve dans le liquide sous-retinien lors de decollements de la retine, Richter et 
Vetter,3* Wittmer et a1.3g 

Hasegawa40 suit les variations de la LDH retinienne apt-es injection de dextrane-fer. 
11 note une baisse de la LDH au niveau des fibres basales de Muller des cones dCs 
la 3eme heure, suivis d’une elevation enzymatique au IO&me jour. D’apres Fowlks,4i 
apres illumination et irradiation de la &tine de Lapin par IR de forte intensite 
(2. lo6 ergs par cm2 par set) durant 5 min, la LDH presente une elevation de 13 p. 100. 

L’activitP a-hydroxybutyrate dhshydrogtkasique de la retine a deja ttC signalee par 
nous-mCmes42 chez les bovidts ou la teneur en LDH de la retine est plus ClevCe que 
celle decelee chez le Port et avoisine celle du Lapin. 

L’activite’ 5-nuclkotidasique de la rttine est plus tlevte que celle de l’iris du corps 
ciliaire et du vitre ainsi que l’ont observe Reis4schez I’Homme, Akiya,44 chez le Boeuf, 
Majimaas chez le Lapin et chez le Boeuf; Lessel et Kuwabara46 chez le Veau, le Lapin, 
le Port, le Chien, le Cobaye et chez 1’Homme. Aprbs injection intra-veineuse quotidienne 
d’iodate de sodium chez le Lapin, Shionoya47 note, durant les deux premiers jours, 
une diminution de la S-nucleotidase, suivie ensuite d’une elevation. 

L’activitt? phosphoglucose-isomkrasique avait CtC CtudiCe par l’un d’entre nous 
dans les &tines de bovidts oh il avait Ctt note une elevation chez l’animal age. 

La glucose-6-phosphate d&hydrogPnase est plus marquee dans la rttine de Lapin 
tleve a l’obscurite totale depuis la naissance, selon Schimke.31 La presence de cette 
enzyme dans les &tines de souris, de rats, de cobayes, de lapins, de bovidts a Ctt 
signalte par de nombreux auteurs: Kuwabara et Cogan Niemi et Merenmies,49 
Lowry et aZ.,5O Heath et al.,5l Calabria et 0rzalesi,52 Bastide, Tronche et aI.,15 Hase- 
gawa.53 

La 6-phosphogluconate dPshydrog&ase, ainsi que la glucose-6-phosphate dtshydro- 
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genase ont CtC dtcelees dans les r&tines de bovides par De Berardinis.32 Elles ne varient 
pas dam les retines de Rat soumis au diabete alloxanique d’apres Heath et ~1.51 

L’a-glyckrophosphate d&hydrog&a.se est faible dans la retine de Rat ainsi que l’ont 
signal6 Graymore et Tow1son,27 elle augmente au cours du developpement mais ne 
jouerait pas de part importante dans la rtoxydation du NADHs produit par la 
glyceraldehydephosphate-deshydrogenase; cette reoxydation faisant intervenir le 
systeme de la lactate-deshydrogenase. 

L’examen du me’tabolisme rktinien chez les Mammiferes a conduit Eutterman et 
Kinoshi,54 Everson,ss Levene et 01.5‘3 A admettre que la retine utilise le glucose essen- 
tiellement par la glycolyse et subsidiairement par le cycle citrique, alors que le metabo- 
lisme lipidique ne joue pratiquement ici qu’un faible role tnergttique. D’aprCs Duke 
Elder57 le role du shunt des hexoses monophosphates dans l’utilisation retinienne du 
glucose, de moyenne importante dans les conditions normales, devient plus marque 
dans les processus pathologiques, en particulier, au niveau des cellules visuelles oti 
il est plus Clectivement localid. Dans une recente etude histo-enzymologique des 
enzymes retiniennes de lapins ayant recus des anthocyanosides, nous avons montr67 
que les modifications metaboliques de la rttine portaient non pas seulement sur l’alcool 
deshydrogenase qui prtsente alors une teneur ClevCe, mais sur toute une serie d’ac- 
tivites enzymatiques, un effet specifique, des anthocyanosides rtsidant dans la stimu- 
lation de la lactate dtshydrogtnase, de l’acide lipoique dtshydrogenase et de l’alcool 
deshydrogenase. Ce sont quelques-uns de ces resultats entrevus par voie histo- 
enzymologique que nous avons precists et developpes par la presente etude biochimique 
macroscopique tant in vitro qu’in vivo. 

Resume-Les auteurs precisent l’inlluence des anthocyanosides extraits de Vaccinium myrtillus sur 
quelques activites enzymatiques retiniennes tant in vitro chez le Port, qu’in vivo chez le Lapin. A la 
suite de leurs travaux antbieurs sur l’amelioration de la regeneration du pourpre retinien apres 
administration d’anthocyanosides et sur le metabolisme retinien en presence d’anthocyanosides, ils 
notent, au niveau de la &tine, une elevation marquee de la lactate dbhydrog&rase, de l’a-hydroxy- 
butyrate deshydrogenase, de la 6-phosphogluconate dkshydrogenase et de l’a-glyckrophosphate 
dtshydrogenase; un maintien de la phosphoglucose-isomerase, de la glucose-6-phosphatase et de 
glucose-6-phosphate deshydrogenase, une diminution de la Snucltotidase, de la phosphogluco- 
mutase, de la NAD retinal-oxydase. 

Ces constatations vbifikes par des techniques biochimiques, tant in vivo qu’in vitro, viennent 
confirmer et preciser certains de leurs resultats anterieurs entrevus par voie histo-enzymologique, et 
completent 1’Ctude du mode d’action biochimique des anthocyanosides sur les phtnombnes visuels 
au niveau rbtinien. 
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