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Abstract-Cystamine when given intra~ritoneally to rats at a dose of 150 mgikg, pro- 
duces an increase of acid-DNase and /i-galactosidase activity in the plasma, with the 
appearance of two peaks of maximal activity at 30 min and 2 hr after injection. Each 
wave of increased activity in the plasma is preceded by changes in the intracellular 
distribution of both enzymes in liver and spleen, consisting in a drop of soluble enzymic 
activity, as early as 5 min after injection, except for spleen fi-galactosidase which 
displays an enhanced soluble activity 15 min after injection. The minor differences 
observed in the behaviour of both enzymes are discussed in connection with the described 
phenomenon. 

LA CYST&AMINE et son d&iv& disulfure, la cystamine, produisent, apres injection chez 
le rat, des effets pharmacolo~ques et biochimiques typiques d’un &at de choc.’ Pour 
de multiples raisons, ce “choc bi~himique” doit jouer un role important dans le 
d~velop~me~t de la radior~sistan~e. z L’etat de radioprote~tion dCbute deja 2 min 
apres l’injection de cystamine et diminue au-de18 de IO min; chez certaines races de 
rats, un second pit de radioprotection est observe apres 45 min.j C’est done dans cet 
intervalle de temps qu’il est interessant de rechercher des alterations biochimiques. 
Or les augmentations d’activite de certains enzymes (mitochondriaux et lysosomiaux) 
observes dans le plasma du rat aprbs injection d’une dose protectrice de cyst&amine 
atteignent generalement leur maximum 2 hr apres, bien qu’elles soient deja decelables 
au bout de 25 min.4 11 nous a paru interessant de rechercher, au niveau des tissus, le 
moment auquel, apres l’injection dune dose protectrice de cystamine, certains 
enzymes quittent les Iysosomes pour passer successivement dans la fraction soluble 
du cytoplasme puis dans le plasma. Nous avons choisi deux enzymes lysosomia~ 
dont l’un, la ~-galactosidase, semble, in vitro, tout au moins, plus aisement detachable 
des membranes lysosomiales que l’autre, la desoxyribonuclease acide.5 Outre le plasma, 
deux organes ont retenu notre attention: le foie, a cause de sa richesse en lysosomes, 
et la rate a cause des alterations des structures subcellulaires qu’elle prtsente apres 
injection de cystamine. 

TECHNIQUES 

Animaux. Rats, Wistar femelles pesant 200 a 250 g, 51 jeun 18 hr avant l’expbrience. 
Cystamine (HCI), (Labaz), dissoute extemporanement en NaClO,15 M et amenee a 
pH 7, en injection intraperitoneale, B la dose de 150 mg/kg pour le dichlorhydrate. 
Les rats temoins recoivent une injection intrap~riton~ale de NaClO,15 M pH 7. Les 
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rats sont sacrifies 5, l&30,60 ou 120 min apres l’injection, par ouverture thoracique, 
SOW anesthcisie a l’bther, au tours de laquelle le sang est preleve par ponction cardiaque 
3 l’aide dune seringue heparinte, et le foie et la rate rapidement excises et perfuses 
avec une solution glacee de saccharose 0,25 M pH 7. Pour chaque temps, 5 a 8 groupes 
de deux rats ont CtC utilids. 

Traitement des organes. Le sang est centrifuge a froid, a 3000 g pour 30 min, le 
plasma est d&ante et congele a -20” jusqu’au moment des dosages enzymatiques. 
Deux grammes de foie (provenant de deux rats) sont homogeneises dans 10 vol d’eau 
bidistillee a l’aide d’un tube de Potter muni d’un piston en teflon et conserves a 
- 20” pour les mesures d’activitb enzymatiques totales. Une autre partie des foies 
preleves (5 g) est homogenCisCe dans 5 vol de saccharose0,25 M pH 7. Les rates prove- 
nant des deux mCmes rats sont homog~n~is~es en saccharose 0,225 M pH 7 dans un 
volume final de 15 ml. Toutes ces manipulations sont effect&es dans un bain de glace 
fondante. 

Dix ml des deux homogenats sont centrifuges a 125,000 g pour 60 min 5r 4” dans 
le rotor 50 dune centrifugeuse Spinco L50. Le surnageant est d&ante et conserve 
a -20” jusqu’au moment des dosages. 

Dosages enzymatiques. Pour mesurer l’activite enzymatique totale des homogenats, 
on utilise l’homogenat en eau bidistillte pour le foie (voir ci-dessus) et on emploie 
l’homogenat de rate en saccharose 0,25 M pH 7, apres lui avoir fair subir 3 a 5 alter- 
nances de d&gel et congelation (la quantite de rate disponible, de I,5 a 2 g, Ctait trop 
faible pour realiser deux homogenats differents comme dans le cas du foie). De plus, 
du Triton X-100 est ajoute aux deux homogenats, aux concentrations finales indiquees. 
DI?a.se acide. L’activitt de la DNase acide est mesuree dans un viscosimkre 
d’Oswald’ plongpl dans un bain thermostatise ii 37” (le temps d’ecoulement de l’eau 
est, dans ces conditions, de 23,5 see). Toutes les solutions employees sont a 37”, sauf 
les Cchantillons a mesurer qui sont maintenus a 0” jusqu’au moment de la mesure. On 
introduit dans un tube de Potter des volumes fixes dune solution de DNA (concentra- 
tion finale de 0,4 mg/ml) et de citrate de sodium (concentration finale de 0,02 M), 
des volumes variables (de 0,05 a 0,8 ml) de l’echantillon a mesurer et des volumes 
adequats de tampton acetate 0,2 M de pH 5,2 de faGon a realiser un volume total de 
3 ml. On melange rapidement, on ajoute ensuite un petit volume d’une solution de 
Triton X-100 a la concentration finale de 7 mg/ml et on introduit 2 ml du melange 
dans le viscosimetre. L’activitt enzymatique est exprimee par la baisse en 10 min du 
log de la viscosite spkiiique’ (le temps d’ecoulement du melange teste et celui de 
l’eau representant les deux valeurs de viscositi? necessaires au calcui). Dans nos con- 
ditions experimentales, cette baisse est toujours lidaire pendant plus de 10 min. 

/3-Galactosiakse. Selon la technique modifiee de Sellinger et al.,8 des quantites 
variables d’tichantillon sont incubees et agitees a 37”, pendant 30 min, dans un volume 
final de 2 ml comprenant 0,5 ml tampon acetate 0,2 M pH 5, du p-nitrophenyl-@D- 
galactosidase 2,5 mM, et du saccharose 0,25 M pour amener a 2 ml. Pour les homo- 
g&rats, on ajoute du Triton X-100 a la concentration finale de 5 g/l. Apres 30 min 
d’incubation, la reaction est arr&de par refroidissement et addition de 3 ml d’acide 
trichloracetique glace 0,17 M (concentration finale 0,l M). On centrifuge a 4000 
tours/min pendant 20 min et a 2 ml du surnageant obtenu, on ajoute 0,75 ml NaOH 
0,5 N et I,25 ml de tampon carbonate 0,2 M pH 10. Le maximum d’absorption 
se situe it 394 nm. 
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Du~~ge~ de protbines et de DNA. Les proteines sont dosees par le reactif de Folin- 
Ciocalteu selon la technique de Lowry et al_9 avec la serumalbumine comme &talon. 
L’extraction du DNA est effect&e selon la methode de Schneider,lO sur 1,s et 2,5 
ml d’homogtnat. Le DNA est precipite par addition a froid de PCA 0,6 N de con- 
centration finale. Apres deux lavages en acide perchlorique 0,6 N, les lipides sont 
extraits par centrifugations successives en ethanol 95”, Cthanoldther (l/l, v/v) et 
ether. Le culot, .&he, est resuspendu en acide perchlorique 0,6 N et le DNA est 
hydrolyse par chatiage B 80” pendant 20 min; on effectue une deuxieme extraction 
identique et on dose le DNA sur les deux extraits melanges, par la methode de Dische 
a la diphknylamine, avec addition d’acetaldehyde selon Burton.‘l 

Produits chimiques. DNA de thymus de veau, type V; p-nitrophenyl-P-D-galactoside 
Sigma. Rdactif de Folin-Ciocalteu et diph~nylamine Merck. 

RlkiULTATS 

Le plasma. L’augmentation de l’activitt de la DNase acide dans le plasma presente 
deux maxima, pendant l’intervalle de temps observe ici: l’un 30 min, l’autre 120 min 
ap&s l’injection (Tableau 1). 11 ne s’agit pas d’une hausse relative d’activite enzy- 
matique par suite de la baisse du taux de protCines striques,” mais bien dun accroisse- 
ment de la teneur absolue en DNase acide puisque l’activite par ml de plasma aug- 
mente. Les modifications d’activite de la /&galactosidase sont moins prononctes 
(Tableau 1). ExprimCe par g de proteine, l’activite atteint deux valeurs maximales 
situees a la 1% et a la 120e min aprb l’injection. 

TABLEAU 1. ACTMT~ DE LA DNAFSE ACIDE ET DE LA ~-G~ACTOSID~E DANS LE 
PL~MA~E~TAPR~s~~EC~ONDECY~TAM~ 

DNase acide p-Galactosidase 

Temps aprhs ActivitC par Activitk par 
l’injection g de protbinaq Activitb par ml g de protkuzs Activith par ml 

Tbmoins 2,3 i 0,2* 0,160 f 0,010 1,63 + 410 0,129 i- 0,016 
5min 2,l f 0,3 0,160 f 0,020 1,80 Ifr. 0,30 0,136 f 0,033 

15 min 3,0 f 0,s 0,210 zt 0,030 2,21 * 0,ll 0,157 f 0,007 
30 min 4,9 5 0,9 0,290 f 0,044 I,92 h 0,13 0,168 + 0,007 
60 min 1,8 i 0,2 0,130 i 0,006 1,98 + 0,14 0,147 + 0,007 

12Omin 6,4 f 0,9 0,340 i- 0,050 2,54 i 0,40 0,194 i 0,023 

* Valeur moyenne i crreur standard de la moyenne. 

Le foie. L’injection de cystamine provoque une depletion rapide et precoce de 
l’activid enzymatique totale de la DNase acide. On voit, dans le Tableau 2, que deja 
5 min apr&s l’injection, l’activiti: enzymatique specifique est abaissee de 20 pour cent 
par rapport aux proteines, ou de 35 pour cent par rapport au DNA. La cellule h&pa- 
tique retrouve une activite enzymatique normale d&s la 15e min apres l’injection. La 
distribution de l’activid DNasique presente des perturbations caracteristiques: la 
porportion d’enzyme soluble tombe B 52 pour cent puis a 25 pour cent des temoins 
respectivement 5 et 15 min aprbs l’injection, retourne & une valeur normale a la 30e 
minute puis redescend & 66 pour cent des temoins au bout dune heure. 
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TABLEAU 2. ACTWT~DE LA DNASE ACIDEDANS LE FOIE DE RATAPRSS 
INlECTION DE CYSTAMiNE 

Temps aprks 
l’injection 

Activitb de Pourcentage 
l’homog&nat Activitk de d’activitb dans 

par mg de I’homog6nat la fraction 
protbines par mg de DNA surnageante 

TBmoins 0,51 * 0,05 40,7 f 6,2 6,4 & 2,0 
5 min 441 & 0,06 26,l Lt 1,O 3,l rt I,1 

15 min 0,58 +Y 0,06 37,0 zt 3,5 1,5 i 0,2 
30 min 0,51 i 0,02 43,3 It 7,o 6,6 zt 1,5 
60 min 0,49 * 0,os 50,6 i 7,6 3,3 i 0,4 

120 min 0,45 5 0,03 43,6 i 1,O 4,0 + 0,2 

Dans le foie comme dans le plasma, l’activite de la fi-galactosidase est moins modi- 
fike que celle de la DNase acide (Tableau 3). La proportion d’enzyme soluble atteint 
une valeur minimale (72 pour cent des t6moins) d&j& 5 min aprb l’injection et retrouve 
une valeur normale Zt la 60e min. Soulignons toutefois la hausse assez forte d”activitC 
spkcifique par mg de protCine observte & la 5e min. 

TABLEAU 3.Acnvnf. DELA fi-GALACTOSIDASEDANSLE FOIE DE RATAPR~ 
INJECTION DE CYSTAMINE 

Activitb de Pou~entage 
~homog~nat Activitb de d’activitk dans 

Temps apri% par mg de l’homog&nat la fraction 
I’injection protkiines par mg de DNA snrnageante 

Tbmoins OJO i 0,010 9,2 f 1,OO 9,2 I-t 1,40 
5 min 0,17 i 0,014 10,2 f 0,96 6,6 f 0,40 

15 min 0,ll f 0,010 7,0 f 0,83 7,0 f 0,68 
30 min 0,ll f 0,010 9,5 f 1,OO 7,6 & 1,lO 
60 min OJ2 zt 0,020 8,l $ 0,89 12,l f 3,00 

120 min 0,ll & 0,015 8,7 rt 1,20 11,3 f 2,60 

La rate. La perte de DNase a&de par les cellules splkiques (Tableau 4) se manifeste 
par une baisse de 34 pour cent de l’activite spkifique par mg de protbines, 5 et 15 
min aprl?s l’injection, et par une diminution progressive, aux memes temps, de la 
proportion d’enzyme soluble (respectivement de 19 et de 33 pour cent par rapport 
aux temoins). Un retour aux valeurs normales s’observe dij-ja B la 30e min. Le taux 
d’enzyme soluble baisse & nouveau (69 pour cent des tbmoins ?I la 60e min), avant la 
seconde vague d’augmentation de l’activiti: enzymatique dans le plasma. 

Pour la fl-galactosidase (Tableau 5), les modifications ne s’observent qu’a la 15e 
min aprks l’injection, mais elles sont alors particulikrement prononcBes et consistent 
en une baisse considtrable de l’activitb enzymatique, tant par mg de DNA que par 
mg de protdines, pendant que la proportion d’enzyme soluble passe de 27 B plus de 
40 pour cent. Aux autres temps observ&, ces valeurs sont pratiquement normales. 
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TABLEAU 4. ACTNITEDE LADNASEACIDE DANS LA RATEDERAT APRILS 
INJECTION DE CYSTAMJNE 

Temps apt-es 
I’injection 

Activite de Pourcentage 
l’homogenat Activite de d’activitt dans 
par mg de l’homogtnat la fraction 
proteines par mg de DNA surnageante 

Temoins 2,13 f 0,18 250 + 4,0 19,l f 140 
5 min 140 & 0,09 31,7 f 2,9 15,8 & 1,lO 
15 min 1,37 4 0,20 23,l + 3,9 13,3 f 1,9 
30 min 2,89 f 056 25,7 + 1,9 26,6 f 4,9 
60 min 2,23 f 0,50 23,6 f 2,3 13,3 + 1,6 

120 min 2,52 & 044 24,7 f 1,7 23,3 ZIZ 5,8 

TABLEAU 5. ACTIVITY DE LA j3-GALACTOSIDASE DANS LA RATE DE RAT 
APRlb INJECTION DE CYSTAMINE 

Activite de Pourcentage 

Temps apres 
I’injection 

l’homogenat ActivitC de d’activite dins 
par mg de l’homogenat la fraction 
proteines par mg de DNA surnageante 

Temoins 0,27 Z!Y 0,030 5,6 * 0,70 27,6 f 2,5 
5 min 0,27 + 0,020 7,5 + 0,41 28,l f 0,6 

15 min 0,15 i 0,020 2,8 $Z 0,56 43,4 f 2,4 
30 min 0,31 f 0,039 7,3 f 1,50 23,6 f 2,4 
60 min 0,28 & 0,042 5,4 * 0,90 26,4 f 1,9 

120 min 0,25 i- 0,052 4,2 + 0,90 27,6 f 3,2 

DISCUSSION 

Nous retrouvons, a propos de la DNase acide et de la &galactosidase, un pheno- 
m&e identique a celui qu’ont decrit Plomteux et ~1.~ pour d’autres enzymes, B savoir 
une nette augmentation d’activite dans le plasma du rat apres injection d’une dose 
protectrice de cystamine. L’augmentation d’activite de la DNase acide dans le plasma 
est biphasique. En ce qui concerne la &galactosidase, la leg&e baisse d’activite 
observee 60 min aprb l’injection ne parait pas significative. Chaque phase d’augmenta- 
tion dans le plasma est prectdee d’un abaissement de l’activite de la DNase acide dans 
la fraction surnageante du foie (Tableau 2) et de la rate (Tableau 4). 

La detection d’hydrolases lysosomiales dans la fraction surnageante dun homo- 
g&rat ne signifie pas necessairement leur presence dans le cytoplasme soluble in viva 
Le pourcentage d’enzyme, “soluble” depend largement des conditions d’homo- 
geneisation et, dans des conditions d’homogeneisation identiques, serait alors un 
indice du degre de fragilite relative des lysosomes. At cet Bgard, il est interessant de 
remarquer que, tant dans le foie que dans la rate, la proportion d’enzyme soluble- 
ou, plus exactement, solubilide-est plus &We pour la p-galactosidase que pour la 
DNase acide. Cette observation suggere que la plus grande facilite de solubilisation 
de la Bgalactosidase, observee in vitro par Baccino et aZ.,5 pourrait exister dgalement 
in vim, les homogeneisations ayant toujours Bte effectuees, dans nos experiences, par 
la mCme personne et dans les m&mes conditions. 
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Aucune etude cytologique ne nous renseigne sur d’eventuelles lesions lysosomiales 
dans le foie et la rate apres injection de cystamine. On sait, cependant, que d’impor- 
tantes lesions “mitochondriales” s’observent dans la rate deja 10 min apres une 
injection de cystamine chez le rat, alors que le foie ne presente aucune lesion des 
mitochondries.” Firket et Lelievre6 concluent que la rate est plus sensible que le foie 
a l’action de la cystamine. Le comportement de la fl-galactosidase dans nos experi- 
ences nous amene egalement a formuler une conclusion semblable (Tableaux 3 et 5). 

La presque totalitt de la cystamine est 1iCe aux protdines sanguines et tissulaires 2 
min apres l’injectionr2 et les protecteurs a SH se fixent, de faGon labile, sur toutes les 
structures sub~llulaires.13,14. Une sus~nsion de lysosomes hepatiques traitee in 
vitro par differentes substances sulfhydrylees telles que la cysteamine (la cystamine 
&ant rtduite en cyst&amine chez le mammifere), perd moins de cathepsine dans le 
milieu d’incubation qu’une suspension non traitee. l5 II semble bien qu’un phenomene 
analogue se produise apres injection de cystamine, car nous observons 5 et 15 min aprts 
l’injection, une diminution du pourcentage d’activite de la DNase acide dans le 
surnageant de foie (Tableau 2) et de rate (Tableau 4). Mais la cystamine produit en 
quelques minutes, chez le mammiflre, un &at de choc prononc&16 L’hypoxie qui en 
resulte est susceptible de fragiliser les lysosomes comme l’ont remarque Bitensky 
et ai.” au tours du choc hemorrhagique, et d’Ctre ainsi a l’origine de l’augmentation 
d’activite DNasique soluble observee a la 30e min apres l’injection. 
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R&m&-La cystamine en injection intrapCritonCale B la dose de 150 mg/kg provoque, 
chez le rat, une hausse d’activitk de la DNase acide et de la &galactosidase dans le 
plasma. Deux maxima sont observes, respectivement 30 min et 2 hr apres I’injection. 
Chaque phase d’augmentation dam le plasma est p&&d&e de modifications de dis- 
tribution intracellulaire des deux enzymes au niveau du foie et de la rate, consistant en 
un appauvrissement de la fraction soluble en enzyme d&s la 5e min apr&s l’injection, B 
l’exception de la /3-galactosidase de la rate dont l’activite soluble augmente 15 min 
aprits l’injection. 
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