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ACTION ANTAGONISTE DE CERTAINS CATIONS DIVALENTS
SUR UN ENZYME SECRETE PAR LA MUQUEUSE GASTRIQUE ET
JOUANT UN ROLE DANS L’'HEMATOPOIESE

par
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L’un de nous a montré qu’un enzyme intervenant dans 'hématopoiése est, in vivo,
inhibé par le plomb?. La présence de cet enzyme dans la muqueuse gastrique, son passage
dans la cavité stomacale au moment de la digestion, les particularités de son fonctionne-
ment suggérent que cet enzyme est identique au facteur intrinséque de CASTLE? qui fait
la synthése du facteur antipernicieux gastrique a partir d’'un substrat commun 4 beau-
coup d’aliments (facteur extrinséque). De fait, deux substances disparaissent chez les
animaux qui regoivent du plomb: I'une posséde les caractéres du facteur gastrique,
l'autre dérive de la premitre, se trouve dans le foie et posséde les caractéres du facteur
antipernicieux hépatique3. ’

Cette inhibition de I'enzyme gastrique par le plomb est réversible; elle peut étre
levée par 'un ou par Pautre des facteurs antipernicieux. Ceux-ci se comportent donc in
vivo comme des antagonistes du plomb; sous leur influence, le facteur intrinséque re-
prend son activité fonctionnelle et la carence disparait. Un fait remarquable est qu’il
suffit de trés petites doses de facteur antipernicieux pour compenser I'effet de doses de
plomb bien plus considérables®.

D’autre part, la synthése du facteur antipernicieux ne reprend qu'au moment de
la digestion. Lorsqu’un animal & jeun recoit du facteur antipernicieux par voie orale,
il reste carencé comme un animal témoin; aprés traitement parentéral, la carence ne
disparait qu’aprés absorption du premier repas. Encore la reprise du processus de syn-
theése est-elle imparfaite, si la nourriture n’est pas donnée en méme temps que l'injec-
tion?. La synthése du facteur antipernicieux gastrique exige donc un facteur d’origine
alimentaire. Nous retrouvons 13 un fait que CASTLE? a mis le premier en évidence dans
ses belles recherches sur I'anémie de Biermer.

En premiére approximation, I'antagonisme du plomb et des substances antiperni-
cieuses nous était apparu comme spécifiqued. Depuis, nous avons constaté que cette
spécificité n’était pas absolue. Dans le présent travail, nous montrons que certains
cations divalents sont également antagonistes du plomb, qu'ils sont capables de libérer le
facteur intrinséque et de faire disparaitre la carence en substances antipernicieuses
produite par ce métal.

TECHNIQUES

I. ESSAIS BIOLOGIQUES

Pour le détail des techniques utilisées dans ce travail, nous renvoyons aux mémoires
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précédents, en particulier a5 Nous rappellerons simplement quelques notions essentielles.
L’activité du facteur intrinséque et ses fluctuations ont une répercussion sur '’hémato-
poiése. En particulier, la reprise de son activité est marquée par des phénomeénes san-
guins caractéristiques, auxquels participent tous les éléments sanguins: érythrocytes,
leucocytes, thrombocytes. Les modifications des érythrocytes sont, a notre point de vue,
les plus intéressantes, car elles permettent de titrer les substances actives®.

Ces modifications consistent en des variations de la valeur globulaire® analogues a celles
qui figurent en I (a, b, ¢). Le phénoméne est généralement diphasique: la premiére réac-
tion apparait peu apres l'injection, la deuxiéme 2 a 4 jours plus tard. Toutes deux sont
sous la dépendance de la digestion: un animal traité a jeun ne réagit pas (traitement oral)
ou réagit seulement aprés I'absorption du premier repas (traitement parentéral) (fig. 1d).

Cette réaction sanguine est purement qualitative: I'intensité des variations ne dépend
pas de la quantité de substance active administrée. Mais elle obéit  la loi du “tout ou
rien”’, c’est-a-dire qu’on l'obtient toujours, sur tous les animaux, avec la méme dose
minima active. Cette dose peut donc servir de terme de comparaison et étre prise comme
unité: nous l'appelons Unité-Lapin (U.L.).

Nous attribuons donc une fonction antipernicieuse & toute substance capable de
provoquer une réaction sanguine caractéristique chez des lapins préparés avec de 'acé-
tate de plomb selon notre technique habituelle*. Il faut en outre s’assurer que cette
réaction correspond a la reprise de la synthése des substances antipernicieuses, et dépend
par conséquent de 1'apport d’un facteur alimentaire.

Les substances quae nous avons examinées ont été injectées en solution aqueuse, par
voie intraveineuse, et sous le volume de I ml.

II. ESSAIS CHIMIQUES

Les sels minéraux utilisés dans ce travail étaient, pour la plupart, des sels Prolabo
R.P.; les solutions de nickel ont été préparées a partir de nickel métallique obtenu par
calcination d’un diméthylglyoxime de nickel précipité a partir d'une solution de NiCl,
R.P. et recristallisés deux fois. Le chlorure de cobalt R.P. a été recristallisé deux fois
avant usage.

Comme nous I'exposons plus loin, les deux cations cobalt et nickel agissent, & de trés

* La valeur globulaive ou index colovimétrique cst Ta teneur d’une hématie en hémoglobine. Clest
le rapport:
Hémoglobine

ar mm?® de san,
Nombre d’hématies P g

Plusieurs notations peuvent étre utilisées pour exprimer ce rapport. Nous utilisons la notation
clinique ou:
Hémoglobine (en % de la valeur arbitrairement choisie comme normale)

Valeur Globulaire 20 fois le chiffre d’hématies (en milions) par mm?® de sang

Nous titrons ’hémoglobine colorimétriquement, aprés I’avoir transformée en hématine acide.
L’étalon (SaHLI) est un verre coloré de la marque Crista (Maison Hawksley, Londres) dont le 1009,
correspond a une teneur en hémoglobine de 14 g pour 100 ml de sang.

Le plus grand soin doit étre apporté a ces lectures ainsi qu’a la numération des hématies. Nous
employons un hématimétre de Malassez fabriqué par la Maison Stiassnie, et nous lisons la totalité
des rectangles subdivisés de 1’hématimétre (soit 25 rectangles ou 500 carrés). Le sang est dilué a
1/500&me.

** Pour préparer les animaux, on donne par voie buccale, & la pipette, un jour sur deux pendant
quinze jours, une solution aqueuse d’acétate neutre de plomb. Le titre de la solution est calculé de
maniére que l'animal regoive dans chaque prise, et sous un volume de 2 & 3 ml, une dose de 10 mg
environ de plomb métallique.
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faibles doses, en antagonistes du plomb. Ceci nous a conduits & chercher des réactifs
spécifiques permettant d’éliminer quantitativement des traces de cobalt et de nickel.
Voici comment nous opérons:

Elimination de traces de sels de nickel. A 3 ml d’'une solution aqueuse contenant
environ 15 y de NiCl, par ml, on ajoute ¥ ml d'une solution alcoolique de diméthyl-
glyoxime & 19, puis 1 ml d'une solution aqueuse de 4 mg d’acétate de soude. On place
le tube a essais contenant ce mélange pendant 3 heures dans un bain-maric 4 95-100°.
Le lendemain, on épuise la solution par 4 x 5 cm?® de CHCl; pour en enlever la totalité
du complexe de Ni formé.

Inactivation de traces de sels de cobali. A 1 ml d’une solution de 15 y de CoClydans I'eau,
on ajoute I ml d’eau contenant 1o mg de colamine (HOFFMANN-LA RocHE). On conserve
ce mélange pendant au moins 36 heures avant d’en faire I'essai. Le complexe ainsi formé
est biologiquement inactif.

RESULTATS

En étudiant la stabilité des substances que nous titrons par notre méthode dans des
extraits de foie préparés selon®, nous avons constaté que I'ébullition a reflux pendant une
heure avec de I'acide sulfurique & 1%, entrainait une augmentation d’activité considé-
rable. Normalement, nos extraits contiennent 2 0oo U.L. de substance active par gramme
de foie frais?; aprés ce traitement acide, l'activité est portée a 20000000 U.L. Des aug-
mentations analogues, quoique moins impressionnantes, ont été observées par BRIGGS
et coll.” pour la teneur en acide folique d’extraits de foie et de levure autoclavés a
Pu 3 0u 4.

En analysant ce phénomeéne, nous avons été amenés a essayer les cendres des
extraits bruts, non hydrolysés. Nous les avons trouvés trés actifs, & des doses corres-
pondant & 0.6 y 107 de foie environ.

Cette activité était évidemment due & des éléments minéraux. Nous avons alors
recherché les cations responsables de cette activité. Ont été trouvés inactifs, a des doses
variant de 0.2 4 2 mg: Barium, Bismuth, Cadmium, Caesium, Calcium, Cérium, Cuivre,
Fer, Lanthane, Magnésium, Manganése, Or, Rubidium, Scandium, Thallium, Thorium,
Uranium et Zirconium.

Ont été trouvés actifs en solution non purifiée, un alun de chrome et les quatre
cations suivants: Nickel, Cobalt, Etain, Strontium. L’injection de 1 mi de chlorure de
Ni++ 10-¥ m, ou de chlorure de Cot+ 1071 m, a donné une réaction positive (Fig.
a, b, ¢). Le seuil d’activité des autres cations était de l'ordre de 10711 m,

Le nickel étant de beaucoup le plus actif, on pouvait se demander si les autres sels
ne devaient pas leur activité & des traces de ce métal. Nous avons pu résoudre cette
question en faisant usage de quelques réactifs spécifiques.

En effet, le nickel peut étre complétement inactivé en traitant ses solutions, a
chaud, par une solution alcoolique de diméthylglyoxime et en épuisant par le chloro-
forme le complexe ainsi formé.

Le cobalt n’est pas inactivé par ce traitement. Il forme avec le méme réactif des
complexes hydrosolubles qui ne passent pas dans le chloroforme®. Ces complexes con-
servent leur activité dans notre essai biologique.

Par contre, I'alun de chrome devient complétement inactif: il ne devait donc son
activité qu’a des traces de nickel. .
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Fig. 1. Variations de la valeur globulaire aprés injection de chlorure de nickel ou de cobalt a des
Lapins dont le facteur intrinséque a été inhibé par du plomb.

a) injection de 1 ml de NiCl, 10-17 m; réaction positive, trés caractéristique, diphasique;

b) une solution de CoCl, 10-1% m a été injectée; une premiére fois aprés adjonction de colamine: la
réaction est négative; une deuxiéme fois sans adjonction de colamine: la réaction est positive;

c) deux solutions de NiCl, ont été injectées: 1 ml d’'une solution 10-2° m, la réaction est négative;
1 ml d’une solution & 10~17 m donne une réaction positive;

d) apreés une période d’observation,'dans laquelle la valeur globulaire est restée stable, 1 ml de chlorure
de cobalt 1018 m a été injecté 4 un Lapin & jeun. Le jefine a été maintenu pendant trois jours, I'animal
ne recevant que de l’eau a discrétion; on n’observe pendant ce temps aucune variation significative
de la valeur globulaire. Le quatriéme jour, 'animal recoit de la nourriture, sans qu’il soit fait d’autre
injection de cobalt: des variations caractéristiques de la valeur globulaire apparaissent.
Bibliographie p. 284.
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D’autre part, en solution trés diluée, le cobalt est inactivé par addition d’un cxets
de colamine (par exemple 10 mg de colamine pour 13y de CoCL}* (Fig. b). Il sc forme un
complexe qui, préparé a I'état pur selon?, n’a plus d’activité biologique. Un complexe
de cobalt avec la nicotinamide est ¢galement inactif aux doses de 0.4 mg.

Les solutions de NiCl, ne sont pas inactivées par ce traitement. Celles d’étain non
plus, mais celles de strontium le sont. Il est donc vraisemblable qu’elles ne doivent leur
activité qu'a des traces de cobalt. Notre solution de SnCl, a été, par contre, inactivée
par un traitement combiné au diméthylglyoxime et 4 la colamine**,

Deux cations: Ni et Co, sont donc antagonistes du plomb en ce qui concerne les
phénoménes envisagés ici. Nous nous sommes naturellement assurés que les réactions
hématologiques observées chez nos animaux sont dues 4 une reprise de I'activité du
facteur intrinséque.

Nous avons d’abord vérifié que les deux métaux n’agissent pas sur I'hématopoicse
lorsqu’ils sont injectés & des animaux maintenus 4 jeun, chez lesquels le facteur intrin-
séque ne peut exercer son activité (Fig. d). Il importait de vérifier ce fait, surtout pour
le cobalt dont I'action polycythémique est bien connue (SCHULTZE'®, CAUJOLLEM),

D’autre part, nous avons titré les substances antipernicieuses dans le foie et I'esto-
mac d’animaux carencés par le plomb, puis traités par du nickel ou par du cobalt. Nous
avons constaté que ce traitement fait disparaitre la carence: les titres des substances
antipernicieuses redeviennent normaux au bout de 3 & 5 jours.

Les métaux antagonistes du plomb divalent sont divalents ou capables de I'étre.
Cet antagonisme est cependant trés spécifique, puisque toute une série de métaux biva-
lents sont inactifs.

Le fait que les complexes de cobalt avec la colamine ou l'acide nicotinique sont
biologiquement inactifs, peut expliquer les résultats que nous avons mentionnés au
début de ce travail: ’ébullition avec de I"acide sulfurique & 19, ainsi que 'incinération,
peuvent détruire des complexes métalliques dans lesquels le métal est inactif et libérer
des cations actifs. Dans tous les organes, singuli¢rement dans le foie, on trouve en cffet
des traces de Co et de Ni. D’aprés BERTRAND ET MACHEBOEUF!, 1 kilo de foie de veau
sec contient 0.5 mg de Ni et 0.4 mg de Co. Une partie au moins de ces mtaux passc dans
les extraits de foie puisque 1 g de poudre siéche d’extrait de foie (Er1 Lirry) contient
0.0002 mg de cobalt'®.

Des antagonismes spécifiques de certains métaux ont ¢té signalés & plusieurs repriges;
nous n’en citerons que quelques cas. Le cuivre guérit U'intoxication du bétail par le
molybdé¢ne (FErRGUSsON, LEWis ET WATsON"**); i] guérit aussi, en partie, U'intoxication
du bétail et des rats par le zinc (SMITH ET LARSON). SCHUBERT!® a signalé récemment
que le zirconium déplace le plutonium du foie et des os des rats, et des chiens intoxiqués
par ce métal. .

D’autre part, on a signalé & plusieurs reprises que certains cations agissent spécifi-
quement sur différents enzymes. C’est ainsi que par exemple le magnésium de la carbo-
xylase peut étre remplacé par Mn, Fe, Co, Cd, Zn et d’autres métaux divalents!®. La

* Nous n’avons pas cssayé 'inactivation avec des solutions plus concentrées.

** Les seuils d’activité des solutions de chlorure de Ni et de Co ont fait 'objet de nombreux
contréles. Les résultats ont été concordants. Par contre les solutions d’étain ct de strontium traitées
par la diméthylglyoxime et la colamine n’ont pas toujours été inactives. Nous attribuons cette dis-
cordance a des impuretés introduites au cours des manipulations.

*** Phénomenc que viennent d’étudier trés récemment J. B. NEILANDs, F. M. StrONG ET C. A.
ELVEHJEM, [. biol. Chem., 172 {1948) 431I.
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phosphomonoestérase alcaline est activée au maximum avec alanine 4- Mg; d’autres
cations divalents (Ca, Fe, Mn, Zn) réactivent 'enzyme a des degrés divers'.

Une activation par cations divalents a été rapportée le plus souvent pour despepti-
dases. BERGER ET JOHNSONI® 1® MASCHMANN20: 21 d’autre part, ont montré que le
magnésium, le mangandse, le cobalt et le zinc, activent trés fortement et a divers degrés
les dipeptidases bactériennes. Pour chaque cation, le degré d’activation varie suivant
la nature de la pepiidase et celle du substrat. SMITH?? ainsi que ROCHE et coll.?® ont
trouvé que le mangandse et le magnésium activent spécifiquement la l-leucine amino-
peptidase intestinale, et récemment YUDKIN ET FrRUTON?* ont signalé que la déhydro-
peptidase trouvée dans les reins et le foie, est fortement activée par le zinc et inhibée
par le nickel.

Ces travaux onf pour nous un intérét particulier, car AGREN ET WALDENSTROM?S 26
ont pensé que le fucteur imtrinségue pouvait étre identique a I'aminopeptidase de la
muqueuse pylorique. Toutefois, cette affirmation a été contestée par ANDERSEN ET
FABERY.

De notre cdté, nous avons pensé que Penzyme inhibé par le plomb pouvaits’apparen-
ter & une conjugase foligue, enzyme qui hydrolyse les différentes formes conjuguées de
I'acide folique et les rend directement utilisables pour l'organisme des vertébrés®, 22,
Nous avons communiqué notre suggestion & Mr. LASKOWSKI qui avait purifié la conju-
gase du pancréas de poulet® 20, Notre collegue nous a informé que le plomb détruit
effectivement I'activité de son ferment purifié, & la concentration de 10-%, mais que cette
inhibition n’était pas levée par le cobalt 4 une concentration de 1073 mol. Le cobalt seul
n’active pas la conjugase. Ces essais négatifs de Mr. LASKOWSKI n'infirment pas com-
pletement notre suoposition car les conjugases des divers vertébrés ont des propriétés
différentes®, 29,

Un fait intéressant ressort de nos expériences: ¢’est le role éventuel du cobalt comme
constituant — ou activant — du facteur intrinséque. Si ce role était confirmé, on saurait
par quel mécanisme ce métal intervient dans I'’hématopoiese. Cette intervention est
indéniablel? 1, Nous ne parlerons pas ici de la polyglobulie cobaltique dont le mécanisme
est encore controversé*, maisdes observations qui ont la valeur d’une véritable expérience
physiologique, faites en Australie, en Nouvelle Zélande et en Ecosse, au sujet d’une
maladie qui atteint le bétail de certaines régions cétiéres, et appelée, suivant le pays:
enzootic marasmus, bush sickness, pining or MorTON MAIN’s diseasel® 11, 35, I’anémie
est l'un des syndromes majeurs de cette maladie. Aprés avoir éliminé toutes sortes d’hy-
pothéses explicatives, on s’avisa que cette maladie était une maladie de carence. Elle
n’apparait que darns les régions dont le sol est pauvre en cobalt, et il suffit d’ajouter
au fourrage de petites quantités de ce métal pour la faire disparaitre. On ignore d’ailleurs
si le cobalt intervient dans la synthése de I'hémoglobine ou sl est nécessaire a la proli-
fération des cellules sanguines.

Signalons également les observations de GORDON et coll.3 sur 'anémie due &

* POLONOVSKI ET BRIskas®! pensent que la polycythémie cobaltique n’est qu’apparente. Elle
résulterait d’'une diminution de 'hydrémie. FABRE et coll.3? pensent que le phénoméne essentiel est
une splénocontraction qui chasse dans la circulation des hématies existantes. ORTEN ET Davis33, 34
affirment au contraire qu’il s’agit d’une polycythémie vraie, due & une hyperplasie médullaire. Mais
celle-ci ne serait quune hyperplasie compensatrice, provoquée par une augmentation de ’hémolyse
(ORTEN®) ou par une diminution de la capacité respiratoire des hématies (Davis®). Quel qu’en soit
le mécanisme, cette hyperglobulie cobaltique n’intervient pas dans nos expériences; aux doses que
nous utilisons, le cobalt n’a pas d’action directe sur I’hématopoiése.

Bibliographie p. 284.
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I'ablation de la thyroide: la thyroxine ne suffirait pas A rétablir I'équilibre sanguin des
animaux thyroidectomisés; il faudrait également lui adjoindre du cobalt. De méme,
WINTROBE et coll.¥” ont trouvé que I'anémie due & des injections de térébenthine peut
étre empéchée par administration simultanée de cobalt.

Par contre, on n'a jamais signalé que le nickel fiit indispensable & ’hématopoitse!®.

RESUME

1. Un enzyme gastrique, possédant les caractéres du facteur intrinséque de CASTLE ¢st inhibé
par le plomb. Les substances antipernicieuses se comportent vis-a-vis de cet enzyme comme des
antagonistes de ce métal, clles redonnent & l'enzyme inhibé son activité fonctionnelle.

2. Il en est de méme de deux cations divalents: le nickel et le cobalt. Leur activité se manifeste
pour de trés faibles doses.

3. Le facteur intrinséque aurait ainsi quelque analogie de comportement avee de nombreux
cnzymes activés par des métaux divalents.

SUMMARY

1. A gastric enzyme having the characteristics of CasTLE’s “‘intrinsic factor” is inhibited by
lead. Anti-pernicious substances behave towards this enzyme as antagonists of this mctal; they
restore to the inhibited enzyme its functional activity.

2. The same is true of two divalent cations, nickel and cobalt. Their activity is manifested at
very low concentrations.

3. The ““intrinsic factor’” therefore is in some sense analogous in behaviour to numerous enzymes
activated by divalent metals.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Ein Enzym des Magens, das die Charakteristika des “intrinsic factor’ von CAsTLE hat, wird
durch Blei gehemmt. Die antiperniziésen Stoffe verhalten sich gegeniiber diesem Enzym wie
Antagonisten dieses Metalls: sie geben dem gehemmten Enzym seine funktionelle Aktivitit zurtck.

2. Die zweiwertigen Kationen, Nickel und Kobalt, sind ebenfalls Antagonisten des Bleis. Thre
Aktivitit tritt bereits in sehr kleinen Mengen auf.

3. Der “intrinsic factor” hat also eine gewisse Analogie in seinem Verhalten mit den zahlreichen
Enzymen, die durch zweiwertige Metalle aktiviert werden.
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Regu le 30 mars 1948

Note ajoutée ie 30 juillet 1948

Dans une note récente (Nature, 162 (1948) 144), LESTER SMITH signale que la Vitamine By,
antipernicieuse, contient 4%, de cobalt. Ce fait, combiné avec nos observations, permet d’avancer
une hypothése sur la constitution et la fonction du facteur intrinséque de CASTLE: cet enzyme aurait
un groupement prosthétique contenant du cobalt, et sa fonction serait d’introduire ce métal dans
une molécule organique (facteur extrinséque) destinée & devenir la Vitamine By,.



