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ExpERIENTIA 30/1 v

Effets de Ia Chloroquine sur les activités adénylate cyclasique et phosphodiestérasique

de plaguettes humaines

La chloroquine inhibe l'agrégation de plaquettes
provoquée par 'ADP? ou par le collagéne? ainsi que la
réaction d’excretion induite par la thrombine ou le
collagéne?®. L’AMP cyclique étant un élément régulateur
important de la réaction d’excrétion et de 1’agrégation
plaquettairet (revue générale), nous avons étudié les
effets de la chloroquine sur les activités adénylate
cyclasique et phosphodiestérasique qui toutes deux
réglent le taux de 'AMP cyclique intraplaquettaire.

Matéviel et methode. Les activités enzymatiques ont été
mesurées dans des suspensions de plaquettes humaines
lavées, préparées selon la méthode décrite®, et contenant
en moyenne 1.5x10% plaquettes pl-! (concentration
finale).

L’activité adénylate cyclasique a été déterminée selon
la technique de KrisuNa® dans des plaquettes lysées et
intactes. Dans ce dernier cas on détermine la quantité

Tableau I. Effets de la chloroquine seule et en présence de thrombine
ou de collageéne sur ’Activité adénylate cyclasique de suspensions de
plaquettes humaines lysées ou intactes, préalablement incubées
avec 3H-adénosine ou H-adénine

Substances testées Plaquettes lysées  Plaquettes intactes

3H-adénine 3H-adénosine

Chloroguine Y 3

Collagéne 0 Y

Collagéne

+ Chloroquine 0 0
Thrombine Y 0

Thrombine

+ Chloroquine 0 0 0

Y, diminution significative (p << 0,03) par rapport & un témoin; 0
pas d’effet; } augmentation significative (p < 0,05). L’étude stati-
stique est faite par analyse de variance a partir de 8 mesures pour
chaque groupe. La chloroquine est testée a la concentration finale
de 1073M, la thrombine 0.1 u/ml et le collagéne au 1/10.
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Fig. 1. Activité adénylate cyclasigue mesurée dans des suspensions de
plaquettes lysées. 9 mesures ont été faites. On a représenté la moyenne,
et par la barre verticale, ’écart type de la moyenne. Le groupe chloro-
quine et le groupe thrombine sont significativement différents en 9,
des témoins (p << 0,05), alors que le groupe collagéne ne I’est pas; le
groupe thrombine 4 chloroquine est aussi différent du groupe throm-
bine (p < 0,03).

de 3H-AMP, intracellulaire formé & partir de 3H-ATP
synthétisé par les plaquettes avec 2 précurseurs *H-adé-
nine et *H-adénosine; les plaquettes avant d’étre mises au
contact de I'inducteur sont incubées avec 100 pCi de *H-
adénosine (Amersham 17 Ci/mM) ou de *H-adénine
(CIS 24 Ci/mM) puis lavées. I AMP,. est isolé selon la
technique décrite”.

L’activité phosphodiestérasique est mesurée selon la
technique de PocH?® sur des surnageants de suspension
de plaquettes lysées aux ultra-sons, dialysées 4 4°C 12 h
contre une solution de Twis HCl 2x10-2 M pH 7,35 et
centrifugées 1 h a 100000 g (ultracentrifugeuse Beckman
L.

La chloroquine est testée chaque fois & la concentration
finalede 10-2M seule et en présencede thrombine 0.1 pg/ml
{(Hoffman-Laroche) ou de collagéne 1/10 (Sigma). Cette
concentration de chloroquine donne une inhibition maxi-
mum de I'excrétion plaquettaire induite par la thrombine
et le collagéne?®.

Résultals et discussion. La chloroquine comme la
thrombine ne modifie pas 'activité phosphodiestérasique
des plaquettes. Ses effets sur 'activité adénylate cycla-
sique sont complexes (Figures 1-3) et résumés dans le
Tableau. Elle inhibe d’abord cette activité mesurée dans
des cellules lysées ou intactes avec ®H-adénine comme
précurseur, mais elle est sans effet avec $H-adénosine. Elle
se comporte donc dans notre systéme qui admet 2 voies de
formation d’AMP. 'une & partir de 3H-adénine, Pautre &
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Fig. 2. Activité adénylate cyclasique mesurée dans des suspensions de
plaquettes intactes préalablement incubées avec *H-adénosine. 5 me-
sures ont été faites. On a représenté la moyenne, et par la barre verti-
cale, I’écart type de la moyenne. Seul le groupe thrombine est signi-
ficativement différent en °/, des témoins (p < 0,01). Le groupe
thrombine - chloroquine est de méme different du groupe thrombine
(P << 0,05).
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partir de 3H-adénosine, comme le collagéne, inducteur de
lexcrétion plaquettaire: en effet, ce dernier n’inhibe que
le systéme ayant *H-adénine comme précurseur; certes il
n’a pas d’effet sur l'activité adénylate cyclasique mesurée
dans des cellules lysées, selon la méthode de KRIsSHNAS,
mais SaLzMAN et LEVINE ® qui utilisent une autre technique
ont montré qu’il était inhibiteur; la méthode de Krisnna
préconisant un excés d’ATP, il est possible que ce nucléo-
tide triplement chargé négativement, sature en partie les
charges positives du collagéne I’empéchant de réagir avec
les plaquettes.

La thrombine par contre inhibe l'activité adénylate
cyclasique de cellules lysées mais ses effets sur des pla-
quettes intactes sont plus complexes: en effet paradoxa-
lement elle stimule lactivité adénylate cyclasique
lorsque 3H-adénosine est le précurseur, mais c’est un
phénoméne tardif, survenant & la 3e minute, ce qui
suggére qu’il puisse s’agir d’'un phénoméne de régulation1?.
DRrOLLER et Worr!! ont d’ailleurs montré que la throm-
bine provoque une augmentation du taux d’AMP., et ont
émis 'hypothése que la thrombine favoriserait la synthése
d’un activateur de 'adénylate cyclase. Il est aussi possible
que la thrombine inhibe l'activité adénylate cyclasique
ayant H-adénine comme précurseur et que cet effet soit
masqué en raison de l'action méme de cet activateur
synthétisé par la plaquette. Nous avons en effet mesuré la
variation de ®H-AMP, induite par la thrombine & partir
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Fig. 3. Activité adénylate cyclasique mesurée dans des suspensions de
plaquettes intactes préablement incubées avec #H-adénine. 5 me-
sures ont été faites. On a représenté la moyenne, et par la barre
verticale, I'écart type de la moyenne. Le groupe chloroquine et le
groupe collagéne sont significativement différents en 9]y des témoins
{(# < 0.05). Le groupe thrombine + chloroquine est aussi différent
du groupe thrombine {p < 0,05); de méme le groupe collagéne +
chloroquine est différent du groupe collagéne (p << 0,05).
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de *H-adénine aprés 10 min d’incubation et il est possible
que dans ces conditions I'on juge de deux phénoménes:
d’une part, de l'inhibition de 'adénylate cyclase par un
effet direct de la thrombine et d’autre part, d’une activa-
tion secondaire. Ainsi, le systéme ayant 3H-adénine comme
précurseur nous apparait comme le systéme qui induit
le déclenchement de la réaction d’excrétion, en provo-
quant une chute précoce du taux d’AMP..

La chloroquine inhibant 'activité adénylate cyclasique
de cellules lysées et de 3H-AMP,. a partir de *H-adénine
devrait donc étre un inducteur de la réaction d’excrétion
plaquettaire; en réalité, elle inhibe si fortement la produc-
tion d’énergie® que la réaction d’excrétion ne peut avoir
lieu. Mais la chloroquine ne se limite pas a ces seuls
effets sur Vadénylate cyclase: elle supprime aussi les
variations d’activité de cette enzyme induite par la
thrombine ou le collagéne: en présence de chloroquine ce
dernier n’est plus inhibiteur et la thrombine perd de méme
son effet sur l'activité adénylate cyclasique de cellules
lysées. Ces resultats font évoquer une interaction complexe
de la chloroquine avec le systéme adénylate cyclasique,
et sont en accord avec le fait que la chloroquine est un
inhibiteur de la réaction d’excrétion induite par la
thrombine ou le collagéne. La chloroquine, enfin, supprime
l'augmentation secondaire de la formation de *H-AMP.
a4 partir de *H-adénosine; cela laisse supposer qu’elle
inhibe la synthése de l'activateur de T'adénylate cyclase
induite par la thrombine!2,

Summary. Chloroquine has no effect on phosphodies-
terase activity, but it inhibits the adenyl cyclase activity,
of lysed platelets and intact platelets, only when adenine
is used as a precursor. Furthermore, it inhibits the effects
of thrombin and collagen on adenyl cyclase activity.
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Effects of Humidity on Ripening of Plantain Bananas

Plantains or cooking bananas (Musa spp.) are a major
staple food in many tropical countries and are gaining
importance as an export crop to temperate countries.

Ripening of plantains was found to be delayed sig-
nificantly but not impeded when they were stored in
polyethylene bags, moist sawdust or moist coir dust, com-
pared with fruits stored without packing!. Since these
materials all provide high huminity around the fruit,
this might be a factor involved in ripening. Very little
definite information appears available on humidity effects
on fruit ripening. Storage at high humidity has been found
to delay ripening of pears? and bananas3 when compared
with storage at low humidity, although the converse

effect has also been reported for bananas* and grapes? and
no differential effect for pears?, apples or strawberries?2.
This paper describes investigations on the effects of
humidity on ripening of plantains.

Matevials and wmethods. Horse plantain fruits of full
8/, to full maturity® were harvested the day prior to the
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