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Abstract-Various intracellular enzymes (TGO, LDH, MDH, GIDH, /3/glycuronidase) 
have been titrated in the plasma of adult rats after an i.p. injection of 100 mg/kg of 
cysteamine (base). A large increase in the level of these enzymes is observed after 25 
min; the maximum is reached in 2 hr; normal levels are observed after 6 hr. Regular 
variations in the LDH isoenzymes have not been seen, but in a number of rats a 
doubling of the fifth fraction has been observed in late (4 or 6 hr) plasma samples. 

These facts show that a large radioprotective dose of cysteamine induced an intense 
and riipid, but easily reversible, cellular “shock”; they are compatible with the observa- 
tions of various authors using electron microscopy. 

CHEZ le rat, l’injection de substances radioprotectrices A fonction SH ou S-S provo- 
que, en quelques minutes, de gros troubles mCtaboliques et de graves l&ions des 
mitochondries et du rtticulum endoplasmique, nettement visibles en microscopic 
Clectronique.l* 2 Ces l&ions sont r&ersibles 90 A 120 min aprb leur apparition. 
Le prksent travail a pour objectif de dCterminer si cette atteinte cellulaire se traduit 
par le passage de certains enzymes hdpatiques dans le plasma. Pour cela, nous avons 
d&erminC 1’Cvolution de l’activitt plasmatique de la dCshydrogknase lactique (localisa- 
tion cytoplasmique), de la dtshydrog&mse glutamique (localisation exclusivement 
mitochondriale), de la dCshydrogCnase malique et de la transaminase glutamique 
oxaloacCtique (localisation double, mitochondriale et cytoplasmique) et etin de la 
/?-glycuronidase, enzyme lysosomial. 

MATERIEL ET METHODES 

L’expCrimentation a Ctt rbaliste sur des rats males Wistar de souche pure, de 180 
d 200 g. Huit groupes d’au moins 30 rats ont Ctd 6tudiCs: des temoins et 7 groupes 
saignCs 10, 25, 45, 60, 120, 240 et 360 min aprQs l’administration intrap&iton&.le de 
cysttamine. 

Nous insistons sur le grand nombre de rats utilisBs pour ce travail. Ce nombre de 
trente est dCterminC par la variabilite des activitds enzymatiques du plasma des rats 
tCmoins; quelques observations prdalables nous ont appris que cette variabilitt est 
bien plus grande encore chez des rats d’un autre blevage de moindre qua&t& Les 
animaux recoivent une injection intrap&itonCale de 100 mg/kg de cyst&mine* 
calcules en base (la solution de chlorhydrate est prkalablement neutralisee par NaOH 

* Nous remercions la firme Bracco de Milan d’avoir mis gracieusement la cyst&mine B notre 
disposition. 
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N); le sang est preleve par ponction cardiaque sous anesthesie a l’ether. Les temoins 
repoivent une injection de solution saline. 

Techniques de dosage 
(1) Lu transaminase glutamique oxaloace’tique (TGO). Le dosage est rCalisC a l’auto- 

analyseur suivant la mkthode colorimktrique a la 2-4 dinitroph&ylhydrazine 
en milieu alcalins 

(2) La dPshydrog&zase Zactique (LDH). La diminution d’extinction resultant de la 
transformation du NADH en NAD, en presence de pyruvate est mesuree a 
340 mJL. 

AC. pyruvique + NADH + H+ LDH AC. lactique + NAD+. 
FZk 

Ce dosage se fait a l’auto-analyseur.4 
(3) Les isoenzymes de la dkshydrog&uzse lactique. Nous avons applique la technique 

de fractionnement de Wieme. Les di!Xrentes fractions sont r&&es par reduc- 
tion cl’un se1 de t&razolium par le NADH form& dans la reaction enzymatique. 

AC. lactique + NAD+ LDH AC. pyruvique + NADH + H+.5 
ft 

(4) La a%hydrog&ase maiique (MDH). La dbhydrogenase malique catalyse la 
reaction: 

AC. oxaloacetique + NADH + H+ MDH. AC. malique + NAD+. 
F-’ 

L’activite de la deshydrog&nase malique est fonction de la chute de densite 
optique, mesurke a 366 w. Ce dosage est rklise avec les pochettes de tests 
enzymatiques Boehringer, au spectrophotometre Zeiss.6 

(5) Lu dbshydrog&uzse glutamique (GIDH). La mesure de l’activit6 de la deshydro- 
g&nase glutamique du s&urn est bask sur la diminution de la densit optique a 
366 w, en presence d’a-c&oglutarate et d’ackate ammonique: 

a-cttoglutarate + NADH + NH4+ GlDH @&tmate + NAD+ + HsO. 
Z,ZS 

Comme pour la dbhydrogknase malique, les dosages ont (St6 effect&s au 
spectrophotombre Zeiss, avec des pochettes de tests enzymatiques Boehringer.7 

(6) Lu p-gi’ycuronia’ase. Le plasma est incube, a 37°C et a l’abri de l’air, en presence 
de glycuronidate de phenolphtaleine pendant 16 h. AprCs incubation, la reaction 
enzymatique est bloquQ par addition de tampon-glycine de pH 10,4; il se 
developpe une coloration rouge proportionnelle a la quantit6 de phenolphtaleine 
lib&k a partir du sub&rat hydrolyse. La coloration est mesuree au colorimktre 
Bausch et Lomb a 540 m+s 

RESULTATS 

L’estimaticm de l’activite plasmatique de differents enzymes apres administration 
intrapkitonkle de cyst&mine chez le rat, nous a permis d’observer les faits suivants 
(Tableau 1 et Fig. 1). 

(1) L’activitb de la TGO augmente de facon signiftcative chez les rats saignes 25,45, 
60, 120 min apr&s l’injection de cyst&mine. La valeur de cet enzyme redevient 
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normale chez les rats 240 et 360 min aprb l’administration de la substance 
radioprotectrice. 

(2) La valeur de la LDH est statistiquement differente des valeurs normales chez 
les animaux ponctionnes 25,45,60,120,240 mm apres l’injection de cysteamine. 
Elle est redevenue normale apt-es 360 min. 

(3) La MDH augmente beaucoup plus rapidement. Aprbs 10 min, sa valeur est 
deja statistiquement differente de celle des rats temoins. Aprbs 240 et 360 min, 
elle est redevenue normale. 

TABLEAU 1. INFLUENCE DE LA CYSTBAMINE SUR CERTAINS ENZYMES PLASMATIQUES 

Rats 
tkmoins 

Temps aprks l’administration intrapkritonkale de 
la substance radioprotectrice 

(mi4 

10 25 45 60 120 240 360 

TGO en unites so,7 71,2 95,4* 122f 134,3* 17&l* 62 70,9 
Reitman-Frankel 
LDH en unites 170,3 190,2 325* 340’ 462,4* 599,1* 312,7* 187,4 
Wroblewski 
MDH en unites 62,3 163* 222* 22s 368,2* 420,3* 48,4 69,7 
internationales 
$glycuronidase 160 162 228* 303* 375* 425’ 300,2* 159,3 
en unites Sigma 
GlDH en unites 0,46 0,34 2,42* 4,74+ 5,28* 3,79* 0,87 
intemationales 

0,94 

* Moyenne arithmetique statistiquement differente de la valeur controle (rats temoins). L’analyse 
des resultats a et& reali&. a l’aide du test t de Student. 

FIG. 1. Inlhrence de la cyst&amine sur certains enzymes plasmatiques. 
Nous donnons aussi dans cette figure, ainsi que dans les figures 1 (b), (c), (d), (e), l’kart standart 

(0) calcule pour chaque skrie de rats et pour chaque enzyme. 
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(4) La GlDH est l’enzyme qui apparait le plus lentement dans le plasma. Sa valeur 
est significativement differente de la valeur temoin 45 min apres l’injection de 
cyst&mine. Cet enzyme est redevenu normal apres 360 min. 

(5) La /3-glycuronidase se comporte de la meme fwon que la LDH. 
(6) L’Ctude des isoenzymes de la LDH n’a gdre fourni de renseignements supple- 

mentaires. Les variations des differentes fractions demeurent inferieures aux 
fluctuations des isoenzymes chez les rats temoins. Nous avons cependant 
observe chez 3 rats saignes 240 min aprbs l’action de la drogue radioprotectrice 
et chez 4 autres rats saign15s apres 360 mm un dedoublement de la cinquieme 
fraction. Ce d~doublement n’a jamais ete remarque ni chez les autres animaux 
ayant recu de la ~yst~~ine ni chez les rats temoins. Toutefois, le petit nombre 
de cas (7 rats sur 60) rend l’observation sans valeur statistique (Fig. 2). Chez 
les rats qui presentent les taux de LDH les plus &eves (120 min apres l’adminis- 
tration de la cysteamine), les fractions sont mieux marquees que chez les rats 
temoins, mais aucune d’elles n’augmentent de facon predominante (Fig. 3). 

DISCUSSION 

Nos observations apportent une preuve nouvelle de grand poids a l’idee que la 
cyst&mine provoque, B dose protectrice, de gros troubles cellulaires;1~ a on voit 
passer dans le plasma aussi bien un enzyme lysosomial que des enzymes mitochon- 
driaux ou ~ytoplasmiques. On ne peut manquer d’&re frappe par le fait que les 
activites enzymatiques attei~ent toutes un maximum a 120 min et que leur niveau 
redevient normal 3 h apres l’injection. La deshydrogenase malique est le seul enzyme 
dont le niveau monte de faGon significative 10 min deja apres l’injection; ii faut 
attendre 25 min pour que les autres enzymes (excepti: la GIDH) soient anormalement 
abondants dans le plasma. 

Ces faits ont une importance dans la longue serie des actions pharmacologiques 
deja reconnues a la cyst&mine (voir Bacq.9) Ce passage d’enzymes a-t-i1 quelqu’ 
influence sur la reaction de l’animal aux radiations ionisantes? Ou, au contraire, les 
observations detaillees dans ce travail sent-elles tout simplement le temoin d’un &at 
de choc cellulaire aisement reversible? Nous pensons que la demiere interpretation a 
beaucoup de chances d’&re la plus plausible. En effet, on doit s’attendre a voir le 
taux des enzymes pl~matiques varier avec un certain retard par rapport aux lesions 
d&&es au microscope electronique; or, les auteursle 2 s’accordent pour dire que les 
lesions (essentiellement des mitochondries et de l’ergastoplasme) apparaissent tot 
(10 a 20 min) au moins dans les organes radiosensibles (rate, muqueuse intestinale, 
thymus, etc.) et disparaissent en 1 a 2 h. Or, les enzymes ne s’echappent des cellules 
que progressivement et doivent persister un certain temps dans le plasma aprts la 
reparation des lesions des mitochondries et de l’ergastoplasme. 11 est done normal qu’il 
y ait un certain retard dans l’augmentation du taux des enzymes plasmatiques sur les 
lesions cellulaires. Le choc est certainement profond puisqu’un enzyme strictement 
lysosomial participe au mouvement g&kl. Reste a se demander si une partie au 
moins de ces enzymes ne provient pas du foie comme semblerait le demontrer le 
d~doubl~ent de la ~inqui~me fraction des LDH toujours observe dam les atteintes 
hepatiques, bien que les Clemson-~croscop~tes n’aient pas observe de lesions nettes 



FIG. 2. Tsoenzymes de la LHD. (A) Rat tkmoin; (B) Rat trait6 B la cyst&amine, temps d’observation : 
240 min. (C) Rat trait6 g la cystkamine, temps d’observation: 360 min. 

B.P. facing page I606 
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de cet organe ap&s injection de cystamine. * On ne peut rien affirmer mais les multiples 
troubles metaboliques que prbentent les homogenats ou les tranches de foie aprbs 
action des radioprotecteurs9 indiquent que le foie doit participer A la reaction enzy- 
matique. On pourra s’en assurer en travaillant avec le foie perfuse. 

Nous ne voyons pas pourquoi un enrichissement du plasma en enzymes pourrait 
modifier la reaction d’un mammifere aux radiations ionisantes. I1 n’y a aucun paral- 
lelisme entre les variations du taux de ces enzymes et ceux de la radioresistance; chez 
le rat elle est maximale 10 et 45 min aprb l’injection de cystamine ou de cyst&mine 
et la mortalite est redevenue identique a celle des controles en 90 a 120 minls~ l1 Les 
effets observes par nous n’ont de specifiques que l’allure g&&ale de la courbe, la 
rapidite de la montee et le retour rapide a la nor-male. Toute aggression chimique ou 
physique un peu vive provoque des phenomenes semblables mais toujours plus lents; 
par exemple I’exposition h 1000 r de rayonnement X.12 

RESUME ET CONCLUSIONS 

1. Divers enzymes intracellulaires (TGO, LDH, MDH, GlDH, fi-glycuronidase) 
ont BtC doses dans le plasma du rat adulte apres injection intraperitontale de 
100 mg/kg de cyst&mine base. 

2. On observe une augmentation importante de ces enzymes 25 min apres l’injec- 
tion, le maximum est atteint en 120 min, le retour h la normale s’effectuant en 
6 h. 

3. Les isoenzymes de la LDH ne montrent pas de variations regulieres, mais chez 
certains rats on a observe tardivement (4 ou 6 h) un dedoublement de la cin- 
quieme fraction. 

4. Ces faits temoignent dune reaction rapide et intense de tous les elements ccllu- 
laires, dune sorte de choc cellulaire profond mais rapidement reversible. 

* Puisque la cystamine se reduit dans l’organisme en cyst&mine, il doit y avoir identite d’action 
entre ces deux substances. 
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