
1328 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

171. Propribtbs biochimiques des ptbrines 
par Michel Polonovski, Ren6-Guy Busnel et Marcel Pesson. 

(26 V 46) 

La biologie pose des problbmes que la biochimie doit s’essayer 
a rdsoudre: 1’6tude des pterines est, depuis leur dhcouverte par 
Hopkiws en 1889, une des plus belles illustrations de cette inter- 
dependance des deux disciplines. D’abord 1ocalisBes aux Bcailles des 
ailes de PiBrides, d’oh elles ont B t B  isolBes par Wieland et ses collabora- 
teurs, trouvees ensuite par Koschwa dans l’urine, puis dans le foie 
des vertebrbs supBrieurs, identifiees dans le tube de MaZpighi d’un 
Bombyxl), nous les avons nous-mhmes signalees chez les vertebres 
inf6rieurs2) ainsi que chez les c rus tac6~~)~) .  Le r61e que l’on entrevoit 
actuellement pour ces composBs pteriniques dans l’brythropoibse, 
leur rapport avec certaines anbmies macrocytaires, et leur comporte- 
ment en tant que vitamine du groupe B a suscite envers ces subs- 
tances un nouveau regain d’intbrht. 

A l’origine de nos travaux se situe Bgalement une observation 
biologique: la prbsence, dBcelBe par Pontaiwe et BzlsneZ, d’une subs- 
tance Bi fluorescence bleue dans les Bcailles de certains poissons5), et 
les relations de ce pigment avec la riboflavine et la mblanogBnhse, 
dans les mBlanocytes de tous les vertBbr6s inferieurs et dans l’hypo- 
derme des crustacBs decapodes brachyoures6). 

La substance fluorescente se trouve, invivo, sous forme d’un 
chromoprotBide (d6jBi dissociB par simple contact avec l’acide ace- 
tique 10 p. 100). Nous l’avons isolBe par ultra-filtration de l’extrait 
acBtique (pour Bliminer les proteines), suivie d’une chromatographie 2i 
pH acide Bur franconite (qui retient la riboflavine en haut de la 
eolonne, d’ou on la &pare ensuite meeaniquement) et d’une Blution 
par le melange d’Emmerie. Aprbs Bvaporation dans le vide du residu 
et reprise par l’eau bouillante, on obtient le pigment, sous forma 
cristallisbe, par concentration de ses solutions ’). Nous lui avons 
donne le nom de fluorescyanine qui rappelle sa propriBt6 la plus 
caracteris tique. 

1) Busnel R. G .  et Drilhon A., Arch. Zoologie exp. et gbn. 82, 321-56 (1942). 
2, Busnel, R.  G., C .  r. 214, 189 (1942). 
3, Polonovski, M., Verne, J., Busnel, R.  G .  et Pesson, M., C. r. SOC. Biol. 137, 416 

4) Polonovski, M. et Fournier, E., C. r. SOC. Biol. 138, 357 (1944). 
5) Fontaine, M. et Busnel, R. G., Bull. Inst. Ocbanogr., Monaco, 1939, No 782. 
6) Certaines cellules pigmentaires, comme les chromatocytes des poissons rouges 

contiennent Q leur origine de la melanine qui disparait secondairement en laissant sub- 
sister la substance fluorescente bleue. 

(1943). 

7) Polmuski, M., Busnel, R.  G. et Pesson, M., C. r. 217, 163 (1943). 
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La fluorescyanine est certainement identique B l’ichtyoptbrine, 
C,H80,N, ( ? ) decrite indbpendamment par Hiittel et iSprertglimgl) 
bien que les donnbes analytiques ne soient pas entibrement super- 
posables. 

La fluorescyanine cristallise en aiguilles jaunBtres groupees en 
pelotes Bpineuses. Elle est insoluble dans les solvants organiques non 
miscibles B l’eau, mais soluble dans l’eau, l’alcool Bthylique B 6OC, le 
methanol et la pyridine. Sa fluorescence dans l’ultraviolet se manifeste 
surtout entre pH 5 et pH 8 et diminue trbs rapidement en dehors de 
ces limites. Le spectre de fluorescence accuse un maximum entre 
4316 et 4323 A. La fluorescyanine est thermostable et ne donne pas 
de lumi-dcbiv6s par photolyse sous l’influence des rayons ultra- 
vjolets. Elle est facilement absorbee par l’alumine, la terre B foulon, 
la franconite, la jagolithe en milieu neutre ou acide, et par la flori- 
dine X S en milieu alcalin. 

Toutes ces proprietes apparentent la fluorescyanine aux pthrines. 
La (( redox-rbaction)) (reduction par HI fumant et reoxydation par 
dilution) que donne notre pigment le rapproche plus specialement de 
la 8-d6soxy-leucopt~rine ou isoxanthopt6rine. 

HO-C N 
N/ \c/ iCH 

I1 1 
H J d \  ,C, /C-OH 

N N  
isoxanthopt6rine 

Le dithionite de sodium reduit la fluorescyanine moins rapide- 
ment que la riboflavine en un leucoderivb depourvu de fluorescence 
et qui se reoxyde par simple agitation a l’air, plus facilement que la 
leucoflavine. Cette facile rdductibilit6, et sa non moins facile rbver- 
sibilite faisaient pressentir le r61e possible de cette substance dans 
les phenomhes d’oxydo-r6duction comme transporteur d’hydro- 
gbne. I1 nous a 6th donne de mettre cette fonction physiologique en 
bvidence par quatre series differentes d’expdriences que nous rbsume- 
rons ici bribvement . 

1. Action de la fluorescyanilze sur la respiration. tissulaire. 
En mesurant, A l’aide de la m6thode manom6trique de Warburg, I‘intensitB respi- 

ratoire des diffbrentes fractions des Bcailles de Carpe ou de Cyprin dor6, en fonction de 
leur richesse en fluorescyanine ferment - les Bcailles dorsales Btant abondamment pig- 
mentQs et riches en fluorescyanine alors que les ventrales incolores en sont dBpourvues - 
nous avons trouv6 (avec A. Pelou2)): 

Carpe 
P )) ventrales 70 mm3 id. 

Cyprin dor6 w dorsales 45 mm3 id. 
R B o ventrales 35 mm3 id. 

l) Hiittel, R. et Sprengling, G., A. 554, 69, 82 (1943). 
z, Busnel ,  R. G., Pelou, A .  et Polonovski, M., C. r. 220, 185 (1945). 

Ecailles dorsales 93 mm3 de 0, absorb6 par g./heure A 17,5O 
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En fractionnant les Bcailles dorsales et en comparant les parties les plus pigmenth 
aux regions incolores, nous avons serr6 encore de plus prbs l’influence du pigment, cad 
les quantites d’oxyghne absorb6 par gramme/heure furent alors de 174 mm3 pour les 
regions riches en fluorescyanine et de 34 mm3 seulement pour les autres. Cet h a r t  est 
en grande partie independant des systbmes cytochromiques, car la respiration residuelle 
de la premiAre fraction, aprhs addition d’une solution de KCX, est encore de 45 mm3 par 
g./h., tandis qu’elle devient nulle pour les regions incolores. 

2. Action sur le catat-olurine-test de Peters. 
Nous avons utilis6 des coupes d’hemisphbres cer6braux de rats carences en vita- 

mine B, et compar6, B l’aide de l’appareil de Warburg, les variations d’absorption d’oxy. 
gene et de degagement de CO, du tissu carence servant de temoin et des m6mes tissue 
aprhs une demi-heure de contact, a 38O, soit avec la fluorescyanine, soit avec de l‘aneurine. 

+ O  y 2 d’aneurine 
92-96 mm3 

TBmoin I CO, 87,s-88 mm3 
+ 1 y fluorescyanine I 92-94 mm3 

Nous avons observe des effets analogues avec des pt6rines de synthbsel) et notam+ 
ment avec l’isoxanthopt6rine et avec l’6thyl-thio-2-hydroxy-6-pt6ridine. 

T6moin 
mm3 de 0, absorb6 

B 37O par g./h. 
132 

mm3 de 0, absorb6 
B 37O par g./h. 

133.3 

1 y d’ac. isoxanthopt6rine- 
carboxylique 

135,6 

2 y d’6thylthio-2-hydroxy- 
6-pt6ridine 

149,2 

isoxanthopt6rine (1 y )  
139,2 

~ ~ _ _ _ _ _ _  ~ 

3. Action vicariante de la Vitamine B,. 
La similitude de localisation dans le melanocyte de la fluorescyanine et de la ribob 

flavine,) suggerait la possibilite d’une action physiologique commune et nous a v o n ~  
recherche si notre pigment n’htait pas Bgalement doue de propri6t6s vitaminiques B,. 
A cet effet, des rats carenc6s en vitamine B, repurent 10 y par jour de fluorescyanine: 
leur croissance moyenne auparavant arretee, fut de 2 g. par jour (leur poids s’6levant 
de 40 ?I 80 g. en 20 jours), croissance analogue B celle des temoins positifs recevant de 
la riboflavine3). 

Cette vicariance se revela egalement dans le test chronaximetrique de P. Chauchard4) : 
la chronaxie des rats carences en B, fortement abaissb redevient normale aprbs addition 
de fluorescyanine B l’animal, comme aprAs restitution de la riboflavine6). 

4. Action vicariante de la vitamine B, chez le rat et chez le pigeon. 
Mais le resultat le plus inattendu auquel nos experiences nous ont conduit e& 

l’action vicariante de la fluorescyanine et d‘un tr&s grand nombre de pterines de s p -  
these vis-a-vis de la vitamine B,, tant chez le pigeon que chez le rat carences en aneurine, 

1) Polonovski, M., Pesson, M., V’ieillefosse, R., C. r. 218, 796 (1944). 
2) Verne, J .  et Busnel, R. C., C .  r. SOC. Biol. 136, 164 (1942). 
3) Busnel, R. C., Chuchard ,  P., Mazoud, H., Pesson, M., Polonovski, M., C. r. 2 I f ,  

4) Chuchard, P., Busnel, R. G., R a f f y ,  A., Lecq ,  R., C.  r. SOC. Biol. 137, 82 (1943). 
5 )  Busnel, R. G., Chauchard, P., MazouC, H., Pesson, M.,  Polonovski, M., C. r. SOC. 

185 (1943). 

Biol. 137, 594 (1943); 138, 171 (1944). 
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action que nous avons pu mettre en Bvidence, soit par la courbe de croissance de l’animal, 
soit par la prkvention ou la gu6rison des crises polynhritiques, soit par le retablissement 
des indices chronaxiques de la glyc6mie normale et de la temperature, ou par la correction 
de la brachycardie. 

Xos essais ont port6 sur la fluorescyanine naturelle, sur l’isoxanthopt6rine, sur 
les acides xanthopt6rine-, isoxanthopt&ine-, d6sirnino-isoxanthopterine-carboxylique, sur 
la 2,6-dihydroxy-8,9-dim6thyl-pt6ridine et la 2-amino-6-hydroxy-8,9-dim6thyl-pt6ri&e. 

Chez le rat, alors que les t6moins n6gatifs soumis B un r6gime depourvu de vitamine 
B,, perdaient 13 g. en 5 jours et mourraient, en accusant une chronaxie abaiss6e et que 
les tBmoins positifs, regevant 10 y d‘aneurine par jour, gagnaient 31 g. en 26 jours, en 
conservant une chronaxie normale, les animaux auxquels nous avom donne 10 y de 
fluorescyanine croissaient aussi de 30 g. en 26 jours, leur chronaxie redevant normale 
au 8e jour. 

Les pt6rines de synthbse ont provoque bgalement, pour des doses variant de 50 
B 100 y, des gains de poids s’6chelomant entre 12 et 37 g. et un retour de la chronaxie 
L la normale comme l’indique le tableau suivant. 

Vicariance des ptkrines pour le rat carenct! en B,. 

Gain de poids 

12 g. en 21 jours 
20 g. en 21 jours 

13 g. en 26 jours 
25 g. en 26 jours 

Temps pour le 
retour L la 

chronaxie normale 

21 jours 
14 jours 

17 jours 
10 jours 

~~ ~- - -~ ~ 

Scide d6simino-isoxan- 
thopt6rine-carboxyl. 

- - 

Acide isoxanthopterine- 
carboxylique 

carboxylique 
Acide xanthopt6rine- 

Dihydroxy-2,6-dim6thyl- 
8,9-pt6ridine 

I 50 
Amino-2-hydroxy-6- 

dim&hyl-S,g-pt6ridine I 

50 
100 

50 
100 

50 

19 g. en 21 jours 
21 g. en 21 jours 

26 g. en 21 jours 
37 g. en 21 jours 

17 jours 
17 jours 

21 jours 
21 jours 

27 g. en 26 jours 
21 g. en 26 jours 

20 jours 
17 jours 

26 g. en 21 jours 1 
37 g. en 21 jours i 

21 jours 
21 jours 

Tous ces compos6s pteriniques restent cependant incapable5 de se substituer effi- 
cacement B l’aneurine dans la croissance du Glaucoma ou de Polytomella Coeca. Leur 
action ne s’6tend pas B ces microorganismes, mais elle est tout aussi nette chez le pigeon 
b6rib6rique que chez le rat carence en B,, aussi bien pour la fluorescyanine elle-m6me 
que pour les ptkrines de synthkse qui provoquent respectivement un gain de poids de 
29 S 45 g. en 25 jours. On remarque aussi un effet correctif sur la temp6rature ramenbe 
aux environs de 40° et sur la glycemie, qui se retablit aux environs de 2 g. 

En ce qui concerne la chronaxie des extenseurs et des fl6chisseurs, on note chez 
le pigeon carenc6 en B, des valeurs de 12 et 13 m y F que 10 y de fluorescyanine ou 50 y 
d’acide isoxanthopt6rine-carboxylique rambnent en 12 jours B leurs valeurs normales 
de 2-0 m y F. Les tkmoins laiss6s au r6gime de base carenc6 en B, meurent tous dans 
ces d6lais avec des indices chronaxiques de 1 G 1 0  et une temperature centrale abaisde 
B 38,6O. 
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Vicariance des ptBrines pour le pigeon carenc6 en B,. 
I 1 

2,11 g. 

1,91 g. 

1,84 g. 

Nom du produit 1 Gain de poi& 
~- - 

Amino-2-hydroxy-6-dim6thyl- 
8,g-ptkridine rIrp 29 g. en 25 jours 

pteridine. . 27 g. en 25 jours 
Dihydroxy-2,6-dimBthyl-8,9- 

41,6O 

42,l" 

42,2O 

I -1 
IsoxanthoptBrine . . . . . . . 

Acide d6simino-isoxanthopt6rine- 
carboxylique . . . . . . . . 

~ _ _  
39 g. en 25 jours 

45 g. en 25 jours 

Glyc6mie I Temp6rature 

2,09 g. 42,40 

L'action corrective sur la chronaxie fut encore mise en Bvidence par l'antagonisme 
de nos ptkrines et de la thyroxine, cette dernihe hormone raccourcissant, comme on le 
sait, les chronaxies p6riph6riques aussi bien que vestibulairesl). L'injection quotidienne 
B un pigeon de 10 mmg. d'acide isoxanthoptBrine-carboxylique conduit en 4 jours B un 
allongement des chronaxies. Si l'on donne alors par voie buccale 25 y de thyroxine, en 
m6me temps qu'on continue l'injection de pthrine, les chronaxies vestibulaires et pBri- 
ph6riques redeviennent normales. Si l'on supprime la ptbrine, en continuant la thyroxine, 
la chronaxie s'abaisse consid6rablement. L'opbration inverse r6vAle le m6me effet antago- 
niste: si Yon injecte les 10 mmg. d'acide isoxanthopt6rine-oarboxylique B un pigeon 
soumis depuis 4 jours B l'ingestion de 25 y de thyroxine, les chronaxies, respectivement 
de 4 (vestibulaires), 9 (extenseurs), 11 (fl6chisseurs), se relevent B 25, 22, 42 myF. 

Nombre d'autres pt6rines de synthhse conduisent. aux memes rBsultats : l'amino- 
2-hydroxy-6-pt6ridine, l'acide amino-6-isoxanthopt6rine-carboxylique, la 2-6thyl-thio-6- 
hydroxy-8,9-diph&yl pt6ridine, la 2-thio-6-hydroxy-pt6riidine, la lumazine. De m6me 
encore certaines isopt6rines que nous avons prbparees par synthhe directe, et qui sont 
d'ailleurs des substances Bgalement fluorescentes en bleu en U-V., facilement rMuctibles 
par le dithionite de sodium et se r6oxydant B l'air. I1 semble bien d'ailleurs, qu'en ce 
qui concerne l'action sup la chronaxie, l'effet physiologique soit en relation directe avec 
le r61e probable de transporteur d'hydroghe de ces substances. 

CH CH 

Isoptkrine 
L'action vicariante de la fluorescyanine et de certaines pt6rines de synthese pour 

la vitamine B, et pour la vitamine B, se manifeste d'ailleurs tout aussi bien au cours 
d'une carence double B, et B, chez le rat ou chez le pigeon. 

A l'exception de 1'6thyl-thi0-2-hydroxy-6-pt6rine et de l'acide 6thyl-thio-2,6-di- 
hydroxy-pt6ridine-dicarboxylique, les autres pt6rines que nous avons Btudiks (acide 
isoxanthopt6rine-, d6sirnino-isoxanthoptbrine-, amino-6-isoxanthopt6rine-carboxylique, 
thio-2-hydroxy-6-ptBridine, 1'6thyl-thio-2-hydroxy-6-diphBny1-8,9-ptBridine, la leuco- 
pt6rine et la lumazine) possedent un effet curatif et pr6ventif ((homot6liques avec les 
vitamines B, et B,, sBpar6ment comme globalementz), chez le rat et le pigeon. 

1) Busnel, R. G., Chauchard, P., Mazouk, H.,  Polonovski, M., C. r. SOC. Biol. 139, 
139 (1945). 

2) Buanel, R. G., Chauchard, P., Mazoue', H., Polonovski, M., C. r. SOC. Biol. 1945. 
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On pouvait 6tre tent6 d’expliquer cette homot6lie par une transformation, grace 
B l’action bactkrienne de la flore intestinale, des pterines en facteurs B, et B,, &ant donne 
la similitude de constitution du noyau pyrimidique commun B tous ces compos6s. Ce- 
pendant, nous avons retrouv6 les m6mes effets vicariants aussi bien par injection de 
nos pthrines que par ingestion. Des exp6riences que les circomtances nous ont malheu- 
reusement emp6ch6s de terminer avant ces Journks, pratiquks sur des rats caecumec- 
tomis&, nous permettront de lever definitivement cette objection ou de faire nBtre une 
pareille hypothkse. 

A la suite des travaux de Tschesche et Wolffl) sur l’action h6matopoMtique de la 
xanthopt&ine, naturelle (foie) ou synth6tique, et de la leucoptbrine, nous avons 6tudi6, 
chez le rat en regime normal ou anemic5 par un regime carencb2), l’effet de l’acide iso- 
xanthopt6rine-carboxylique. A la dose de 50 y par jour (per 0s) pendant deux semahes, 
nous n’avons constate ni l’augmentation du nombre des hematies chez le rat normal 
ni le retablissement de ce nombre chez les rats an6mi6s. Reprises avec une dose quatre 
fois plus forte et avec diverses autres pt6rines de synthese (6thyl-thio-pt6rines), ces exp6- 
riences nous ont conduit en 9 jours, chez des rats soumis B un rBgime normal, A une aug- 
mentation des globules rouges (observhe chez les 2/3 de nos animaux) atteignant en 
moyenne 1 million d’h6maties. 

En pr6sence de ces resultats et nous reportant aux travaux de Jacobson3), sur la 
pr6sence de pterines dans les cellules entkrochromoargentaffines de Nicolas-Masson et 
des observations de BusneZ sup l’existence de xanthoptkrine dans les cellules argentaffines 
de l’estomac du rat, de sa disparition au cours de l’anemie pernicieuse et de la sprue, nous 
avons recherche l’action hbmatopoi6tique de la fluorescyanine ou de l’acide isoxantho- 
pterine-carboxylique choisi comme type de pt6rine de synthbe, au cours d’an6mies de 
Biermer. Nos premiers resultats ne furent gukre encourageants; mais ils peuvent s’ex- 
pliquer par lea quantitBs beaucoup trop minimes de pterines ing6rks (0,20 g. de pondre 
d‘bcailles de carpe) ou injectees (50 y d‘acide isoxanthoptbrine-carboxylique). Ne disposant 
malheureusement pas dors d’une provision suffisante de fluorescyanine, ces essais them- 
peutiques ne purent 6tre poursuivis sur une plus grande 6chelle. Nous continuons cette 
Btude ainsi que celle des relations des pt6rines avec le groupe vitaminique de l’acide 
folique. 

Signalons enfin que, contrairement B une remarque faite par Koschara4), la xantho- 
ptbrhe, pas plus d’ailleurs qu’aucune autre pt6rine ou thioptkrine de synthbse parmi 
toutes celles que nous avons pu essayer, n’a d‘action inhibitrice sur la fermentation de 
la levure. 

Paris, FacultB de MBdecine. 

l) Tschesche, R. et WoZff, H .  J., Z. physiol. Ch. 248, 3 4 4 0  (1937). 
2, 25 g. par jour d’un m6litnge de: caseine totale . . . . 600 

amidon de bl6 . . . . 200 
melange salin . . . . 40 
huile de foie de morue 20 

3, Jacobson, W., J. Path. and Bact. 49, 1-19 (1939); Biochem. J. 40, 1-14 (1946). 
4, Koscharu, W .  et Hurbesch, A., Z. physiol. Ch. 263, 3 9 4 6  (1939). 




