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Dans des travaux anlkrieurs l’une de nousl a montre la possibilite d’appliquer la 

methode manometrique de Warburg a la mesure de l’action enzymatique du venin de 

cobra vis i vis de la l&ithine et d’autres esters gras de la choline. Le fait de pouvoir 

suivre en quelque sorte la cinetique du phenomene nous apparaissait comme un progres 

par rapport aux methodes utilisdes jusqu’a ce jour et qui ne permettaient de mesurer 

que l’entite de la r&action accomplie. C’est dans le meme esprit que nous nous sommes 

demand& s’il n’allait pas Btre possible de suivre cette reaction, outre que par la 

technique manometrique, par une analyse chromatographique des contenus des 

flacons de Warburg, ainsi que l’ont fait WRITTAKER ET WIJESUNDERA~ dans le cas 

de l’hydrolyse de la succinylcholine par la cholinesterase s6rique. 

Si de nombreux auteurs se sont en effet servis de I’electrophorkse sur papier 

pour &parer les diverses fractions actives des venins de cobra (NEUMANN~, HABER- 

MANN ET NEUMANE;~, GRASSMANN ET HANNIG~) et d’abeille et si BUSSARDO a tent6 

par une methode analogue d’elucider la constitution du venin de Naja-Naja, l’on ne 

trouve pas a notre connaissance Clans la litterature de travaux portant sur l’analyse 

chromatographique ou Blectrophoretique de l’action enzymatique elle rn,Zrne exercee 

par les venins de serpents et d’insectes, si l’on excepte un travail tr&s recent’ relatant 

l’action du venin de Crotale sur la lkcithine du coeur de boeuf et l’examen par ‘la 

chromatographie des r&idus de plusieurs jours. Si le venin de Crotale* a fait l’objet 

de nombreux travaus quant a sa nature, le detail de son action enzymatique reste 

encore &. elucider en ce qui concerne les produits de degradation. L’on sait toutefois 

qu’il est denue d’action cholinesterasique9 et que, contrairement au venin de cobra, 

il exerce une action sur la coagulation du sanglO. 

Venins emfh?oyf& 
PARTIE EXPERIMENTALE 

Pour tous nos essais avec le venin de cobra nous nous sommes exclusivement servis 

d’un khantillon de venin de Naja-Naja provenant du Haffkine Institute de Bombay*. 

Dans le cas de venin d’abeille nous avons nous m6me.s pro&de a l’extraction des 

glandes d’un certain nombre d’insectes qui ont 6td ensuite dessechees a l’etuve a 37O 

et finement pulverisees. 

* Nous remercions vivcment le Colonel S, S. I~ATHNAGAR qui nous a fourni lk venin de cobra. 
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Comme source de ldcithine nous avow eu recours a une dilution de jaune d’oeuf h IO%. 

TmJznique manom&ique 

L’hydrolyse de la kithine a 6th suivie par la mdthode de Warburg dans des conditions 
tres voisines de celles d&rites precddemment l. Ringer 20, temperature a 30’. Toutes 
les solutions contenaient O.Z% de NaHCO,, le volume total Btant dans chaque 
flacon de 2 C.C. en tout. Le substrat (1.5 c.c.) etait place au milieu et l’enzyme (0.5 c.c.) 
dans le bulbe lateral. Les dilutions s’entendent pour la totalite du liquide mis en 
oeuvre. Les lectures ont dtd faites cinq minutes apres mise en contact du substrat et 
de l’enzyme et ensuite aus intervalles indiques pour .le detail de chaque experience. 
Pour arr&er la reaction enzymatique les contenus des flacons dtaient immediatement 
places dans des Bprouvettes maintenues dans la neige carbonique et portees ensuite 
a - 2o”. 

Chromatograplaie ascendante SW pnpier 

L~ccitkine et Zysocitlzine. Apres de nombreus essais nous avons en definitive adopt6 la 
technique d&rite par KIRCHNER ET KELLER~~ et rapportee par LEA, RKODES ET 
STOLL~~ et dont la modification essentielle sur les methodes employees auparavant 
consiste dans le fait d’imprdgner le papier (Whatman No. 3MM) d’acide silicique sec. 
Les methodes essay&es pr&edemmenti3-1” comme on lc voit d’apres le Tableau I, ne 
permettaient pas en effet une separation asset nette des deux produits. 

VALEURS DES RF OBTENUS PAR LA CHROMATOGRAPHIE DES PRltLh’EMENTS DES RlkSIDUS DE PLACONS 

DE WARBURG AU COURS DE L’HYDROLYSE DE LA LItCITHINE DU JAUNE D’OEUF PAR LE VENIN DE 

COBRA, SUIVANT LES DIVERSES TECHNIQUES EMPLOYtiES 

Papicr en~ployd SoIvant 

Whatman No. I non traiix? 
Whatman No. I non trait814 

Alcool amylique-a&tone (7 : 3) 0.60 

Whatman No. I non traitP 
Chloroforme-&hanol-cau (So : 20 : 2.5) 

0.70 

l?thanol-eau (8 : I) 
0.90 0,go 

Whatman No. I non trait9 
0.90 o.go 

w-Butanol saturQ d’cau 
Whatman No. 3M1M impregnd 

0.85 0.85 

d’acide siliciquel” MCthanol-chloroforme (20 : So) 0.75 0,20 

Le papier Whatman No. 3MM, format la.5 s 12.5 dtait impregne d’acide silicique set, 
Le solvant employ6 est du methanol-chloroforme 20 : So sur lequel les papiers 
devant servir aus chromatogrammes sont laisses pendant une demie heure avant le 
developpement 12. La quantite du liquide preleve et deposee sur le papier dtait de 
0.15 cc. Apres developpement les chromatographies ont et& revelees par la mgthode 
de LEVINE ET CIJAR&I+~ d&rite pour les phospholipides contenant de la choline, 

A&es gras. Afin de suivre completement la reaction enzymatique aboutissant, 
outre qu’h la formation de lysocithine, Qgalement a la liberation d’un acide,gras, nous 
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avons extrait les contenus des flacons de Warburg trois fois par le chloroforme et 
avons ensuite effectu& les chromatographies sur du papier a la paraffine suivant la 
technique de SPITERI 17. Apr&s dkveloppement l’on met en Evidence les acides gras en 
les prdcipitant sous forme de sels de plomb par la coloration brune qu’ils donnent en 
prkence de H,Sle. 

I. I!lydrol_vse de La I&?hine ds jawae d’oezcf par le venin.de cobra 

Dans une prBmi&-e s6rie d’espkiences, utilisant les conditions exp&imentales 
prkddemment rapportees par l’une de now, nous avons confirm& les observations 
montrant la rapidit de l’hydrolyse de la ldcithine par le venin de cobra. 

En mettant en prkence clans un manomktre de Warburg une Emulsion de jaune 
d’oeuf Zt 10% avec des dilutions de venin allant d’une concentration de IO-~ ZI, IO-~ 
dans un milleu & pH 7.4 riche en bicarbonate, l’on observe dans les premieres 20 
minutes de l’cspkience un ddgagement de CO, correspondant B l’hydrolyse de la 
fonction ester et & la formation de l’acide gras. 

A titre d’exemple, les valeurs trouvkes pour l’esperience reprksenthe graphique- 
ment dans la Fig. I sont donnees dans le Tableau II. 

TABLEAU II 

10-3 128 215 234 237 237 237 237 
104 105 17s 220 236 24” 240 243 
10-G 65 12s 15.5 I77 192 192 I97 
10-O 45 GO 57 94 98 107 116 

10-7 0 I2 I4 24 2s 33 3s 
10-a 0 I2 14 13 16 13 16 

Poursuivant l’expkience nous avons pro&de & l’analyse chromatographique des 
contenus des flacons de Warburg prelevant le mblange de vetiin et de lkithine 
apres des periodes d8terminees’d’incubation et interrompant k chaque fois la rgaction 
par refroidissement & -zoo. 

Les chromatographies r&aliskes avec la mkthode de LEA, RHODES ET STOLL, 

mettent en Evidence la disparition progressive de la lkcithine et sa transformation en 
lysocithind. Le paralMisme entre les rdsultats fournis par la methode manom&rique 
et l’analyse chromatographique apparait clairement par la comparaison des don&es 
numkiques de l’espk-ience et des chromatogrammes rapportdes dans la Fig. 2; l’on 
observe la disparition rapide de la kithine et sa transformation en lysocithine pour 
des concentrations de venin de cobra allant jusqu’g IO -4. A partir d’une concentration 
de IO--~ cette transformation est progressive et n’est complete qu’au bout d’une heure. 
A 10-0 le venin, au cows des dis premi&res minutes, forme des traces asset visibles de 
lysocithine, & I0 -7 la trace de lysocithine n’apparait qu’au bout d’une heure de mise 
en contact et h 10 --8 l’on ne voit plus de formation de lysocithine. 
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Dans d’autres espkriences l’utilisation de la m6thode de SPITERI~’ nous a permis 
de mettre en Gvidence au cows de l’effet du venin sur les kithines du jaune d’oeuf 
une t%che indiquant la formation d’un acide gras et dont l’apparition est parall&le SL 
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Fig. I. Effet de clifferentes concentrations de venin de cobra sur une dilution de Ecithine du jaunc 
d’oeuf. MBthode manom&rique de Wnrburg. Ringer 20, temperature 30~. En abscisse sont 

indiqudes les intervalles de temps en minutes et en ordonnee les mm3 de CO, d&gage. 
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Fig. 2. Chromatographie ascendante de la I&ithine du jaune d’oeuf et de la lysocithine form&e 
au tours de son hydrolysc enzymatique par le venin de cobra, T = dilution de jaune d’oeuf S 
10% apres incubation i 30~ et agitation pendant Go min. Les chromatogrammes successifs 
correspondent aux dilutions de jaune d’oeuf 2~ 10% apr&s incubation A. 30~ en presence de concon- 
trations decroissantes de venin de cobra (I o-~ B I o -8) et pendant des intervalles de temps ddter- 

mines (5 21, 60 min). 
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Fig. 3. Chromatogrsphic ascendante dcs acidcs gras (scide oleique) form& au tours de l’hydrolysc 
enzymatique de la ldcithine par le venin de cobra. T = dilution de jaune d’ocuf a 10% apres 
incubation 5 30~ et agitation pendant 60 min. AC.OL. = chromatogramme de l’acide oleique. 
Les chromatogrammes successifs correspondent aux dilutions de jaune d’oeuf & 10% apres 
incubation a 30~ en presence de concentrations de venin en ordre decroissant (104 & IO-O) et 

pendant des intervalles de temps determines (3 B 35 min). 

celle de la lysocithine et correspond exactement aux phases de la disparition progres- 
sive de la lecithine; elle indique l’apparition de l’acide-probablement l’acide 
oldique-lib&+ au tours de l’hydrolyse de la lecithine par ie venin (Fig. 3). 

2. Action des inkibiteatrs de la ZtG?hinase; acide 4-a?ninopheizylnrs~,n~~~~e (Atoxyl) 

Si l’esterase contenue dans le venin de cobra peut etre inhibee par de nombreuses 
substance9 la Xcithinase A est par contre tres resistante aux inhibiteurs habituels. 
A la suite des travaux de WILLSTAETTER ET ME~M~MEN~~, de RONA ET AWMO+O et de 
GYOTOK+ sur l’action inhibitrice de certains arsenicaux sur la lipase du serum, du 
foie et de l’estomac et bien qu’il n’ait pas, et6 decrit d’action lipasique du venin de 
cobra, nous avions nous memes Btudie z2 l’action de quelques uns de ces derives sur la 
lecithinase A du venin de cobra. L’un des inhibiteurs qui merite particulierement de 
retenir l’attention est repr6sente par 1’Atoxyl (acide +aminophenylarsinique) qui, 
dans nos essais anterieurs, s’est montre un antagoniste de l’action hdmolytique du 
venin et a montre, au tours des essais realises avec la technique manometrique, une 
faible action inhibitrice de la lecithinase a des concentrations oh il ne modifiait pas 
les proprietes estdrasiques du venin. Nous avons trouve interessant d’en reprendre 
l’etude en associant la m&hode manometrique a la recherche des produits de degrada- 
tion par l’analyse chromatographique. 

A la concentration de IO- 2, 1’Atoxyl exerce sur la lecithinase de cobra une action 
inhibitrice qui se traduit par un ralentissement de l’hydrolyse de la ldcithine, et une 
diminution de la quantitB totale de la lecithine hydrolysee. 
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Nous donnons les valeurs trouvkes dans l’esp6rience dont le chromatogramme 
l’objet de la Fig. 4 dans le Tableau III. 

fait 

TAESLEAU III 

IO-'8 124 190 I97 201 20.5 
IO”1 + Atoxyl 10-2 64 II6 155 162 187 
10-b so 93 150 163 165 
104 + Atoxyl 10-2 Ii5 so 75 52 82 
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/ \ 

Atoxyl - - ._ 10 10 10 
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min. 5 10 40 5 10 40 

Fig. 4, Chromatographie ascendante dc la kkithinc clu jaune d’oeuf ct de la lysocithine formde 
au cows de son hydrolysc enzymatique par lo venin de cobra sans et avec l’adjonction de IO mg/c.c. 
cl’Atoxy1 intervenant comme inhibiteur de l’action lkithinasique. Les conditions experimentales 

sont identiques SL’ celles de la Fig. a. 

Dans des expkiences &alisees parall&lement nous avons pu egalement observer 
que 1’Atoxylj en ralentissant ou en s’opposant ZI. la formation de lysocithine, retarde 
Bgalement l’apparition de l’acide gras. 

3. Action IthWtinasique dzt venin d’abeille (A$& snellifica) 

Si la littxkature est assez riche en renseignements sur le venin d’abeille dans ses 

rapports avec l’immunologie, la thkrapie de certains ph&om&nes douloureus et sur 
sa constitution*, il faut se reporter aux anciens travaus de CONTARDI ET ERCOLI~~ 

pour trouver des prkcisions sur la Ecithinase A qu’il contient. v,ous avons eu recours 
k ce poison pour avoir une v&ification suppl6mentaire de l’analyse chromatogra- 
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phique et avons en effet retrouve des effets tr6s cornparables ~3 ceux obtenus avec le 
venin de cobra. Des concentrations sup6rieurs A. celles du venin de cobra sont n&z&- 
saires pour que la mkthode manomhtrique soit utilisable et ce venin s’av&re pratique- 
ment presque sans action A. partir d’une dilution de IO -6. Dans l’interpr&ation de ces 
rdsultats il faut cependant tenir compte du fait que, tandis clue le venin de cobra est 
pur, celui d’abeille est constitu6 par un extrait de la glande tout entiBre ne contenant 
qu’un quart au maximum de venin. 

Dans une expkience oh nous avons mis en j eu les deux venins contemporainement, 
nous avons trouv6 les valeurs dans le Tableau IV. 

TABLEAU IV 

Concenlmlions dcs uc~tins 
5 7th Go nrirr 

Cobra IO-~ 65 152 IS2 157 
Abeillc 10~ 3s 64 83 
Cobra I o--O 43 2”; 98 116 

hbcille I o-0 7 I7 25 25 

L’ktroite analogie entre les actions Ecithinasiques exercbes par les venins d’abeille 
et de cobra ressort kgalement avec nettet6 de l’examen chroma.tographique des 
produits de la r&action. 

La Fig. 5 montre une disparition progressive de la Ecithine et l’apparition de la 
lysocithine avec des effets t&s superposables &. ceus d6j& observks dans le cas du 

T tn-5 rn-‘3 
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Fig. 5. Chromatographie ascondnnte de la 18cithine du jaune d’oeuf et de la lysocithine form&e au 
cows de son hydrolyse enzymatique par le venin d’abeille. Les conditions expdrimentales sont 

analogues B celles de l’expbrience rapportCe & la Fig; 2. 
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Fig. 6. Chromatographie ascendante des acidcs grss (acide olklue) form& au cows dc l’hydrolysc 
enzymatique de la ldcithinc par le venin d’abcille. Conditions cxp&imentales identiques & celles 

de la Fig. 3. 

venin de cobra. La prkence de l’acide gras d&a& est Bgalement facilement identifide 
par voie chromatographique (Fig. 6). 

CONCLUSIONS 

L’analyse chromatogra,phique de l’hydrolyse enzymatique de la ldcithine du jaune 
d’oeuf par le venin de cobra et d’abeille suivie par la m&hode manometrique de 
Warburg nous a permis de confirmer la nature de cette action et d’identifier les 
produits d’hydrolyse, mis en Evidence jusqu’ici par d’autres techniques. 

En plus du fait que nous avons ainsi pu verifier la m&hode de mesure dej& 
proposSe par l’une de nous, il est apparti que l’analyse chromatographique s’av&re 
tr&s fid&le et t&s sensible, d’une part parce qu’elle permet de dtkeler la prdsence de 
produits d’hydrolyse & des concentrations de venin oh la r&action manomktrique ne 
donne que des ddgagements & peine appkiables, et d’autre part parce qu’elle consent 
de mettre en evidence l’action du venin de cobra B une dilution de O.OOOI mg/c.c., ce 
que ne permettait ni le test hGmolytique ni les mhthodes chimiques utilishes jusqu’ici. 

11 faut Bgalement souligner combien la reaction chromatographique des acides 
gras s’avkre sensible, apportant une v&ification supplementaire 
l’allure de l’action enzymatique de ces venins. 

de la nature et de 

ADDENDUM 

Alors que ce travail Btait deja en tours d’impression, nous avons eu connaissance 
d’une etude sur l’effet du venin de cobra sur la l&zithink marquee en ““1’ et isolee B 
partir du foie de, rat (MARINETTI, ERBLAND ET STOTZ~*). Ces m&nes auteurs ont 
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dgalement esamink l’action du venin sur une lkithine isolke A, partir du jaune d’oeuf : 
une chromatographie sur papier impregne avec l’acide silicique,dans un m6lange de 
diisobutylc&tone-acide acetique-eau (40 : 25 : 5) leur a permis d’observer la disparition 
de la Ecithine et la formation de lysocithine sous l’influence du venin. 

Le fait que, dans les conditions adopt&es, la reaction s’avkre relativement lente 
-1es observations rapport&es concernent l’effet du venin laiss6 en contact pendant 
21 heures A. la temperature ambiante- correspond aux r6sultats que nous avons 
pr&Sdemment obtenu@ et qui peuvent &tre attributk & la difference d’&tat physique 
sous lequel se trouve la Ecithine du jaune d’oeuf fraichement dilube et la suspension 
de lkithines prhalablement purifiees. 

Au tours de l’hydrolyse enzymatique des lkithines la chromatographie sur papier 
permet de suivre la disparition progressive du substrat, la formation de lysocithine et 
l’apparition des acides gras lib&-&. 

La concentration de l’enzyme et la vitesse de la r&action ont Bt6 appr6ciks 
parall&lement par la m&hode manomhtrique de Warburg et par la methode chromato- 
graphique, cette derniere s’8tant rkv616e particulicirement sensible. 

Le venin de Naja-Naja et le venin d’A$is mellificn se r&&lent encore actifs A la 
concentration de 10-0; la reaction est rapide et l’hydrolyse est pratiquement compl&te 
en moins d’une heure lorsqu’on utilise comme substrat la kithine non purifiee du 
j aune d’oeuf. 

La mkthode se pr6te Bgalement & 1’6tude des inhibiteurs de ces enzyxnes et les 
auteurs ont pu mettre en dvidence l’action de l’acide 4-aminophBnylarsinique. 

SUMMARY 

During enzymic hydrolysis of lecithins it is possible, by means of paper chromatog- 
raphy, to follow the gradual disappearance of the substrate, the formation of lyso- 
cithin and the appearance of the liberated fatty acids. The concentration of the 
enzyme and the velocity of the reaction have been estimated both by the manometric 
method of Warburg and by the chromatographic method, the latter proving to be 
particularly sensitive. 

The venom of Nnja Najn and Apis mellifica were found to be still active at a 
concentration of IO-"; the reaction is rapid and the hydrolysis is practically complete 
in less than one hour if non-purified lecithin of egg yolk is used as substrate. 

The method can also be employed to study the inhibitors of these enzymes, of 
which the authors demonstrated the action of 4-aminophenylarsonic acid. 
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