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I - Historique 

rour expliquer comment nous avons été amené à étudier les 
hchanges drythro-plasmatiques d'amino-acides, il est indispensable - , 

que nous décrivions tout d'abord brièvement, car nous y reviendrons 
ulthrieurehent, la technique générale que nous avons mise en œuvre 

nos perfusions. 

L'appareil employé, décrit par P. BOULANGER et R.A. 
FFI$ [ i l ,  réalise l'oxygénation du sang par brassage répété . 

contre-courant ; son avantage est de fonctionner avec un volume 
duit de sang (généralement de 100 à 150 ml pour la perfusion d'un 

rein de chien de poids moyen). 

Le sang (la0 à 150 ml) est prélevé sur le chien à l'artère 
fémorale ou carotide et reçu sur un anticoagulant : soit le citrate 
le sodium (5 à 10 ml d'une solution à 10 p. 100), soit l'hhparine 
'deux à quatre centigrammes). Après agitation on ajoute alors au 
jang l'amino-acide étudié à la dose de 100 à 250 mg selon les cas, 
dissous dans une quantité suffisante de sérum physiologique ; la 
rolution est préalablement ajustée à pH 7,3 - '74. 

Le sang est alors versé dans l'appareil à perfusion où, en 
#endant la mise en place de l'organe, il est brassé et agité dans 

iine atmosphkre riche en oxygène et maintenu à la température de 
no- 37,5O, donc dans des conditions physiologiques. 

On effectue un prélèvement de sang avant l'introduction dans 
l'appareil à perfusion, ppis un deuxième prélèvement au bout d'un 



temps variable de séjour dans l'appareil, de 5 à 20 minutes seloh. 
les cas. Ces deux échantillons sont centrifugés immédiatement pour 
séparer les globules du plasma (soit 10 minutes à 3.500 tours). C'est 
aur le plasma que nous avons tout d'abord dosé l'amino-acide. Or 
nous avons eu la surprise de constater que pour certains acide; 
aminés, la teneur du deuxième échantillon, celui qui est simplemen 

' resté au contact d'une atmosphère d'oxygène pendant un temn 
relativement court, est très sensiblement infdrieure à celle du pla. 
initial. Cette observation était évidemment capitale pour la cond 
de nos recherches : étant donné en effet que nous nous propos 
d'étudier la désamination des amino-acides dans le rein perfusc, ,,, 
que cette désamination se traduit avant tout par la disparition d'une 
fraction plus ou moins importante de l'acide aminé, il nous fallait 
préciser la nature et l'étendue du phénomène qui se passe dans le 

1 sang in vitro, sans l'intervention d'aucun organe. Ce pouvait &tre 
:]ne désamination : mais cette éventualité était rendue peu probable 
par l'absence presque certaine d'acidamino-déhydrase dans le sang 

' circulant et par le fait que le sang ne s'enrichissait pas en ammo- 
iliaque. L'hypothèse la plus probable était celle d'un passage de 
!'amino-acide du plasma dans les hématies ; la cornpckraison du taux 
initial et final et des volumes respectifs du plasma et des globules 
était favorable à cebte conception, que la caractérisation et Ee dos e 
de l'acide amine dans les hématies sont venus tout de suite confirnitir 

Les données de la littérature concernant les échanges globulo 
.~lclsmatiques d'amino-acides ne sont pas trbs nombreuses. Aussi 
nous en avons entrepris une étude systématique en portant particu- 
lieirement notre attention sur leurs relations avec les échanges 
gazeux et les réactions : 

Hémoglobine + Oc <_-, Oxyhémoglobine 
et Hkmoglobine < COo '-; Carbhémoglobine, 

dont le r6le nous était d&s le début apparu fondamental. 

Nos essais ont été effectués principalement avec des acide 
aminés de la série D, non naturelle ; cette manière de procéder SI 

' justifiait tout d'abord par le fait que c'est le comportement de ces 
acides dans le rein perfusé que nous nous proposions d'étudier en 
premier lieu, ensuite parce que leur dosage par la D-acidamino- 
déhydrase est très spécifique et que les résultats sont ainsi d'une 
inkerpr6tation plus aisée. Les expériences ont naturellement été 
r6péMes avec les acides ammés naturels, de la série L, &, ainsi qu'on 







1 N amine dans les globules m u g ~  I (mg p. lm) 

5 heures 24 heures 
--- 

O" ... - 24,4 
me ........... 21,4 26,5 , 

i ........... / 25,7 32 " 

Sam addition 
d'amlm-acide 

(mg p. 100) 

Sans addition Avec addition 
d'amino-acide 
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L'auteur conclut B l'impossibilité pour l'acide aspartique et; . 
l'acide glutamique dè diffuser B l'intérieur des globules rouges. 11 
Va. pas étudié le comportement des acides diaminés monocarboxy 
liques, mais il prévoit une diffusion faible ou nulle qui les apparen- 
*srait aux acides aminés dicarboxyliques. 

Les chiffres de Ussing montrent enfin que l'équilibre est établi' 
. lorsque la concentration de l'amino-acide dans la phase aqueuse de' 

T'hdmatie est égale B la concentration de l'amino-acide dans la ph&se 
aqueuse d u  plasma. 

La diffusion d'aut~es substances que les amino-acides, comme 
-1ladrénaline et l'histamine, dans les hématies in vivo et in v i t ~ o ,  

: -a été également signalee, et par exemple OKAMURA [ Y ] ,  dans un 
-articl~ paru en 1939, assignait aux hématies, A la suite d'injection 
tintraveineuse d'adrdnaline, un rôle important dans la fixstion de 
cette hormone et dans la régulation de son taux dans l'organisme 

Dans le même ordre d'idées, CHRISTENSEN, COOPER 
dUdNSON et LYNCH [8] (1947) ont mis en évidence la diffusion du 
glycocolle et de l'alanine dans les hématies de l'homme aprels .' iqgestion de ces amino-acides. C'est ainsi que l'administration d 

3 1  %i& 33 g de glycocolle chez l'homme fait passer, @ans le plasmc 
' 

le taux de l'azote du glycocolle (dosé par des méthodes spécifir--- 
de 0,28 - 0,37 mg p. 100, valeur normale, à des taux de 2,9 à 7,'. --. 
' p. 100, le maximum étant atteint au bout d'une heure environ 

quant aux hématies, elles fixent lentement l'acide aminé ainsi qu'il 
ressort du Tableau suivant 

t 

Experience N du  glycoçolle Na-amine N du gl~oocolle 
Temps libre dans dans les 

ne le plasma libre hematies 
3 

W 14 Avant 
ingestion 0,30 4,40 - 

* .  65 min. 2 3  7,39 0,61 
180 min. 1,51 6,Ol O$? 

/ 
U 40 Avant 

ingestion 0,32 4,92 0,413 ' 
50 min. 7,7 12,61 1,15 I 

155 min., 
1 

4,o 9,26 1,72 

Dans l'expérience W14, le sujet avait ingéré 25 g et dans 



t ,  - 
, U40 32 g de glycocolle. Les résultats Sont exprimés s 

L'ingestion d'alanine racémique provoque les memes effets : 

N de l'alanine *&-aminé de lTalanine 
,' 

Temps dans les 
libre libre hématies 

- - 
Avant 

ingestion 0,74 4,73 0,55 
50 min. . 5,03 9,32 1,44 
120 min. 5,64 11,O 2,41 

Avaat 
ingestion 1 4,36 0,85 

90 min. 6, i  1,s 
180 min. 5 ,2,w 
255 min. 5,3 7,79 2,20 

Dans la première expérience, le sujet avait ingéré 25 g d'ala- 
aine racémique.  dan^ la seconde, l'ingestion de 15 g d'alanine - 

dmique au départ a été suivie d'autres ingestions successives, 
g au- bout de 90 minutes et 5 autres g au bout de 180 minutes, 

Oq voit que le 'taux de l'alanine dans les rouges; -., 
t dans ces conditions quintupler in vivo. ' 

.L'ensemble des résultats publiés jusqu'à prtsent sur les échan- 
plasmatiques d'amino-acides p ~ ~ i t  se résumer schémati- 

quement de la façon suivante. 

Lorsque le taux d'un acide aminé, tout au moins d'un acide. 
mono-aminé mono-carboxylique, augmente dans le plasma, une 
diffvsion a lieu vers l'intérieur des globules rouges. Elle est lente, 
et à la température, qui paraît être optimum, de 37", l'équilibre 
exige plusieurs heures (5 heures) pour q'établir ; il correspondrait , I .  & l'égalité des coricentrations de l'amino-acide dans les phasel , . J 

Mùeuses plasmatique et globulaire ; certains resultats seraient en "'x 

. + %  faveur d'une combinaison avec les (( colloïdes )) globulaires. Il Ile, 
e l'adsorption jobe un r6le important dans la fixation 
nés par les globules. Enfin, les acides dicarboxyliqa&$ ; 

ne participeraient pas aux échanges globules-plasma. , 

En conclusion, aucune des données précédemment acquiises ' r 

.- 7 - 



'kurnissait d'explication aux var'iations rapides des taux d'&mir&: 
&ides que nous constations daas le plasma du sahg circulant ep,, 

, &wuit fermé, en l'absence d'organe irrigué, dans notre appareil B; 
6,rfusion. L'oxygénation du sang . nous paraissant influer d:une 
façon fondamentale sur le phénomène, nous avons porté notre 
attention sur ce point particulier, et ce sont nos constatations exp6i-i- 

.a@ntales que nous allons exposer, après avoir décrit rapi'dement 
techniques que nous avons été 'amené à utiliser. .. I 

I I  



I I  - TECHNIQUES EXP~RIMEMTALES 

A - DOSAGE DES D-AMINO-ACIDES 

1. - Prinqipe du *dosage de9 D-amino-aoides. - 

Les waqino-acides ont été dosés par la méthode à la D- 
aciaaminodéhydrase du rein de porc, selon KREBS [9]. 

1 i 

L'action de la D-acidaminodéhydrase consiste en une désami- 
nation oxydative des D-amino-acides, antipodes optiques des 
amino-acides naturels. Le schéma de la réaction est le suivant :. 

R-CH-COOH + OZ --> R-C-COOH + Hz 0 2  

I 1 l 

R-G-COOH + H . 0  -> R-C-COOH + N,H3 
l l I I  

NH O 

KREBS a établi que la désamination s'accompagnait de la 
consommation d'une molécule d'oxygène par molécule'd'amino-acide: 
en effet, il y a formation de peroxyde d'hydrogène, mais en présence 
de catalàse, celui-ci est décomposé en libérant une demie-molécule de 
0 2 .  Il y a donc finalement libération d'une molécule d'ammoniaque 
et fixation d'une demie-molécule d'oxygène pour une molécule d'a- 
cide aminé transformé (i). 

2. - Prbparation cte I'a D-acidaminoû4hydrase. - 

On prépare une poudre de rein de porc déshydratée et 
-- - 

(1) On verra que pour certains acides amines on ne retrouve pas toujours le 
chiffre théorique, ce qui est d'ailleurs conforme aux  resultats dB Krebs et &es 
autres auteurs  qui se sont occiipPs de la question : pour nous, l'essentiel est que, 
les conditions expérimentales étant identiques. le pourcentage d'ammoniaque 
lihCi-e reste rigoureusenient !e inênie. 



c .aissée par traitement a 1 acetone et à l'éther. Les manipulatwas . r  

' s,.., faites aux environs de O", les organes etant prélevés aussitôt 
@près la mort des animaux. Cette poudre, que l'on- conskwe en 
glacière, sert au fur et à mesure des besoins a la préparation de la 
solution de D-acidaminodéhydrase. Pour cela, on extrait la poudre 
directement par du tampon phosphatique M, 5 de pH 7,8. On humec+- 
la' poudre par quatre fois sont poids de solution-tampon et on lais 
environ 15 minutes en contact à la température du laboratoire, dar 
un tube à centrifuger, en agitant de ternps en temps avec ui 
baguette de verre. Une centrifugation de 20 30 minutes à 5.ûi 
tours permet d'obtenir une solution de diastase trhs active q 
désamine quantitativement l'alanine non naturelle. 11 n'est p 
hécessaire de filtrer la solution et an se contente d'enlever le voi 
fibreux qui surnage et de décanter ensuite la solution que l'on utilibr: 
immédiatement. Elle est fortement colorée et très active larsaue la 
poudre de rein a été convenablement préparée. 

3. - Dosage de I'oxygbne 'consomm6. - 

Le dosage s'effectue à l'aide de manomhtres de WARBURG 
munis de fioles coniques du type courant à un appendice. La 

,y disposition adoptée dans toutes nos expériences est la suivante : 

a) dans l'appendice latéral, on mesure 1 ml de la sol " ln 
diastasique (D-acidaminodéhydrase) ; 

b)  dans l'espace annulaire : 2 ml de plasma et 1 ml de tamprm 
phosphatique M/5 de pH 7,8 ; 

C) dans le godet central : 0,2 ml d'une solution de potasse 
à 10 p. 100. 

Un manométre témoin permet de préciser l'absorption d'oxy- 
ghne attribuable au plasma seul en l'absence de D-acidaminodéhydrase ; 
le dispositif est alors le suivant : 

a) dans l'appendice latéral : 1 ml de tampon phosphatique 
M/5, de pH 7,8 (en remplacement de la préparation enzy- 
matique) ; 

b )  dans l'espace annulaire : 2 ml de plasma et 1 ml de tampon 
phosphatique M/5, de pH 7,8 ; 

c) dans le godet central : 0,2 ml de KOH à 10 p. 100. 

Un second manomètre témoin donne la consommation d'ex$- 



@ne de la préparation D-a~idaminodéhydrasi~ue isulw ; .il ireçoi~ les , 

' solutions suivantes : 

a) dans l'appendice latéral : 1 ml de la solution diastasique ; 

6) dans l'espace annulaire : 2 ml de tampon phosphatique de 
pH 'r,6 (pour remplacer les 2 ml de plasma) et 1 ml de 
tampon phosphatique Mj5, de pH 4,8 ; 

c )  dans le godet central : 0,2 ml de KOH à 10 p. 100. 

Les manomètres ayant été ainsi garnis des substrats, puis leur 
cantenu sat,uré d'oxygbne par un courant de ce gaz à la pression 
atmosphérique pendant 2 à 3 minutes sous agitation au bain-marie 
à 37,5O, on attend que l'équilibre de température soit atteint (15 A 

minutes environ) ; on ajuste alors le niveau du liquide au zéro du 
manomètre, on ferme le manorn2tre et on bascule le contenu de 
1'4ppendice latéral, c'est-à-dire la préparation diastasique, dans 
l'espace annulaire principal. Par un mouvement de va-et-vient on 
rince l'anse latérale avec le contenu du pourtour annulaire pour 
assurer un mélange parfait et enfin on replace le manomètre dans ' 

le bain-marie où 11 sera agité pendant une heure. On suit pendant 
ce temps la consommation d'oxygène. en notant la dénivellation 

'manomubl.ique à volume constant selon la technique habituelle. 

Des variations de température peuvent, malgré toutes les gré- 
cautions, se produire dans le bain-marie. On a soin de toufours 
placer parmi les manomètres un témoin sans plasma, ni enzyme, 

uniquement d'eau distillée, qui sert de thermobaromètre et 
permet de faire les corrections nécessaires. 

En multipliant la dépression finale exprimée en millimètres 
par une constante caractéristique de chaque manomètre, on obtient 

I le volume d'oxygène absorbé exprimé en mm3 il 00 et 760 mm Hg ; 
on peut aisément transformer ces rdsultats en pg en multipliant 
par le coefficient 1,423 ; on ramhne au ml de en divisant par 
deux (puisqu'on opère sur 2 ml). 

A - .  

4. - Do6age de l'ammoniaque fonnbe. - 
< . . I I 

Au bout d'une heure, lorsque les lectures manométriques sont 
, ,i terminées, les fioles sont séparées des manomètres et l'extérieur 
$I convenablement essuyé ; la potasse qui a fixé le CO2 dégag6 au cours ' :gb de la réaction est enlevée du godet central par aspiration à l'aide 

,.TG d'un tube effilé et de languettes de papier-filtre ; puig le contenu 
C l  

' Q 



' ;1 

ha fiole, soit 4 ml, est traqsvas~ quantitativement dans un belkqt' 
p5 de 19 ml contenant 2 ml d'une solution d'acide trich1ors;ctstiquô' 
I p. 100. On rince la fiole plusieyrs fois à l'eau bidistilIée ,et on,  
,ie soigneusement. 

On dose l'ammoniaque sur le déféquat limpideb obtenu apir8s 
trifugatian et séparation du prkcipité proteique. 

La détermination 'de l'ammoniaque forinee est parlais le MUI.O 

de mesurer l'action de la D-acidaminod6hydrrase : en effet;' 
orsqu'un certain âegsO 

s le milieu réactionnel d'me 
fixation d'oxygène ne corrés- 

jamais à la quantite d'acide amini! oxydé et le chiffre obknii 
ujours trop élevé. 

Le dosage de l'ammoniaque est effectué selon les technique& 
e POLONOVSKI et BOULANGER [IO] ou de CONWAY [ila.  

On sait que la premikre méthode consiste à déplacer l'ammo- 
ue par une solution saturée de borate de sodium, à l'entmfn~r 
un courant de vapeur d'eau sous pression réduité, à une 

la recevoir dans une. 
t on titre finalement l'excès 
éthyle-bleu de méthylène ou 

abiles. De nombreuses 

, , La méthode de CONWAY se prête particulierement bien aux 
sion rapide de NH3 déplacé 
m 'en atmosphère confinée 

ée que l'on dose en retour 
yle-vert de bromocr4,wl. 
ONWAY, dont il existe 
construire une stsrie en 

\ 

potassium préparé en 



défequat dans l'espace annulaire de la cellule, le godet central de 
cette dernibre ayant été préalablement garni de I ou 2 ml d1a6ide1 
sulfurique NI280 additionné d'une ou deux gouttes de la solutioq ' 

oy 2 ml de solution boratée. On ajuste le couvercle soigneusement 
' et oq mélange déféquat et borate en agitant doucement la cellule 
oh par des 'mouvements de rotation. Le temps de diffusion est d i  4 
$ heuies environ à la température du laboratoire. 

Les couvercles des cellules doivent être enduits d'un lubrifiant 
spécial B base de vaseliqe qui assure une étaneh6ité parfaite. 

B - DOSAGE D E S  AMINO-ACIIDES D E  L A  S E R I E  N A T U R E L L E  

1. - Doqage de I'azute amine total. - 

Dans l'étude des amino-acides de la série naturelle, nous avons 
utilisé soit la méthode générale de dosage de l'azote aminé mise au 
point par M. POLONOVSKI [ I i ? ] ,  soit des méthodes spécifiques de 
I'acide aminé employé. La méthode de M. POLONOVSKI repose 
sur l'oxydation des amino-acides avec libération du groupement 
-NH2 sous forme d'ammoniaque, telle qu'elle est réalisée par l'action 
des hypodhlorites à chaud, un violent courant d'air entraînant l'am- , 
moniaque formée au cours de la réaction d8ns une solution tit~de 
d'acide sulfurique où il se dissout. 

L'air est amené par un tube adducteur plongeant au fond 



rond ,muni d'une burette graduée en 1/Z0~'de~ml. 

L'air introduit dans l'apbareil est préalablement purifi&'& . 
, toute trace d'ammoniaque par barbotage dans un ballon conkenadd 

'de l'eau acidul& par de l'acide sulfurique. 

Le matras central plonge jusqu'à mi-hauteur environ dans un 
>: '.Min-marie à l'ébullition. On mesure exactement dans ce matras une -' 
, aertaine quantité de déféquat trichloraci3tique et on Bjoute un ex&% 

a solution saturée de carbonate de lithium, ce 1 qui amèm une,  
~tion de pH ;suffisante pour chasser toute l'ammoniaque pr4-1 
~ é e  de la solution (l'ion Li ést préférable à l'ion Na, comme lep 
erches de CONWAY [IS] l'ont démontré). 

Dans le ballon à fond rond, on mesure environ 20 ml d'ei, 
distillde et 5 à 6 gouttes de l'indicateur bleu de méthylène-rouge de 
péthyle ou mieux rouge de méthyle-vert de bromocrésol 

On relie les différentes parties de l'appareil entre elles et on 
1 fait passer un courant d'air rapide à l'aide d'une bonne trompe & 

eau, de façon à chasser toute trace d'ammoniaque de la liqueur' 
etudiée ; au moyen de la burette remplie de S04Hz N/280, on neu- 
tralise l'ammoniaque qui vient se dissoudre dans l'eau contenue 
dans le ballon à fond rond, en se maintenant constamn2ent au point 
) virage de l'indicateur. Quand tout dégagement d'amn oniaqhe 
prbformée a cessé, aprbs avoir noté le chiffre de burette, on ajoute- 
dans le matras central, au moyen de l'ampoule à brome, un mélange 
de i0 ml d'une solution d'hypochlorite de sodium Ml200 en oxygbne, , 
de 5 ml d'une solution de soude à 25 p. 100 et de 20 ml d'eau.'Tout 
en maintenant l'entraînement rapide par courant d'air, on fait 
tomber cp mélange goutte à goutte en ouvrant doucement le robinet 
de l'ampoule et on règle l'écoulement de telle sorte que les 40 ml 
passent en 10 minuteq. 

La .réaction qui se produit peut s'écrire globalement : 

R-CH-COOH + 112 0 2  -> R-CHO + CO: + NH3 
I 

NHz 

~ ' a m m o n i a ~ u e  formée en milieu alcalin et à chaud pst immé- 
diatemerpt entraIn6e par le courant d'air, sans Btre oxydée par 
l'hypochlorite, vient se dissoudre dans le ballon à fond rond où on 
la titre au fur et à mesure par SO4H2. Le dégagement, abondant 



1>; .-.-..! , .:' 
, J ,,. t.:+: hadint les 3 ou 4 pfemidres minutes, se ralentit ensui& & c m  
. , ~omp&tement ayant meme que la 'toialité de l'hypochlorite ait $-@ 
', .. * utilidW. 

\, Id? &>, 
3- 

, ' -a) - MBTHODES COLORIMBTRIQUES. - Dans le cas d@ 
, ' 'rmrgjQres non naturels, en plils de l'action de la ~acidaminodéhydrase ' 

et du dosage de I'animoniaque formee, mus  avons utilisé dans,. . , 
' 

. 
, . brtaines expkriences des méthodes de dosage colorimetrique spéci- 

1 f ique.' \ 

'.. ' 
1; . - 

1 Dans le cas des iscim&res naturels, nous avons de même, aprPs :, 

. , 4valurstion de l 'azot~ .aminé total par l%ypochlorite, contra16 1% ' 
, '  . . : chiffres par le dosage colorim6triuue de l'amino-acide. C'est aimisi 

' a& nous avons mis en muvre : 
/ 1 

-:4 + . SI 

,<-. . . , i) Pour l'alaine : la méthode d'ALEXANDER et SELIC~MAN % .  [, 

1 4  :. 1141, qui consiste $ oxyder l'alanine par la ninhydrine en acétal- '; 
r i  ' 

$.. . . dehyde qui est séparé du milieu réactionnel par entraînement & l'air ;: 
\ . et dosé calorimétriquemen$ par la réaction qu'il donne avec le para- .' 

7 '  hydroxydiphényl. Le dosage s'applique au sérum sanguin a p r b  . $ 

cd6féwtion phosphotungstique. . , r li 

. . - I  , 
2 'L - 

I 2) Pour la phénylalanine : la méthode de ICAPPELER-ADLER ;. 

, .  

1 15J1 qui consiste B nitrer par le mélange sulfonitrique la phényb ,,: 

I lanine, en un melange d'ortiio et para-dinitrobenzène qui mt 
r6duits à froid par l'acide ascorbique en nitra-phénylhydroxylamines 

_ correspondantes, de coloration rouge violacé; on élimine préalable-' 
ment la tyrosine par addition d'une solution de permanganate de 
pobssiurn 0,05 M dans l'acide sulfurique 2 N. ,. , 4 

, - 3) POUT la tyrosine : la tyrosine a été dosée par la méthode de + 
' FOLIN et MARENZI [ l a ] ,  qui repose sur la réaction colorée que 

la tyrosine donne en présence de Hg avec l'acide nitreux ; ce dosage- , - 
s'applique facilement au sérum sanguin après défécation trichlo- ; 

' racétique. , I. \ 
/ I '  

> :, 
4) P w r  la &thionine : la méthionine a été dosée dans .1~  ,$' 

, pJama par la mahode de HESS et SULLIVAN [?'Y], qui utilise la ' 
,' ;colordion donnée par le nitroprussiate en milieu fortement alcal$b:. 

. puis en milieu acide. A une partie aliquote du déféquat trichlpm-, ,- 

a. tdtique contenant de 0,s & 200 pg de méthionine, on ajoute 1 mf de' :,\ 
8 . sbude 5 N, 1 ml d'une solution de glycocolle & 1 p. 100 et 0,2 ml " 

- .  
* .  ' ., 

$ 4  
* 1 .~.+ 
, i 



. - .  l'und solution de rlitroprussiate de, sodium à, 10 p.. 100. 
II- et porte le tube au bain-marie à 35" pendant 10 minutes. Bh: 
, .refroidit 5 minutes dans .l'e&u glacée et cm ajoute 2,5 ml d'une. 
"'-solution à 20 p. 100 d'HC1. On a$ite'alors 3 minutes à la température 

- ordinaire et on mesure la coloration au photomètre avec une 10nguetIT 
p' :d'onde de 540 m ~ .  

b)  - METHODE BIOLOGIQUE. - Acide I*-gbutm'que : E:iw 
. . .,mare . naturel de l'acide glutamique a été dosé spécifiquement pa .~  

I Ip méthode de GALE [ 1 8 ] ,  qui consiste à faire agir des spsp3nsioq 
5 ' .  fa&es dû Clostridium WeZchii, souche SR 12,. qui déctrboz$Ie 
- l'acide glutamique et la $lutamine naturels. Cette méthode e$t 
I - ^'.applicable girectemmt au sérum sanguin aprhs addition de fluorure 

4 " . . ( p u r  inhiber la pyruvo-décarboxylase). Le dégagement de CO2 Qe 
, mesure manométriquement selon 19, méthode de WARBURG. 



Ili - ACTtON DE L'OXYGÈNE ET DE L'ANHYDRIDE CARBONIQUE 
SUR LES ~ H A N G E S  GLOBULO-PLASMATIQUES D'AMINO-ACIDES 

A - ESSAIS SUR LE SANG TOTAL 

ajoute l'acide amine (100 à 300 mg) dissous dans "$ 
mum de sérum physiologique. On melange avec " 

- li- 
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plasma surnageant, pour éviter toute nouve11e diffusion dans un: 
l'. sens ou dans l'autre. L'acide aminé est alors dosé dans le plasma 4 e . . 6ventuellement dans la purée globulaire selon l'une des techniques' 

5. d6crites précédemment. 
% . ', . - 5 b :  

i .  - VARIATIONS DU TAUX D'AMINO-ACIDE PLASMATIQTIE 
4 ,  \ 
sr' 5 - -'S L'INFLUENCE DE 0 2  ET DU CO2 (D-alanine). - 

Plasma Plasma 
aprés 0 2  aprks C O 2  

I 
0 2  absorbe 

en ug par mI 
de plasma 268 183 243 
NHs degag6 

eri ug par ml 
de plasma -222 Ilil 219 
D-alanine 

en mg par ml 
de plasma 1161 842 1 W16 

\ 

L'oxygénation a entraîné une diminution du taux de l'alanine 
?ans le plasma de l'ordre du cinquième environ et le passage pro- , 
longé de Cor rétablit sensiblement le taux initial. 

Dans l'essai suivant, on a fait passer successivement un , - 
courant d'oxygène, d'azote, puis de CO2. 

Plasma Plasma Plasma Plasma 
initial aprks O? après N p  après CO? 

-- 
NHa en ue 

par ml 
de plasma 190 170 170 190 - 
a-alanine 

en @ par ml 
de plasma 943 889 889 993 

! 

D'autres essais ont fourni des résultats analogues et nous ont 
prouvé que la nature de l'anticoagulant n'avait pas d'importance. 

. ayant Bté faite avec du sang citraté). 

\ \ #  
\ 

S. 
% 

3 ;;::sr.$ .. 
. 2. ,a 

4; 
On constate une' diminution de l'alanine aprés oxygénation, 

;*' - ' le passage d'un courant d'azote ne modifiant pas l'équilibre, tandis % 
T. lue le gaz carbonique provoque un retour à l'état initial. 

'i , 
%$ Voici une expérience réalisée avec du sang hépariné (laprécédente 



(laoreau page suivante) 
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SANG INlTlAL I S A V G + 0 2  1 .  SANG + 
Alanine 

;,", lllT 
1333 
1762 
1270 
1495 
1255 
1365 
91 5 
894 

1610 
1223 

. 983 
1186 
1072 
1171 
1415 
1638 
1%1 

O:! en 
ug par 

ml 
-- 

176 
384 
211 
268 
219 
210 
169 
153 
321 
233 
162 
147 
170 
181 
166 
218 
163 

NH 3 
en 'I 

par mf 

201 
248 
206 
263 
154 
214 
154 
155 
242 
187 
146 
162 
188 
176 
16 1 
226 
208 

Alanine 
en 'I 

par mf , 

1051 
1197 
1077 
1375 
804 

l l l 9  
804 
809 

1266 
978 
763 
842 
983 
920 
E42 

1181 
1088 

O:! en 
 IL^ par 

ml 

, \ 

2 .  -- VARIATIONS DU 'TAUX D'AMINO-ACIDE GLOBULAIRE 
SOUS L'INFLUENCE DE L'OXYGONE,ET DU  CO^ : PREUVES 
DE LA MIGRATION INTRA-GLOBULAIRE. - 1 

Il nous restait alors à préciser la nature même du phenornene 
et à rechercher la destinée de la fraction d'amino-acide disparue du 
plasma. Si la migration vers l'intérieur des hématies paraissait 
Bvidemment l'éventualité la plus probable, elle restait encore à 
démontrer et nous ne pouvions éliminer à priori l'hypothèse d'une 
 transformation,^^ d'une combinaison, par exemple d'une désamina- 
tion ou d'une htégration dans une molécule ~lus~complexe. Nous 
avons donc réalisé l'expérience suivante. ;&&jY$.vz& - * - . .." 

Le culot de centrifugation globulaire du sang oxygkné de 
l'expérience précédente est repris dans un plasma synthdtique )) 

constitué par une solution isotonique de polyvinylpyrrolidone. Les 
globules sont lavés plusieurs fois (5 fois) par centrifugation avec 
30 ml de cette solution ; ces opérations ont pour but d'enlever toute 
trace de plasma sanguin. Après le dernier lavage, les globules sont 
remis en suspension dans un volume de solution de polyvinylpyr~o- 
lidone égale à deux fois le volume primitif de plasma sanguin (soit 



On fait alors passer pendant 2û minutes dans ce sang 1-tztiuris- - 
ui'courgnt de CO2 à la température de 37'50. On &pare ensuite 
ritrifugation les globules du plasma synthétique, dans lequel 

recherche la présence de l'acide aminé ajouté primitivement, , 

l'occurence la *alanine. Pour vérifier ta rigueur du mode opéra- 
m, bn effectue également une détermination sur le dernier liquide 
lavage, pour s'assurer qulil ne renferme plus du tout d'amino- 

'acide. 

, Voici les résultats obtenus : 
, 1 

Dernier liquide de 
lava e des globules Plasma a synthetique r 

(aprfs oxygépation apri s passage de CO? dans 
du sang initial) le sang reconstitu4 
-. 

O p  fixe en pg 
par ml 

de plasma 18 75 
,NHn liber6 

en pg par ml 
de plasma O 15 

Alanine en ug 
par ml 

de p lama O 78 

. Le plasma synthétique final ayant s n  volume.double duplasrna 
sanguin initial, les rbsultats sont donc à multiplier par deux, ' 

On voit que l'amino-acide disparu se retrouve dans les globules 
d'une façon presque quantitative. Remarquons que la « liaison ,) 
en.tre Kamino-acide et les globules est relativement stable : en effet, 
les lavages successifs ne l'ont pas rompue, bien qu'on ga i t  pas pris 
la précaution de les réaliser en atmosphère d'oxygène. L'expérience 
prbcédente a été répétée & plusieurs reprises avec des résultats 
identiques. 

Nous pouvons donc conclure de ces premiers essais que 1 ' 0 ~ -  
génatim d'un sang mtificiellement enrichi en alanine provoque iin 
passa& rapide de I'amino-acide dans les hématies, tandis que l'action 
;d'un courant de CO* rétablit l'équilibre initial. 

3. 1- VARIATIONS PAR OXYGENATION PUIS DESOXYGENA- 
TLON PAR LE VIDE. - 

L'influence des échanges gahux sur la traversée de la mem- 



brane globulaire par l1amino-acide parait donc primordiale et cetee 
'wnstatation n'est pas en faveur d'un simple phénoméne de diffusion 
« ,ssiue n, si l'on peut dire, tel que l'ont admis impliciteme~t.le8 

uwurs, en particulier USSING, qui jusqu'à présent se sont penchés 
Ir  .ce problème. Tout semble se ramener à une que-ion d'oxyg'é- 
ation : en effet, l'action du courant de CO2 se traduit par la disso- 

3n de l'oxyhémoglobine formée dans fa première phase de l'ex- 
?nce, avec départ de l'oxygène fixé. C'est ce que montrent les 

_.-ges d'oxygène pratiqués selon la méthode de HALDANE ri91 
u r  les sangs prélevés au cours d'une expérience. 

Sang + O ?  Sang + CO2 
Sang initial 10 min. 15 min. 

- 
op consomme 
en pg par ml 

de plasma %O8 141 222 1 
NH? forme \ 

en pg par ml 
de plasma 270 1.50 , 210 

u-alanine en pg 
par ml 1 cie plasma 1 

O:! p. 100 en ml 

. Etant donnée l'importance de la nature de l'atmosphère'ga- 
zeuse dans laquelle est placé le sang, il nous a semblé intéressant 
de reprendre les expériences de USSING en en modifiant les 
conditions de la manière suivante : on sÙpprintie.l'action de l'oxygbne 
en faisant le vide dans le récipient contenant le sang préalablement 
aaditionné d'alanine et on maintient ainsi ce sang sous pression 
péduite dans une étuve à 3Y0, pendant 24 heures. On ne constate 
matiquement pas de diffusion de l'amino-acide 'dans les hématies. 
iu  contraire, si on maintient le même sang 24 heures à l'étuve B 

3T0, simplement en présence d'air, sans oxygénation préalable, le 
taux de diffusion est analogue à celui des expériences préddentes, - 
qui comportaient une oxygénation intense de 10 à 15 minutes. B 37", 
Le tableau ci-contre reproduit les chiffres obtenus, qui s ~ n t  partieu- 
librement démonstratifs. 



< 
Le dosage par la méthode de WARBURG comportant une oxy- 

- génation du plasma préalablement à l'aetion de la D-acidaminodéhy- 
drase, il nous a semblé utile de contrôler cette expérience par un 
essai réalisé avec un autre amino-acide dosable par une méthode 

ph6nylalanine non naturelle qui a Bté dosée simultanément- par 
l'action de la ~acidaminodéhydra~a par colorimétrie selon 

Les résultats sont rigoureusement $a'rallèles : 

, . 

(7 On constate assez frequemment, lorsquyon fait agir s u r  le plasma sanguin 
la D-acidaminodehydrase preparee comme nous l'avons expose dans la premiere 
partie, une divergence entre le taux d'oxygene consomme et la q u a ~ t i t e  d'ammo- , 

, niaque formee (dans les tableaux qui suivront, ces chiffres discordants seront 
eqoqdrés de parentheses). On sait en effet que l'action de la D-acidaminodehydra~e 
en presence de catalase s'accompagne theoriquement, pour chaque atome d'am- ' 

g&ne consomme, de la formation d'une molecule d'ammoniaque (voir lére partie, 
ohapitre 1). En pratique, I'alpmoniaque liheree reste gbneralement parallele $. - I'oxyNne consomme ; les discordances peuvent s'expliquer B la fois par i& ' 
eomplexite d'up substrat comme le plasma sanguin et par le degr6 peu eleve de 

1 puriilcation de la préparation diastasique. BOULANGER, BISERTE et GRIFFIE [gt] 
ont cherche B eliminer cette derniere cause d'erreur en utilisant de la n-acida- 
minodéhydrase purifiee en presence d'un exces de flavine-adenine-dinuole~tide 
pur ; on constate dans ces conditions une amelioration sensible du rapport Qe 
l'oxygene consomde: B l'ammoniaque formee. 1 

'7 . . .:. - 23 - 
1': ., 

s: 

k.;):, , 
k - ,  i .-a . . -* 



Plasma Plasma Plasma Plasma 
Plasma du sapg du sang du sang du sang 

du sang oxygéne maintenu maintenu main nu 
initial 110. min. ti 24 h. dans 24 h. ti 37" 24 h. $ 37' 

37') le vide dans l'air sous CO2 

' os 
consommé 
en P ~ T  par 

ml de 
; plasma 183 142 173 , 124 15t 
N H *  en p f ~  

par ni1 3e 
, plasma 275 *.," ' 279 .,. 27f 
PPbnylaia- 
ning en yg 
,par ml de 

plasma !S67 2Pll 4708 1658 e619 * 

Phbnylala- 
nine en pg 

\ 

ar ml de 
pqasma dose 

oolorimé- 
triquement 2700 41 60 n100 

L'action du vide est donc identique à celle du gaz carbonique. 
- . . ,  , , - , , v , - . , < , 
;,.,,y,=+.",.J*, , ,;>,;, .-5 .. ,# k ~.g.;,;:..-$i,, ' 
.ji.i$;~~;:1Q:~;~,2~~~,~;\,C,.. 7: .. . :<< 8;  ' ' 

B - ESSAIS SUR L E  PLASMA ISOLÉ ET SUR L E  PLASMA 
HEMOGLOBINÉ 

On sait que le plasma sanguin isolé, en l'absence d'hématies 
~t d'hémoglobine, est apte à dissoudre et à fixer les gaz comme 
l'oxygène et le CO2. Le plasma dissout, lorsqu'il est mis en présence 
d'oxygène pur sous la pression atmosphérique, environ 2'3 cm3 de 
02 pour 100 ml de sang à 3 8 O ,  ce qui pratiquement est faible p&r 
rapport aux 20 cm3 que l'on peut extraire d'un sang artériel total. 
Au contraire, le plasma renferme environ les $deux tiers du CO2 
total du sang : celui-ci s'y trouve sous forme de bicarbonates, de 
CO2 physiquement dissous, de traces de CO:;Ho et enfin de CO2 
:ombiné aux protéines ; le CO? physiquement digsous correspond 
5nvii;on au vingtième du COz total du plasma. De plus, FAURHOLT 
[29] a montré qu'en présence d'une solution d'ammoniaque, d'bmi- 
nes ou d'amino-acides, voire même de polypeptides, la vitesse de 
tixation du CO? est beaucoup plus grande et comparable & celle 
~bservée dans le cas de l'hémoglobine. Comme d'autre part le CO2 
abaisse le pH du plasma seul aussi bien que le pH du sang total, il 
Btait nbcessaire ' de vérifier si la présence des hématies expliquait 



.e les variations du taux d'amiho-acide pro'voquées' p w  1 6  bchh- 
zeux et si celles-ci ne se produiraient pas également en 

re~ice du plasma isolé et des protéines plasmatiques. 

10 ml de sang de chien sont prélevés sur héparine 9 divisés' 
5k1 de& portions égales. La première, s'oit 50 1n1, est ailditionnée 

. de &O mg d'alanine non naturelle dissoute dans 5 ml de s é r u l  
phylsiologique. On prélève un premier tiers que l'on centrifuge 
immdiabment. Dans les deux tiers restants, on fait passer un cou- 
rant d'oxygène, comme dans les expériences précédentes, puis, aprhs 
séparation du deuxième tiers, on fait passer CO? dans la troisième 
Fraction. Les hématies du second tiers sont lavées plusieurs fois par7 
sentpifugation avec du sérum physiologique, repris finalement )dans 

n volume de solution salée physiologique double du volume primikif 
au  plasma sanguin, et soumis à l'action d'un courant de CO2 
pendant 30 minutes à 3%". Chaque échantillon est centrifugé et h~ 
plasmas et solutions physiologiques sont soymises à l'analyse. 

La deuxième portion du sang. est centrifugée ; on recueille 
le plasni& surnageant, soit 28 ml, auxquels on ajoute 40 mg d'alanim, 
lisdous dmp 4 ml de solution physiologique. 

On prbléve comme dans la premiére partie un témoin initial 
nilis on soumkt le reste l'action d'un courant d'oxygène.peodui~ . 

ainutes ; #on  prélève ensuite un nouvel échantillon de 'p lwr~+ 
avant de faire passer dans le reste un courant de CO2 pendant 15' 
ninutes bgalement . 

' Les résultats sont condensés dans les tableaux ci-dessous. . 

1 PLASMA DU SANG TOTAL 

Initial apres O? 

Or en WB 
par mi 

de plasma 2 0 3 ,  141 - z.2; 
NH3 en g 

par m f  
de plasma 270 150 21C 
lanine en ~g 

par ml 
de plasma 1 1419 1 



SOLUTION DE LAVAGE DES GLOBULES 

apres COZ 

NHQ en g 
par m f  

de solution 
Alanine en pg 

par ml 
de solution 172 

Plasma initial Plasma + Op Plasma + CO? 

02  en NHx 09  en N H q  02  en NHa 
pg par %l Alaninr ,,g par pan, %l Alanine ,,g par "gl Alanine 
ml de en pg ml de en PB ml de de en Pg 

plasma plasma plZrna plasma plasma --------- 
273 261 1386 260 250 WW 288 263 1376 
114 105 WB 1% 94 491 105 102 rn 
229 190 @M 251 184 962 242 190 993 
286 250 t32S 301 246 lm 322 250 13(n 
187 163 Sm 1 194 156 815 176 160 IMB 



Nous avons cherché à préciser la forme sous laquelle l'amino- 

100 ml de sang contenant normalement environ 16 g d'hémo- 
obine, nous avons ajouté à 50 ml de plasma de cheval 8 g 
hémoglobine cristallisée (préparée selon la technique de Ho-ppe- 

elle dissous dans 5 ml de sénum physiologique. 

différents plasmas et ont donné les résultats suivants : 

seul ; mais nous nous trouvions dans des conditions trbs défavora 

- 27 - 





1 

On voit que les variations observées sorit.analogues. d w  ,te 
@ a h &  hémogl9binS et le système plrisma-globules. Il ne s'agit done 
&s d'une simple diffusion de l'arnino-acide ZL travers la membrane 
des globules et d'un équilibre entre les phasesàqueuses pkasmatiqve 
~t ïobulaire, Nos résultats sont en faveur d'une « combinaison », 

on nous ne préjugerons pas la nature, entre les acides amines et 4 Bt 
l ~ ~ h é m o g l o b i n e .  11 est curieux de noter que nous rejoignons icj- 
la conception défendue par SBARSICY 1233, d'une combinaison entre 
les amino-acides et les '« colloïdes B intra-globulaires. 

C - ETUDE OOMPARATIVE DES D IFFERENTS AMINO-ACIDES 

Io) - ALANINE NATURELLE. 

Les échanges globulo-plasmatiques et leurs modalités ne sont 
pas phrticuliers ayx amino-acides de la série non naturelle. La 
L-alanine donne en effet les résultats suivants. La même tedhnique 
2én;nBrale a été employée, les do~ages étant efféctués par  la méthode- 
$ l'hypochlorite de POLONOVSKI [24]. 

100 ml de sang décheval, prélevé sur citrate, sont additiqnnb 
Io ml d'une solution contenait 100 mg d'alanihe nabel le  dar& 

uu sérum physiologique. 

I 1 Plasma initial 1  las&; + 0 2  1 Plasma + CO2 '1 
N amine en pg 

par ml de 
plasma 210 150 200 

Alanine en pg 
par ml de 

plasma 1350 970 lf80 

120 ml de sang de chien prélevé sur héparine sont atiditionn6s 
Je 100 mg d'alanine naturelle dissoute dans 10 ml de sérum physio- 
iogique. 

1 1 Plasma inltiaï 1 Plasma + 02 1 Plasma +  CO^ ] 

I N amine en pg 
par ml de 

plasma 220 135 210 
Alanine en ~6 

par ml de 
plasma 1400 880 I 1840 





Sang initial Sang + 0 2  Sang + CO? 

Phenylalanine 
dans le plasma , 
en ug par ml a) 5030 4240 - 
Phenylalanine 

dans le plasma 
en ~i.8 par ml b) 1260 730 l l l W  



1 Sang initial 
" 

Sang + 0 2  Sang + CO2 , 
, -- 

Op en 
ml de lPq,sPma (313) (no) 260 \ 

NH3 en pg par 
, 196 ml de plasma 172 210 

Valine en g 
par mi 2 1 plasma 1548 1113 1454 

Le comportement de la valine naturelle ne diffhre pas de celui 
de l'isomère non naturel. 

A 100 ml de sang, on ajoute 100 mg de valine dissous dans 
- ;?u ml de sérum physiologique. 

, Plasma initial Plasma + O p  Plasma + CO? 
- -  --- - - 

l 
N amine en pg / 

par ml de .'. . <  
plasma / "2 <.',) ifT.: ', 126 

166 ,';:s::-~, r., , 168 
Valine en wg 1 . '  . 
par ml de C . 1t,.7 ' l 

plasma 1 ' 1499 

. <:;, ,:' ;:; , . ( +.; p .. +x&-+ . 
4 7  - HISTIDINE, ,, , y n . i . r ; - : ~ e : , p , ~ ~ + &  

100 ml de sang de cheval préleirks sur citrate sont additionnés 
l e  150 mg d'histidine non naturelle dissous dans 20 ml de sérum 
physiologique. Le mode opératoire est le meme que dans le cas de - 
'a phénylalaeirie. ~&L.!AL 1~9  . w ~ t ~  u++ t h ~!y~$;g~yqyD~~y:\::,$ : 

L'histidine a été déterminée par la methode a la n-acidamiaa- 
déhydrase, mais les résultats fournissent ici plutôt un él6ment de 
comparaison qu'un dosage proprement dit. En effet, les différents, 
amino-acides ne sont pas tous oxydés à la même vitesse et dans les 
nêmes proportions par la D-acidaminodéhydrase : alors que la D-ala- 
dine, la D-phénylalanine, la D-valine sont très rapidement attaquées 
et presque complètement désaminées, avec la *histidine le rendement 
lé la réaction enzymatique est beaucoup moins satisfaisant. Voici, 
;elon FELIX et ZORN 1,251, les quantités de NHu en p. 100 de la 
b6orie que l'on obtient. 



' Nos résultats sont les suiyants 

r 1 ' sang initial 1 sang + 0 2  1 Sang + CO? 

L'essai a été renouvelé avec l'histidine naturelle, dans les 
memes conditions, mais avec un dosage final par.l'hypochlorite. 
Voici les chiffres obtenus : 

1 1 Sang initial / sang + 0; 1 Sang +  CO^ 1 

I , i ~ j  en .g par / 
ml de plasma 1 321 - ID4 i 273 

Histidine en pg 
par ml de 

piasma I 3830 $84 5 # ~ (  

do) - GLYCOCOLLE. 

Ge glycocolle se comporte corrime les autres amino-acides. 
Llrtzote aminé a été déterminé par la méthode à l'hypochlorite sur - 
le dbféquat trichloracétique du plasma, avant et aprés oxygdnation . 

, et aprés passage de C O z .  On ajoute à 100 ml de sang de cheval 
citrate 100 mg de glycocoIle. 

r' 

Sang lnitial Sang + 0 2  Sang + Cos' , 

N I 3  en pg par 
par ml de j 

plbsme 282 225 237 
Glycocolle en pg , par ml de 

plasma 1410' 1400 1270 
P 

Les essais ont' été limités à la tyrosine naturelle. 

, - TYROSINE. 

200 ml de sang de cheval sont additiorinés de 100 mg,,& 
,yrosine dissous dans 20 ml de sérum physiologique. 



Sang initial Sang + 0 7  Sang + CO2 , 

L-tyrosine en pg 
par ml de 

plasma r 1480 1180 lm 

Les différenoes sont du même ordre que pour l'alanine et la 
phbnylalanine. 

7") - METHIONINE. 

, * - - L'oxygénation entraîne ici encore une diffusion in~aglobulain 
&l&s que le CO2 l'entrave compl8tement. 

Signalons à ce propos que selon POLONOVSKI et GAJDOS 
{26] ,  cc si l'on ajoute à un sang citraté de la méthionine exogéne, le 
aurplus se partage assez équitablement entre les globules et le 

- plasma ». 
\ 

' 
Dans nos essais, la méthionine a été dosée par la méthode de 

riESS et SULLIVAN [27]. 

Sang initial Sang + O p  Sang + CO2 . 

1) MBthionine en 
yg par ml de 

plasma 1390 1303 1390 
2) Methionine en 
pg par ml de 

plasma 1430 1300 1430 . 
Le comportement de la méthionine ne diffère donc pas de 

celui des autres amino-acides. 

8") - LEUCZNE. 

Les expériences faites dans les mêmes conditions avec la 
pleucine ont donné des résultats négatifs. O 

. A  95 ml de sang de chien, prélevés sur citrate (10 ml), on 
ajoute 200 mg de leucine non naturelle dissous dans 20 ml de sérum 
physiologique (on a procédé comme pour la phénylalanine). L'amino- 
acide a kt6 dosé par la méthode de WARBURG. 



Essai ne 1 

Sang initial Sang + 08 

O en' p par 
de pfasma 192 174 

NH3 en pg Dar 
ml de plasma 118 120 
Leucine en pg 

par ml de 
plasma 908 991 

1 

Essai na 2 

Sang oxygéné Le même sang + CO? 
pendant 20 mi? 

3 de %SE 85 112 
NH3 en pg par 
ml de plasma 100 100 
Leucine en pg 

par  ml de 
plasma 770 770 

A i4.û ml de sahg de chien, prélevés sur citrate (10 ml), on 
ajoute 250 mg de leucine non naturelle dissous dans 20 ml de sérum 
ohysioiogique. 

Essai no 3 
a 

Sang oxygéné Même sang traité 15 min. par CO2 

01 en y par 
m de p asma 174 (9s) 
NH3 en pg par . 
ml de plasma 188 166 
Leucine en pg 

par ml de 
plasma 1Pgg 

Ce comportement particulier de la leucine méritait dil; 
retenir l'attention. Nous nous sommes demandé si le phénomhne 
n'était pas plus lent que pour les autres acides aminés, peut-êtfe par 
suite d'une perméabilité plus faible de la membrane globulaire , 

vis-à-vis de la leucine. Dans ce cas, la durée de nos essais aurait 6th 
trop courte pour que les variations aient été décelables. Aussi avons- 
nous effectué des expériences dans lesquelles le contact plasma. 
globules en atmosphére d'oxygbne et de gaz carbonique a été prolon- 
gé pendant 24 heures à 370 





a. .,-:;fiE 
, . h., 

s 1 'Sang initial ' 1  Sang aprés oxygenation te?] 
. %: 

O en p par . *II 

, m? de pfasma > 287 - 2 9 0  " ' I f  3 5 :  6 
' 
S U 3  en pg par 
ml de plasma 183 184 

Acide ~Spartiqu* 
en pg par ml 

de plasma lm7 143.5 

, 
- 
. 

100 mg d'acide aspartique non naturel dissous dans 10 ml de 
sérum physiologique sont ajoutés de la même façon à 100 ml dq 
sang de cheval citrat6. Le passage de l'oxygène et du CO2 s'effectue 
comme précédemment. 

L 

. . 
. \  

, . , 

'4 

A 

Un autre essai a été effectué sur sang de cheval citrate addi- 
ionné de iûû mg d'acide aspartique non naturel. . i" 

I 
1 Sang initial Sang + CO2 

194 235 
NH3 en pg p a r ,  
ml de plasma 219 

Acide aspartique 8 

. en Wg par ml i , 
de plasma , 

* 

: Sang itiitial ' Sang +: O 2  
1 

San6 + CO:! 
- 

195 173 157 
N H 3  en pg par 
nll de plasma 189 192 195 

Aeide aspartique 
en par ml 

de plasma 1474 1487 lm 
i 

Des exphriences identiques réalisées avec l'acide aspartique ' . 
naturel, dosé par la méthode de POLONOVSRI. n'ont montre aucun?, , 

- différence entre sangs artériel et veineux5 . -,;: ;;;;;$;3s7vT*v 
; ... \ . . . ., ,,( ;.ict:.&nM 
" I 
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Plasma initial Plasina hémo- ' Plasma liémo- 
globine + Op globine + COp 

-- - .... --- - -- -S.- - 
Acide glutami- 

, que en p par 
ml de pfasma 871 756 756 

, La diminution du taux plasmatique d'acide glutamique cor- 
- respond sensiblement à la dilution provoquée par l'addition de 1ü 

préparation non desséchée d'hémoglobine. 

Y '  - > IL , - "1 V"'". 

..*" . 
C. .. . Le comportement de la DL-lysine est analogue a celui des ami- 
I 

. no-acides dicarboxvliaues et cet amino-acide bibasique ne diffuse 4 +, 

2as non plus dans les globules rouges. 

100 ml de sang de cheval citraté sont additionnés de 100 mg 
de DL-lysine, et traités selon le mode opératoire général. , I  

L'acide glutamique, comme son honiologue inférieur l'acide , 
aspartique, ne participe donc pas du tout aux bquilibres érythro- 
~a\asmatique$ sous l'influence de l'oxygénation. 

I 

4 4  O \  - 1 V C 7 N R  

" * 

< ' 

- - - - 

F*J\ . r B :  

Sang initial Sang + O?  Sang + CO? 
-- - - -- - 

N amine en 
ml d1S04H 

Ni280 par ml 8e 
plasma 3,55 3,70 ' 3,65 

Lysine en pg 
par ml de 

plasma 1900 I I 1300 

-4 . Dans une autre expérience, on a ajouté 300 mg de'nL-lysine , 
5 ?. -: a 100 ml de sang. Le Dassage de l'oxygène a été prolongé 30 minutes 

et celui du CO2 également. Les résultats sont les suivants : 







iv - INTERPR~TATION DES RÉSULTATS 

Avant de discuter l'ensemble des résultats préchenas et d'es- 
sayer de les interpréter, nous résumerons schématiquement nos 
constatations. 

i 0  - Le passage dans les hématies d'un acide aminé ajouté à 
du sang rendu incoagulable in vitro est considérablement accéléré 
par l'oxygénation ; l'équilibre érythro-plasmatique, qui exige plu- 
sieurs heures lorsque le sang est simplement abandonné à l'air B la 
température de 3'ï0, est atteint en quelques minutes lorsqu'on fait 
barboter dans le sang à cette même température de l'oxygène pur. 

9" - Lorsqu'on fait passer un courant de CO2 dans le sang 
oXygén6, l'acide aminé traverse en sens inverse la membrane globu- 
laire, et au bout de 10 à 15 minutes on retrouve dans le plasma le 
taux initial. , . +. :-&sL T - , . , ~ :  - 

i i F  j. v-k *. <+i7 &, 

30 - ~'actkk '8~- '~0C.n èik pas spécifique et peut être attribuee 
simplement à la transformation de l'oxyhémoglobine en hémoglo- 
bine ; en effet, le même résultat est obtenu lorspe la désoxx énation 

..&y ., h . " < ~ ~ . . . $ ) ~ , " r . h . , &  est réalisée sous pression réduib-  5 ..-,y>I:-,, 
;.- + .  

4" - L'oxygénation intervient également dans l'établissement 
progressif et lent de l'équilibre érythro-plasmatique des amino-acides 
au cours du séjour du sang à l'étuve à 370 ; le passage de l'acide 
aminé dans les globules est en effet négligeable lorsque le sang est 
maintenu à l'abri de l'air sous atmosphére d'azote et a for th i  de 
coz. 

5" - L'intégzite des hématies n'est pas indispensable à la 
n dissimulation II de l'amino-acide : de l'hémoglobine dissoute dans 
le plasma u fixe )) réversiblement sous l'effet de l'oxygénation une 
oertaine proportion de l'acide aminé ajouté, à peine inférie,ure $ 
la fraction qui, dans les mêmes conditions, passe dans les globules 
rouges intacts. 

6" - L'oxygdnation du plasma seul n'entraîne que de trè8 
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aiblés variations du taux d'aniino-acide ; les protaines plasmatiques 
l'ont donc pas une action comparable à celle de l'hémoglobine. 

70 - Les différents acides aminés ne se comportent pas tous de 
açon identique. Le phénomène que nous avons dkcrit, se produit 
wec tous les acides mono-aminés monocarboxyliques étudiés. Au , 

jntraire, b s  acides mono-arnin6s dicarboxyliques d'une part, et la 
ysine d'autre part,.ne passent pas dans les hématies ; quelle que soit 
a durée et l'intensité de l'oxygénation, nous n'avons pu meure ell 
' 'ence la présence d'une quantité appréciable de ces açides aminés 
,,J_ les globules ; les expériences réalisées notamment avec l'acide 
,:glutamique, que l'on peut doser d'une façon rigbureusepent spé- 
$fique au moyen de la décarboxylase bactérienne, ont été comple- 
ement négatives. 

Àinsi que nous l'avons exposé au Chapitre 1, l'équilibre éry- 
rnro-plasmatique'des acides aminés a déjà fait l'objet de plusieurs 

- series de travaux. Ceux de HAUGLER [ B I ,  SBARSKY [30], 
USaING LSI] font ressortir la lenteur relative du passage des amino- 

" acides dans les hématies et d' imperméabilité ,, de ces dernières 
aiix acides aminés dicarboxyliques. Mais l'effet de l'oxygénation, 
de la transformation de l'hémoglobine en oxyhémoglobine, n'a je- 
mais été signalé et l'intérêt de notre constatation nous paraît 

. - juhtifier sa discussion. 

La première idée qui vient à l'esprit lorsqu'on observe les 
tetions opposées de I'oxygéne et du gaz carbonique est celle d'un 

, rapprochement avec le phénomène de HAMBURGER. Il s'agirait 
ici d'up processus inverse : l'oxygène, en chassant le CO2 du sang, 
.provoquerait la migration intra-globulaire d'ions amino-acides, que 
le courant de CO2 ferait de nouveau sortir des hématies. 

Mais l'analogie entre la chloropexie globulaire et les faits 
Jue nous avons décrits n'est qu'apparente. Nous avons vu en effet 
que le gaz carbonique n'intervenait pas par lui-même mais en 
favorisant la transformation de l'oxyhémoglobine en hémoglobine ; 
il suffit de désoxygéner' le sang sous pression réduite pour aboutir 
iu m&me résultat, sans que l'on puisse invoquer ici, bien au contraire, 
un accroissement du nombre des ions bicarboniques du plasma. 
D'autre part, des essais réalisés en modifiant le pH du sang par 
des solutions-tampons nous ont montré que des variations sensibles 
de l'acidité réelle n'avaient pratiquement pas d'influence slir la 
repartition érythroplasmatique des acides aminés. 



inaison avec l'h6moglobine. 

H~OGLOBXNE + Oz + AMINO-ACW 27 COMPLEXE OXYHÉMOGLOBIN 

AMmo-ACIDE 

Si l'on admet cette façon de voir, il reste évidemment en 

i de l'h6moglobine : 

K. Hb = 10-8118 
K. HbO2 = 10-6@ 

i I 



vant le degr6 d'oxygénation du sang ; l'exemple numérique ci- 



1 

II 
III ' 

IV 
v 

Plasma du sang 
Initial 

Plasma du sang Plasma du sang 

La connaissance des échanges frythro-plasmatiques d'amino 
acides permettra d'autre part d'éviter de g2aves erreurs d'interpré- 
tation dans certaines expériences physiologiques, notamment quand 
on étudie le métabolisme d'un organe en comparant la composition 
du sang à l'entrée et à la sortie. II est évident par exemple que 15 
constatation d'un taux d'azote aminé plus éleyé dans le sang efférent 
que dans le sang afférlnt ne signifie pas obligatoirement que d@ 
acides aminés ont été formés ou libérés au cours de la traversée de 
l'organe : en effet, la simple réduction de l'oxyhémoglobine consé- 
cutive à la respiration tissulaire peut suffire à rendre compte de l'en 
richissement du plasma. 

Il en est de'même dans des expériences de pmfusion .d'organes 
isolés, comme celles que l'on trouvera décrites dans la seconde partie 
de notre travail. Si l'on veut que les variations de la teneur du plasma 
en amino-acide au cours de la perfusion puissent être interprétées 
correctement. il est indispensable de comparer entre eux soit les 
sangs cc artérialisés D, soit les sangs veineux, ou. mieux encore de se 
placer toujours avant le dosage dans des conditions rigoureusement 
identiques : c'est pourquoi, avant de séparer par centrifugation le 
plasma des globules, nous traitons le sang par un courant de COz à 
37,5* pendant 15 minutes, de façon à réaliser les conditions où le 
taux plasmatique d'amino-acide est maximum, et la teneur des glo- 
bules nulle ou négligeable. 

Nous ne pouvons mieux illustrer ce que nous venons d'écrïre 
qu'en rapportant les résultats d'une expérience choisie parmi beau- 
coup d'autres. Alors que le bilan général permet de conclure à une 
désamination de la D-alanine par le parenchyme rénal, atteignant 
au moins 25 p. 100 de la quantité ajoutée, la comparaison des taux 
cc artériel ,) et cc veineux ), à la 90"" minute révèle paradoxalement 



différence en favedr du  sang efférent. 

Plasma du sang / Plasnia, du sang Plasma du s a n g  
initial ArtBrie1 final Veineux filial 

_ -  - _ ___--.___ _-_ 
1) Alanine en 
pg par ml de 

plasma 1359 1046 - 1098 

, O) Alanine en 
yg par ml de 

plasma 993 732 836 
i 

On voit donc que les rapports entre les échanges globulo- 
plasmatiques d'amino-acides et les échanges gazeux méritaient de 
retenir l'attention non seulement à cause de leur intérêt thPorique 
mais aussi en raison de leur interférence dans le domaine de l'expé- 
rimentation physiologique et biochimique. 



DEUXIÈME PARTIE 





I 

" ii . - 

Introduction 

niaque dans le sang de la veine rénale serait alors plus bas que dans ' 

le sang afférent. 

d'ammoniaque introduite dans le sang artériel, le taux de l'ammonié- - 

51 - 





,V . Yi  <. 
, . 

?.. . 
2w%@dk etablie de cet$& apparition d7amniodkque 6& 

- . r ~ y ? .  On hait en effet-déjà-signalé (BORBISTEIN kt R ~ E S E ~ '  
3 

1 - 
$$r'[qj I'injéction .d'acides dnip6s dans la circdation gégdrkie 

. wt. ' iou jsu~s  suivie d'une é'lévation du taux de l'ammoniaque &ni- ' 

' 
< 

. KaEBS, après &uoir'mis en évidence l'action ammonibg4na 
"i;,' $#B knqrnes rdnayx sur-les acides amin68, étudia longuement ++ 

- ' .':'y#m, 1% c~mpqrtement ~ B S  arnino-acides soumis à 'L'action des, en&-' ' , L4 mm du tissu rknal, dont il put isoler finalement la D-aeidaminod@qy-. 
'('' . 

La présence de D-aeidaminadéhydrase dans le t iku rénal &; ' 

m m b k k  mammifères, son iictivit6 consid~rable in vitro, pem&L;i 
Ment d'envisàger la possibilité d'une origine *amino-acide de l'an-: 
9poniaque rénale., c'était en effet avec leg isomEres non n&turels de& 
amin&-acides que la formation d'ammor'ii~tque in vitro Sous 1'13~~gafi; 
da parenchymé rénal (coupes minces ou homogénatsj étalt JE p h  
ibl>nsidérable. Ceci ressort avec évidence du Tableau suivant emprun. 
k3 ài KREBS [36] : 

QuantiM de NH3 
folbin4e en, mq3 par 1 ..ru de tissu r6nel 1 

t , 1 e t  par heure 1 
IsoméTes natureùr 

L-alanine 3 3 6  
~ v a l l n e  3 8  
i-leucine 6,88 

1somés"t?s non  natur. 
D-alanine 37,8 
ù-valine 53,8 
n-leuaine 34,B ). ;. 

, L i  
1 

* f* & bTt  ...fl;p> 

Les recherches poursuivies in vivo ne devafart $Bs Confirmer. 
&&te mahière de voir : eq effet, lomqu'on fait ingérer ou que I b n ,  
injecte &-des chiens des acides aminés ~acémiques ou des 'oamiao-p' 
iracidm, on retrouve dans les urines la majeore partie de i'isorjnbd 

- ' n6q naturel. ;!ce comportgrnent a même été. mis .à profit pour 19 
prbbparation de la forme D de l'acide aspartique, le,Iapiri~seimenf 
d'animal. d'eq4rience. L'organisme paraît donc se débarrasser de5 
formes non naturelles des mino-acides en les éliminant par I'.rifiq . . 

. biqn plus qu'en les désarninant. 
i\ 

c'est ce qQe les recherches ~'ABDERHALDEY et 'TETZN~R . . 



*.P. ' -':"::?:\ !, , .'Cq-..; >,-..,:.,,a>!.*,: a.. 

\ i ,  . I  , .. . .. < ' Jy<;$~&~.  ;,- .. '.' . ~. \ ; .'. , . 
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. . , -  . . . . . : ' . . . \  , ; <. .> , @! . ' Y -:.d -, i, . . ,  

. . . .  . 

l371, de CORLEY [SS] et ses collaborateurs, ont démontré, et le ta- 
bleau ci-dessous reproduit quelques exemples des résultats obtenus. 

~ u à n t i t e  introduite Quantite eliminee 
(en g d'azote) (en g d'azote) 

- 
0,25 DL-alanine 1,26 

DL-alanine - 2,35 0,52 
(Uniquement sous forme 

non naturelle) 
L-valine 0,m (',O0 
D-valine 

I 
0,57 0,40 

L-isoleuoine 0,53 0,W 
o-isoleuoine 0,43 0,49 

Il semblait donc y avoir au premier abord opposition complète 
entre le comportement des acides amïnés non naturels en présence 
du tissu rénal isolé ou de la D-acidaminodéhydrase rénale purifiée 

, et leur destinée dans l'organisme. Aussi a-t-on pu émettre des doutes 
qiiant à la similitude d'action in vivo et in vitro de la D-acidamino- 
déhydrase. 

C'est POLONOVSKI, BIZARD et BOULANGER [SS] qui ont 
pu démontrer l'existence d'une désamination oxydative chez l'animal 
« entier ,, et mettre en évidence le double processus de désamination 
,et d'excrétion que subissent les isomères non naturels des amino- 
acides. Ces auteurs observèrent en effet que l'injection de la forme D 

ou racémique d'un amino-acide, notamment de l'alanine, était sui- 
vie immédiatement d'une accentuation considérable du phénomène 
qu'ils avaient décrit sous le nom d'ammoniophanérèse.' En effet, 
alors que l'injection de la forme D ou du racémique chez le chien 
est suivie d'une augmentation en flèche du taux de l'ammoniaque 
dans la veine rénale par rapport à celui de l'arthre, l'injection de la 
forme naturelle au contraire n'entrafne guhre qu'une légère élévation 
de f'ammoniémie rénale (voir tableau). 



Alanine naturelle 

/ N/NH3 avant Yinjection N/NHJ 2 min. aprks l'injection 
ken mg par litre) (en mg par litre) 

--.-- 

Chien no 181 

Alanine racemique 

Dans le même ordre d'idées, BLISS [41 ]  a constaté que l'hy ' 

L '  i - \ prammoniémie provoquée chez le chien par ingestion d'acide chlor- s 

, hydrique était accrue par administration simultanée d'alanine et 
>.O O hucine et que l'élévation était plus forte avec les formes non r c 

,, pelles de ces amino-acidea. 
, 

g 
!t 

'i O. 

P . . %  , 
i 

% * +-.. 





D'autre part, si l'on peut isoler de l'urine une frqction irnpor- 
hnte de l'acide D, éliminé tek quel, on constate également la présence 
" -  

IS Iktlrrimoniaque urinaire d'une concentration élevée d,'amte lourd, 
.,-3 &p6rieure à celle que l'on décsr?le dans l'urée excrétée ; ce fait, 
$out, en Bcartant définitivement la possibilite d'une origine urdiqus 
de l'ammoniaque formée dans le rein, est en accord avec une dbm- 
p%mtion directe des D-amino-acides prédominant au niveaw du pa- 
mnchyme rénal lui-mbme (1). 

Fraction de l'Ni5 ingér6 retrouvée dans : , - ,,,, , ' 

Urine 
Uatihres fécales 
N non protéique 
N protéique [Z) 

~oncehtration de N15 dans : (L-leucine) 

Urée urinaire 4,19 p. 100 (2,43 p. 100) 
~mmoniaque urinaire . 15,76 p. 100 (2,W p. 1Qû) 
N total (3) urinaire 4,77 p. 100 ( 2 9  p. 100) 

&lysine 

~ ~ Q c t i o n  de 1 ~ ~ 1 5  ingéré r e t r w d e  dans : 

Urine 69,i p. 100 
Matibres fheales 1,5 p. 100 
Pd hon proiéique 5,5 p! 100 
W protéique (dans ïes acides amines 
autres que la lysine) 21'4 p. 100 

ConcentraHon de N15 dans : (L-lysine) 

Urée urinaire 
Ammoniaque urinaire 
N total (3) urinaire 

(1) Nous n'envisagerons pas ici la formation d'ammonia ue dans le rein aux 
d&pens de la glutamine dont la d&monstration a et6 b n n é e  par 1'Eoole de 
van Slyke - il s'agit en'effet d'un aspect de la question qui sort du cadre de 
notre travail, 
(2) L'azote lourd est réparti dans la plupart des acides amjnes constituants des 

, protéines. 
r (3) Le pouroentage plus Llev& dans 1'N total. que l'on ne constate pas aures inme- 

tion de L-leuciné ni de L-lysine, s'ex Jique, surtout dans le cas de la lysine,-par 
l'ellaiination d'une iraction non moiifiee de l'isomere D isotopique ori inal . on 
a r6alfsé l'isolement et l'identification de la D-lysine urinaire : cette irachon eicr6- 
tLe direîtement est &gale b 50 p. lm environ de la dose i n g 6 r 6 $ f : ~ ~ ~ ~ ~ ~  

, -,> -;~.<;.*<,~,~ 



Dans le cadre général des recherches réalisées au ~abortitoire 
de Chimie Biologique de la Faculté de Médecine de Lille sur la signi- 
fication physiologique de la D-acidarninodéhydrase, nous avons pensé 

' qu'il serait intéressant d'aborder la question de la destinée des 
_ D-amino-acides au moyen d'une technique présentant à la fois les 

avantages de la méthode des coupes ou des extraits in v i t ~ o ,  c'est-à- 
dire surtout le contact prolongé entre le tissu ou l'enzyme et le - , substrat, et ceux de l'expérimentation sur l'animal intact, qui fait 

0 . -  intervenir la totalité de l'organe et n'exclut pas la fonction excrétrice. 
, La perfusion réhale réalisée sur le rein du chien, grdce au diSpositif 

1' i et selon la technique décrits par P. BOULANGER et R.A. GRIFFIE! 
-i [44], nous a semblé répondre à ces conditions : c'est ainsi notamment 
* que la faible quantité de sang nécessaire h. l'opération garantissait 

\ l'action prolonghe du parenchyme rénal sur l'acide aminé étudie. 

Le liquide de perfusion n'est autre que le sang de l'animal lui- 
milme, recueilli sur 10 p. 100 de son volume d'une solution de citrate 
de sodium Èt 10 p. 100 ou hépariné, et additionné de 200 à 300 mg de 

9 i'amino-acide envisagé. 
2 

,.. Dans certaines expériences témoins, et pour éviter les varia- 
- . ' tions dues aux échanges globulo-plasmatiques, on s'est senri de 

liquide de RINGER-KREBS comme liquide de perfusion. 

Les prélèvements de sang sont effectués quelques minutes aprés 
' la mise en route de la circulation artificielle (pour éviter t o ~ ~ t e  cause 

r,'. d'erreur consécutive à la dilution par le sérum physiologique citraté 
restant dans l'appareil après lavage, et dans le rein lui-même), puis 

I à des intervalles variables au cours de l'opération. Nous avons plu- 
sieurs fois comparé le sang « veineux » efférent du rein au sang 
« artériel )l sortant de l'appareil après brassage et oxygénation. 

t- 

/ Le taux d'acide D-aminé est déterminé par la formation d'am- t 

- I maniaque et la consommation d'oxygène sous l'action de la 
- D-acidaminodéhydrase, dans le dispositif manométrique de 

WARBURG, ainsi que nous l'avons exposé dans la premihre partie. 
j. Lorsqu'il s'agit d'un acide aminé naturel, il est dosé par la méthode 

à I'hypochlorite de M. POLONOVSKI [45] ou par une méthode . 
spécifique. Les mêmes dosages sont effectués sur les urines sécrétees 



Chien 5 Kg. 

Perfusion du rein avec 100 ml de sang additionnes de 10 ml d'une solution . 
oitrate de sodium & 10 p. 100 et de 250 mg de n-alanine dissous dans IO ml d& 

iolut6 physiologique citraté. I 

Dux%%e de I'experlence : deux heures. 

. La circulation satisfaisante au début, se ralenlit progressivement. 

Prises de sang afférent initiale et au bout de 60 et 1% min.. 

Prise de sang efférent au bout de 120 min.. 

On recueille en fin d'expérience 5,5 ml d'une urine hematique. 

Le rein aesait, aprés l'expérience, 11,5 g. t 



! 

URINE 
1 

N H 3  libre en pg NH2 o-AAD en pg Alanine en pg Alanine totale 
ya,r ml d'urine par ml d'urine par ml d'urine excretee en mg 

28 147 768 472 I 

Le rein a metabolise pendant les deux heures de l'erpérieiice enviroi1 
!s deux tiers de l'amingacide ajoiite et pli a Pliminé uiie IrGs tnible 1,artie pa; , 
urine. i 

<' 

XPERIENCE DU 25/2/48. - 
. 4 ~  Chien 11 Kg. 

Perfusion du rein avec 105 ml de sang additionnes de 10 ni1 d'iine solii- 1 

tion 'de citrate de sodium A 10 p. 100 et de r50 mg de u-alanine dissoiis dans 10 ml . 
de solut6 physiologique citrate. 

Duree de I'exp6rience : 90 min.. 

Le debit, trbs rapide au debut, se ralentit progressivement : 15 ml en , I + {  , 
14 sec. les premières 15 min. ; 15 ml en 35 sec. au bout de 45 min. 

&; Prises de sang afferent initiale et aprZs 45 et 90 min.. 
,-. 

bdL . On recueille aprés 35 min., 14 ml d'urine claire et non 116matique. puis 

2,:: 9 autres ml en fin d'experience. Le rein pesait 29 g. 

0 2  en 1i.g 
par ml 

de plasma 
h H 3  en g 

par mY 
de plasma 

Alanine en 

(ié" 

San afferent f min. 
San afferent 

4% min. 
afferent Sang eff4rent '""8 min. 1 90 min. 

\ H g  libre en N H 3  D-AAD en Alanine en Alariine totale 
~g par ml MX Par ml 

Pgd ,g fne l  erjcretee en mg d'urine d'urine 

Urine O B 
35 min. 51 280 1464 40,6 

Urine 35 B 
80 min. 64 270 1412 14,7 

URINE , - 





On recueille en fin d'expérience 14 ml d'urine. 

Le rein pesait 22 g. 



Sang afferent Sang afferent 
- initial 

San efferent 
90 min. 4 min. . 

s + S + s + T. D-AAD T. n-AAD T. n-AAD 
---- ' 

, O o e n w  
par ml 

; de plasma 6 308 4 213 11 204 
NH3 en g 

par rnr 1 

de plasma 7,2 860 18 200 28 
- 

210 

Alanine en 
wg par ml 
de plasma 1 1359 1046 1W8 

Chienne 4,5 Kg. 
' ? *$  

î a,:'< 

*. ' - %  

Perfilsion du rein avec 80 ml de sang additionnes de 10 ml d'une s o l u t i ~ ~  2,' 

4e citrate de sodium & 10 p. 100 et de 200 mg de n-alanine dissous dans 15 ml de,  5'; 
liquide de Krebs. On ajoute 20 autres ml de liquide dB Krebs. r -, . + ,.i 

DurGe de l'experience : 55 min.. - 
$Y 

La circulation est satisfaisante pendant %oute l'exp4rience (15 ml en 2Q $kq+j. .: .J 
- BriFs de-sang afférent et efferent initiales et aprks 55 min.. .E ! 

i r' 
x t "  

el  On recueille 28 ml d'urine apres 25 min. de perfusion,/puis 11,75 R O U V ~ ~ O I  , i*, 
i ml en f i n  d'exphrienoe. - i - .,94 

.Ls rein pesait 21 g. ; -. i 
.? ;<t -. . 







Pas d'urine. 
- .  . Le rein pesait 28 g. 
..'\ 

, ., t., :'. - 
- 7  , . 

, , , ..  . .. ? . .. 
... , 

i 

* 
Sang initial 

(avant l'addition Sang aff6rent 
d'alanine) 30 min. 

s + S + S + S.T. D - ~ A ~  S.T. pAAD S.T. ' D-AAD 

o!a:nA'ig 
de plasma 10 O 14 4 4 276 
NH3en g , 

par mP 
de plasma 42 69 85 n i  88 157 

Alanine en 
wg par ml 
de plasma 1166 827 

" 

"XPERIENCE DU 14/2/49. - 
Chien 7 Kg. 

Perfusion du rein avec 80 ml de sang additionnes de 8 ml d'une solution 
sitrate de sodium B 10 p. 100 et de 250 mg de D-alanine dissous dans 38 Pli de? 

itqulde de Krebs. +$&.; c+.kd&l.; -?:y <- zy:7w-- $4 *-2 z - 
,f 7 . A .  

Duree de l'experience 63 m i n & . & & & ~ & ~ d 4 , & ~ % : ~  ~ L ~ . , d > ~ ' l r ' ~  - 

La oirculadion reste satisfaisante pendant toute l'experience. 

Prises de sang aff6rent 20, 55 et 63 min. aprbs l'addition de l'alanine. . 
On recueille en fin d'exp6rienoe 5 ml d'urine. 

Le rein pesait 25,s g. 

I 

San aîferent San afferent San afferent 
- 

S% min. 5f min. sB, min. 

I T. S + T. S + T. 8 + 
D- A AD D-AAD PA AD 

1 -----. 
I L  O a e n p g  

par ml 
.de  plasma 10 . 231 20 143 14 121 

NH3 en g 
par mP 

de plasma 87 250 100 187 82 175 

' Alanine en 
wg par ml ' 

, de plasma 150s 9f9- 9l8 





L Ghlen 5,5 Kg. ' 

Perfusion du rein avec lriO ml de solut4 physiologique citrate oofr&Rqrf! 
àtesGlution 200 mg de o-alanine. 

Duree de l'expérience : 80 min.. 
,.<,,, .. .t < 

- \ 

Circulation satisfaisante: s l :  "-. , ,&," 
.b-t ' ' 

Prises de liqwide affëren~fnisglê' ed lfhar;. 

s - On recueille en fin d'experience 24,6 ml d'uri LILLr  

Le rein pesait 24,V g. 

1 Liquide affërent initial 1 Liquide afferent final I 



, .  , - 
I ,- 1 1" L-ALANINE 

- 

Dur6e de l'experience : 90 min.. 
* 1 Circulation parfaite. 

Prism de sang affhrent initiale et apres m, 45 et 90 min.. 



URINE 

pJH3 libre en pg NH3 hyp"ohlorite Alanine en pg Alanine tdtale 
- par ml d'urine en Par par ml d'urine excr6tb en mg I d urine I I 

On note une tr&s faible diminution de l'aminoacide, qu'explique d'une, 
part l'excrktion dans l'urine (oh d'ailleurs le taux n'est pas plus élevk que dans 
&g plasma : défaut de concentration), d'autre part la diffusion dans le tissu 
rhnkl. 

BJLPEI%IENCE DU 28/3/47. - 
4,  

Chien 5,5 Kg. 

' Perfusion du rein avec 90 ml ue srnl; auui~ionnas ut; ir iiii u ulit; sulution 
'. &e bitrate de sodium à 10 p. 100 et de 250 mg de L-alanine dissous dans 35 ml de 

-blute physiologique citrate. 

Duree de I'exp6rience : 90 min.. 

Circulation satisfaisante. 

Prises de sang affkrent initiale et après 30, ôO et 90 min.. 

On recueille 0,4 ml d'urine. 

Le rein pesait aprés experience 22 g. 

+ - 

San afférent San afférent San afférent San afferent . Li t ie i  8 min. d min. 4 min. 

OT3:*t?% 
' dî g par ml , 

300 a 358 3' 
e plailma 358 330 

Alanine en ' -  w par ml 
i de plasma 1874 1727 lm0 lW4 . 

URINE 

. NHQ libre en pg NH3 hypoohlorite Alanine en f& Alanine totale 
Dar ml  d:urine en *k d urine Par par ml d'urine exorét6e en mg 

I 

Mil 128 2230 

La diminution de l'amino-acide au  cours de la perfusion est faible. .On 
-@marque en fin d'experience une Blkvation du taux d'azote amine en rapport 
probablement avec une autolyse tissulaire. 

Excrbtion urinaire nkgligeable. 





. - 

NH3 hypo- N H 3  libre en ohlorite en *lanine en Alanine tolf& - 
'%,{Ifnpl 7,:;mnn1 ps,:"el 

excretee en mg 

-- 
I ^  ' 

I '. 
/ 

3 O  D-PHENYLALANINE 
- 

Chienne 7 Kg. 

Duree de I'exp6rience : 85 min.. 

Prises de sang aff6rent initiale, au bout de 45 et 80 min.. 

Prise de sang effkrent au bout de 85 min.. 

- 72 - 



, 'On rwueille au bout de 46 min, 4 ml d'urine. 

t9 rein pesait aprés l'experienoe 28 g. . 
: l 

I N H 3  libre en pg 
par ml d'urine 

URINE 
/ ' , 

NH3 o - A A ~  en Phenylalanine Phénylalanine 
par ml en pg par ml totale exCr6tL ' 

' 
d'urine en mg' , ' 

1 Le comportement de la phknylalanine est analogue'& de I'alanos. 
.'ercretion est faible, probablement par suite du faible débit sanguin ; ,la, 
~ao t ion  metabolisée reste ici encore ~ ~ ~ U C O U D   lus imoortante. 

IXPERIENCE DU 1013148. - 

Chien 8,4 Kg. l 

rein avec 180 ml de sang additionnes de 10 ml d'une solution 
n & 10 p. 100 et de 300 mg de D-phén~lalanine dissous dans - - 

@ ml de solute physiologique. 

Durée de l'experience : 80 min.. 

rapide au debut (15 ml en 25 sec.) se ralentit peu 9. peu POUT 
min. en fin d'experience. 

Prises de sang afferent initiale, après 45 et 80 min.. . 
On recueille au bout ke 45 min. 4,3 ml d'urine claire et nop hbmatique. 

De 45 min. & la fin on recueille O,6 ml d'urine hematique, quantite ingui 
isande pour permettre les dosages habituel- - 

Le rein pesait 34 g. 



San afferent 
fnitiai 

San afferent 1 8 min. 
San aff6ren & min. 

T. 
' 

S +  T. 1 S +  1 
6-AAD DJAAD / r. D-AAD 

---- ---- - - i - -  
0% en 
par ml 

,de plasma 2 152 1 114 1 106 
NH3 en g 

par miL 
de plasma 63 78 75 102 343 

Phenylala- 
nine en pg 

par ml 
de plasma 848 747 3rls 

N H ~  libre en pg N H ~  D - ~ ~ ~  en Phen~lalanine Phenylelanine 
par ml d'urine par ml d'urine en par excretée 

d urine en mg 

139 110 1060 456 i 
EXPERIENCE DU 22/3/48. - 

Chienne 5 Kg. 

Perfusion du rein avec 90 ml de sang additionnes d'une solution de citrate 
'de sodium ti 10 p. 100 et de 300 mg de D-phenylalanine dissous dans 00 ml de solut6 
' physiologique. 

Duree de 'l'experience : 52 min.. 

Le debit rapide au debut (15 ml en 60 sec.) aprbs 15 min. se ralentit de 
lus en plus. 

Prises de sang afferent initiale et apres 52 min.. 

- Pas d'urine. 

Le rein pesait aprbs l'expbrience 27 g. 

. 



' ,- 
" I  I 

/ . , 
Sang afferent. initial Sang affdrent 52 min. 

T. S ,+ D-AAD T. S + PAAD 

P oa en Yg 
i par ml 

de plasma O (168) O ' . n H 3  en g 198 
par mY i 

de plasma . ik? 312 18 
- 234 

, Phenylala- 
nïne en p g  

par ml 
de plasma 

\ 'b 
m IP69 - 

A 

1 
Malgr6 une circulation ralentie, et une elimination urinaire nulle, le 

taux de phenylalanine metabolise par le rein atteint le tiers de la quantite , 
d'aminoacide ajoutee. 

I 

' - &~XP&RIENCE DU 2/4/48. - 
k ,  w , 1 . '  . e 

, ? , ,  Chien 7 &$. . 1 .L' . Y 

. , I )  Perfusion du rein gauche avec 100 ml de sang additionneg dejlO ml d&$, 
s$lutiw de citrate de sodium 8 10 p. 100 et de 3@ mg de o p h & n Y 1 a l b n ~  dtssd* 
Q@ns a0 ml de solut4 physiologique citrate. . 8 ,- 

i t 

4 D u d e  de l'exp4risnce : 75 min.. 
- ,  

.Le d4bit satisfaisant au debut se ralentit peu 8 peu pour stteinkre &J 
bauk de 30 minutes 15 ml en 3 min. 15 sec.. La circulation cesm presque au h u &  

i .- 75 min.. . S .  

.Prises de sang atfhrent initiale et aprés 75 min.. 

Le rein gauche pesait aprés l'experience 28 g. 

Pas d'urine. 
\ 

Sang afferent initial Sang afférent 75 min. 

T. S + D-AAD T. S + D-AAD, 
' * 

, &,: ,; 03 en YB 
-'-'.!,, : i r . de plasma 

par ml 

. (1, h H ?  en g I I 6 8  , 5 171. 
gi't< ,, . pàr mY 

be plasma 5 1 151 10 99 
1 .  

v,,:: ,- 
,: - 
.a ' 

r 
PUnylala- 

7 - )  
nine en pg 

par ml 
. . - de plasma 1484 96l \ .  
' t - i  - 
$ 2  
$ a'': 

75 - 



id> l 
II. ., '. II) Avec le sang restant on ikrigue le rein droit, 

..hg<' 
0uré.e de l'egpérienoe : 45 min.. . !  

&< ;$.:o.: + '> 8 

c - -  La Girculation faible dbs le debut (15 ml en 2 mini  10 sec.) se rnamtibB$ 
1 , 

BCnsiblement constante jusque 1s fin. . , h ,-+ 

Pas d'urine. ' ' 1  ci 
y!,; 
, J , .  - Prises de sang artériel initiale et finale. 

%>, .' , 
Le rein pesait 30 g a p r b  I'experience. 

I Sang afférent injtial Sang afferent 45 min. 

l 

tg* , ,.i"3 
. rPur6e de l 'erp~rienal  : 2 heures. 1 

$nrs de la pe~E(Ihii0n. ' 

la fin de la premlkre heure 4 ml d'urine et B 1i an, 
- "  

. ! a  



Sang afférent initial Sang affhreDt 1% min. 

T. 1 S 4 DAAD T. 1 S + DAAD 

Pg 
tr ml 
plasma O 116 O 123 , 

NH3 en g 
par. mf  

de- plasma 15 102 24 1 $4 

Phénylala- 

814 

URINE I 

Urine 60 & 
120 mtn. 1248 

Chien 5 Kg. 

Perfusion du rein avec 100 ml de sang additionzlsa uc 10 ml d'une solution 
de citrate de sodium & 10 p. 100 et de 200 mg de D-phenylalanine dissous dans 20 ml 
de saluté physiologique citrate. 

Duree de l'exphrience : 2 heures. 

Le debit rapide des le debut se maintient jusqul& la fin, 

Prises de sang arteriel ,initiale, apres 60 et 120 min.. 

On recueille 1 m l  d'urine. 



San afférent j 
San& afrdent Sang afferent 

fnitial 1% min. . 
1 -- 

T. S + 
D-AAD T. S +  T. S + D-AAD D-AAD 

00 -11 Y€? 
par ml \ .  

de plasma 7 208 8 148 2 165 , 
hH3.en g 

par m l  
de plasma 13 128 18 102 30 86 

Phenylala- 
.nine en pg 

par ml :4;1':{, S.?: 

de plasma , _ da241 

Le bilan est le suivant : le tiers de l'amirioacide dou te  est metabolise. 
1 n ~  trbr faible partie est eliminee par l'urine. 

Chien 8 Kg. 

Perfusion du rein avec 110 ml de sang additionnes de 10 ml d'une solutim 
de citrate de sodium B 10 p. 100 et de 300 mg de L-phenylalanine dissous dans 25 ml 
de solut6 physiologique. 

Duree de l'experienoe : 90 min.. 

Le d6bi.t initial tres rapide .se ralentit peu B peu mais reste satisfaisant. 

Prise de sang avant mise en circuit du rein. 

Prises de sang afferent apres 5, 60 et 90 min.. 

On recueille au bout d'une heure 11 ml d'urine claire et  en fin d 'exper ie i~~t  
8 autres ml d'urine legérement hematique. 

Le rein pesait 33 g. 

Sang avant 
mise en San? ;f;:fent San affdrent Sang afinfent 
circuit 68 min. 

- -- 
NH3 hypo- 
chlorite en 
~g par ml 
de plasma 172 146 ' 160 187 
Phenylala- 

nine en pg 
par ml 

de plasma 1670 1418 1 156â 1815 
, 



URINE 

NH3 libre en ,"E&&ep& Phenylalanine Phbnylalanine 
' 

1 -  . 74h."' en WB par ml totale exoretee 
~g~,twf~fnsml d urine en mg 

I r \  

Urine O & 
60 min. 52 120 1164 13,ûû - 

Urine 60 & 
67 90 min. 1S7 

, Chien 6 Kg. 
i .- Pdrfusion du rein avec 110 rnl de sang additionnes de 10 ml d'une solubmc- 

&i@ierat@ & 10 p. 100 et de 300 mg de L-phenylalanine dissous dans 25 ml de wlu& 
physioiogique. 

, ,; Durbe de l'exp8rience : 90 min.. 

Le dbbit reste satisfaisant (15 ml en 25 sec.). 

Prises de sang affbrent initiale et finale. 

. On recueille au bout de 20 min. 26 ml d'urine limpide et en fin-de p&h- 
%on 29 autres m' d'urine legerement hematique. 

L 

Sang afferent initial Sang affkrent final 

NH3 hypo- 
chlorite en 
Ps Par ml 
dè plasma 145 175 
Phenyl'ala- 

nine en pg 
par ml 

de plasma 1414 17îM 

URINE 

NH3 libre en ;;,3riep& Phenylalanine Phenylalanine 
Pg Par ml par ml en WB par ml totale excr6tée 

d'urine d'urine d'urine en mg 

Urine O & 
20 min. 82 228 2217 57,6 . 

Urine 20 & 
90 min. 26 165 1600 48,4 



I %RIENCE DU 5/6/48. - 
, Chieh 7 -+Cg. 

, Periutfon du rein avec 11" mi de sang citrates et additionnes de 800 n%gq 
c s-phenylalanine dfssous dans 10 ml de solute physiologique. 

1 -* 

Dur6e de l'expbrience : 
Premier rein : 80 mir 

Prise de sang : 
1 - 5  Premier rein f sang afférent initial et aprbs 60 min.. 
iI ' 
" ,:4 Second rein : sang afferent aprbs 70 et 90 min.. i 'P ,  > 

' 2  
- I 

Pas d'urine. $ l ' - ,  

;O r 

PREMIER REIN 
1 

SECOND REIN I 

San& %=dent 

NH 3% hypo- 
chlorite en 

g par ml 
e plasma LY 150 138 

Phhnylala- 
nine en pg 1 

par ml 
de plasma 1466 1338 ' ,  

1 .  

5" D-LEUCINE 

DA RIEN CE DU 22/7/48. - 
chien 5 Kg. '-. .. : 
Perfusion du rein avec 140 ml de sang additionnes de 10 ml d'une 

de citrate de sodium B 10 rf 1Gû et de 250 mg de n-leucine dissous dans 20 ml 
- liauide de Krebs. 

Durde de l'expérience : 90 min.. : ) GF< ,--, 
Le ddbit se ralentit Lrbs vite (i5 ml sn 3 min. YI sec. au bout' de PO min.). ';.1'~2: 
Prises qe sang aff6rent initiale et finale. 

On recueille en fin d'exp6rlenoe 0,9 ml d'urine. 

il 

' I  - 

- * 

> r. 
, 





URINE 

NH3 libre en pg N H 3  D-AAD en pg Leucine en p g  Leucine excrktée 
par ml d'urine 1 par ml d'urine 1 par ml d'urine 1 en mg 1 

Cpien 6 Kg. 

Perfusion du rein avec 100 ni1 de sang héparines et additionnes de 256 mg 
i d2r ~ l e u c i n e  dissous dans 20 ml de solute physiologique. 

1 

Durde de l'experience : 60 min.. 

Le debit se ralentit trks'vite. 

Prises d è  sang affkrent initiale et finale. 

Pas d'urine. 

Le rein pesait 43 g. 

1 Sang aiierent initi'aï 1 sang afférent 60 min. 1 
T. S + D-AAD T. S + n-AAD 

o&rn~g 
d e  plasma 1 - 0 
NH$ en 

par m P  . . de plasma 4 155 7 140 

Leucine en 
bk wr ml 
de plasma lls3 1078 

C$len 5,5 Kg. 

Perfusion du rein avec 110 ml de sang addiponnes de 10 ml d'une solution 
de citrate de sodium A 10 p. 100 et de 150 mg de L-leucine dissous dans 20 ml de ' - at)ldt& physiologique. 

f 

Dur6e de l'expérience : 90 min.. 

Prises de sang afférent initiale et finale. 

Le debit se ralentit tres vite. 

Pas d'urine. 

e rein pesait 25 g. 



\ 

,. 
Sang afférent initial Sang aff6ceiit 90 min. 

"17 240 
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Chieti 6 Kg. 
1 

Perqsion du rein avec 100 ml de sang additionnbs de 10 ml d'une solution L 

4e citrate de sodium A 10 p. 100 et de 150 mg de D-valine dissous daas e0 mi de 'a 
@lut6 physiologique. I 

>.'" Durée de.i'exp6rience : 60 min.. 
2 

Débit trés satisfaisant : 15 ml en 35 sec.. 
-, h Prises de sang affbrent initiale et finale. . c i  

'S. . L L $  

On recueilie-en fin h'elcperience 9,s mi d'urine. * * 
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, , 
Chien.6 Kg. 

, Perfusion du  rein avec 150 ml de sang héparines es auairionnes ae jw mg 
te o-valine dissous dans 20 ml de liquide de Krebs. 

1 
. \ #  

Durée de I'experienCe : 60 min.. 

Le debit satisfaisant au debut se ralentit bientùt pour atteindre 15 I 
?h 2 min. 35 seo. au  bout de 30 min.. 

Prises de sang afferent initiale et  finale. 
, Trés faible quantité d'urine : 0,15 ml. 

Le rien pesait en fin d'expérieme 18 g. 

i Sang afferent initial 

1 O:a."nmT 1 
de plasma 17 

Valine en 1 w g::s:: I 

Sang afferent final - 

EXPERIENCE DU 3/6/48. - 
J L 

:hienne 6,5 Kg. 

Perfusion. d u  rein avec 100 ml de sang additionnés de 10 ml d'yne solution 
de. oitrate de sodlum & IO p. 100 et de 300 mg d'acide o~aspartique dissous dans 
% mI de solut6 physioiogique et neutralise par addition de NaOH N / 1  

I '  
' 
Dur& de l'experienoe : 75 min.. - 
Le debit est rapide : 15 ml en 30 sec.. 
Prises de sang afférent initiale et finele. 
On tecueille au bout de 30 min. el ml d'urine limpide et en fin d'exgeriença 

01 autres ml d'urine. 1 

Le rein pesait 37 g. 
, (  



Sang aPf6rent initiafi\ ' 

-- -.- ---- - 

URINE 

NH3 libre en NH3 D-AAD en Acide aspar- Acide asp 
pg par mi pg par ml tique en pg tique e x c r s  

d'urine d'urine par ml d'urine en mg 
-- -.-- 

Urine O B 
30 min. 18 208 1806 53,f 

U,rine 30 B 
15 min. 18 263 2651 B%,g 

f 

I 

EXPERIENCE DU 9/6/48. - 
Chien 6 Kg. , 

PePfusion du rein avec 8u mi Ue sana additionnes de 8 ml d'une solution 
de oltrate de sodium & 10 p. 100 et de 300 mg d'acide D-aspartique dissoiis dana , . 
XI mml de solut4 physiologique et pr6alablement ,neutralise. 

Durtle de ~ 'expé~ience : 90 min.. 

D6bit ra'pide pendant toute 11exp6rienoe (15 ml en 15 se".,. 

Prises de sang afferent initiale et apres 90 min.. 

On recueille en fin d1exp6riençe 16 ml d'urine faiblement h6matique. 

, , 'fie rein pesait 28 g. 



' \  

Sang afferent in i t i a  Sang afferent 90 min. 
-- 

T. S + D-AAD T. S + n-AAD 

' 

ya;ni,$3 
de plasma O 138 . ' 
NH3 en g 

par mY 
de plasma 22% 161 

- Acide aspar- f s l  P 
tique en pg 

par ml 
1786 I de plasma 

r 
NH3 libre en pg NH3 D-AAD en pg Acide aspartique Acide aspdrtique 

, par ml d'urine par ml p'urine en WB par excrete en mg d urine 
-- 

45 211 1645 28,s 

E~PWIENCE DU' 2017148. - 
Chien 6 Kg. 

Perfusion du rein avec 110 ml de sang additionnes de !O ml d'une Qol"ution 
ae aftrate de sodium B 10 p. 100 et de XI0 mg d'acide D-aspartique dissous dans 

ml de liquide de Krebs et neutralises par addition de NaOH . \ i l .  

Debit satisfaisant (25 ml en 15 sec.). 

Pdses de sang afferent initiale et aprés ôO min.. 

6ir mueille au  bout de 2û min. 2% ml d'urine et en fin d'expérience 8 
antres ml d'urine. 



F 
4 

-< . Sang affhrent initial Sang affdrent 60 min. , -- 
T. S + O-AAD T. S + D-AAD -. 

: , o z e a  PB S .  

par ml 
4 de plasma 173 2 Q6 

.! NH3 en g par mF , 
,de plasma 5 134 72 26 

P 

, 

Acide aspar- 
tiqbe en pg 

par ml 
de plasma 1045 661 

I 

URINE 

'C 

NH3 libre en NH3 D-AAD en Acide aspar- Acide aspar- 
I pg par ml pg par ml tique en pg tique excMth 
J d'urine d'urine par ml d'urine e n  mg 

Urine O B 
20 min. 22 320 2496 6499 

'Urine 20 & , 60 min. 18 224 1647 1331 
F 

Le bilan est le suiaant : mg d'acide aspartique au dbpait, 69 mg B la 
fln ; soit une diffhrence de 131 mg dont 64 mg dhsrjminés et 67 mg excrhtds p a r  
l'urine. 

I 

Bo ACIDE L-ASPARTIQUE 

Chien 7 Kg. 

- Perfusion ducein avec 105 ml de sang additionnbs de IO ml d'une s 0 1 u f l b ~ ~  
à) oitrate de sodium et de 200 mg d'acide L-aspaltfque dissous dans 20 ml de Il- 
4~id43 Be K r e b  et neatralisbs. 

DUrbe de l'expdrience : 120 min.. 

Ddbit satisfa'i8ant (15 ml en 18 sec.), se ralentissant vers la fin. 

Prises de sang aifbrent initiale, apres 60 et 120 min.. 

On recueille apres 60 min. 5.5 ml d'urine et 4 sutres ml a p r 4  la saoonde 
hm-. 

Le rein pesait 32 g. 



NH3 libre en , " ~ , & ~ ~ p &  Acide aspar- Acide aspar- 
' 

tique en pg tique excrete 
p ~ ' B d . $ % ~ l  ",{I;npl par ml d'urine en mg 

Urine O A 
60 min. 134 828 6440 354 

Urine 60 h 
iBl min. 98 360 2808 11,P - 

' I  

. BXPERIENCE DU 28/3/49. - 
Chienne 6,5 Kg. 

' \  
Perfusion avec 155 ml de sang additionnes de 2 ml de la solution d'hbparine 

. , et de 250 mk de l'acide L-aspartique dissqus dans 10 ml de solute physiologique . 
pr6alablement neutralises. 

Duree de l'experience : 90 min.. 

Circulation trbs rapide. 

Prises de sang afferent initiale et au bout de 90 min.. 

On recueikle en fin d'experience 2,5 ml d'urine hematique. 

Le rein pesait 38 g. 

Sang aff6rent initial Sang afferent 90 min. . 

N H 3  hyp0- 
chlorite en 

dLe g?tsE?i 153 ' 135 
Acide aspap 
tique en pg 

par ml 
de plasma I l93  1063 

3 ;. 
> , ,!,' . < 

, , : it4p 
; ,,:.;g 

. , A..',. ..,,.. , :f' . .;d , >u& 
, ,.\y.- 
.'C . .l r 



URINE 

o - 
Y H ~  libre en pg H 3  h ~ ~ o c h l o r i t e  Adde asDartique ':. par ml d'urine en N p  gar en N g  par exorete en m d urine d'urine 

21 126 982 9 4  

' 1 

2 L'action de la D-acidaminod6hydrase sur les sangs préo6dentp a toq- 
chiffres suivants : ' .  

~8 
' 

6" 
/ 

1 ,  

San afférent Sang afférent 
Ynitiai 

San df'féren-t 
90 min. 98 min. 

-. - 
T. S + T. S + D- A AD D-AAD 'f. 

s + 
D-AAD 

-- , - -  
0 2  en w g  
par mi 

de plasma - 14 9,3 22 45 17 29 
k H ?  en g par ,Y 
de plasma 3 15 46 34 28 37 

IO0 ACIDE D-GLUTAMIQUE - ,  
- - 

Chien S Kg. 

Perfusion du rein avec 105 ml de sang héparinés et additionnés de 140 me 
a u  orilorhydrate d'acide D-glutamique dissous dans 5 ml de solut6 physidlogiqm 
et nqutralis6s. 

Debit se ralentissant au cours de 11exp4rience (15 ml en 1 min. 30 seo. ali 
bout de 25 min.). 

, Prfses de sang afferent initiale et aprPs 60 min.. 

Qn reoueille 1 ml d'urine. 

Le rein pesait 74 g. 



Sann afferent initial Sang afferent 60 min. 

T. S + D-AAD T. S + D-AAa 
-- -- - Pb 

, . O&;=?zf 
de plasma 55 O 84 U 

NHa en g 
par ml& 

de  plasma - 15 2 l  10 19 129 

I Acide gluta- 
Tique en pg 

Dar ml 1 d ê  plasma 1 

URINE 

NH3 libre en pg XH3 hypochlorite Acide glutamique Acide glutamique - 
par ml d'urine en par d'urine 

"" @g par excrete en mg d urine 

44 144 124.1 l ,b 

Chien 7 Kg. L : W . V ' , ~ , J  ,-Y.$ vyr.%* , .. . . : &,.;:*;; ;< . + 4:+$ 

Perfusion du rein avec 150 ml de sang heparin6s 'et' addftiAnn&<6e% mg 
du chlorhydrate de l'acide D-glutamique dissous dans 10 ml de solute ~hvsiolo-  

. gique et neutralises. 

Debit diminuant peii & peu (15 ml en 1 min. 40 sec. a u  b'0ut de +a 

Prises de sang afférent initiale et aprks 60 min.. 

Le rein pesait 41 g. 

On recueille en fin d'experience 7,5 ml d'urine fortement hematiqu 

Sang afferent initial Sang afferent 60 ihin. 

. I 
-- -- - 

T. S + D-AAD T. S + D-AAD 
--- 

Opaaren2F 
de plasma O 43 O 16 
XH3en g 

par  m't 
de plasma 3 46,2 9 12 

Acide gluta- 
mique en pg 

par ml 
de plasma 400 109 



*=, , 
\ .. 

1. .? 0 I C I -  

1 i 7 ;  . 
. i 

? 

l $  
a URLNE . - -. ' 

N~~ en.w - H 3  hypoîhlorite Acide glutamique lutamiqu6, < 

per ml d'urine Pg par en par exor& en mg d'urine d urine 

1 , 

EXPBRIENCE DU 2/5/49. - 
Chien 10 Kg. 

Perfusion du rein avec 155 ml de sang heparinés et additionnée de 200 mg 
du chlorhydrate de l'acide D-glutamique dissous dans 20 ml de solut6 physiolo- 
gique et neutralises. 

Dur&e de l'expérience : 60 min.. 

Prises de sang afferent initiale et a i res  60 min.. 

On recueille en fin d'experience 1 ml d'urine. 
T ~ e i n  pesait 38 g. 



* .  
4 # Perfusion du rein avec 110 ml de sang héparin& et additionrrés de 150 plg . :,@tK&$de L-glutamique dissous dans 15 ml de soluté physiologique et neutralfs@. , 

i < 

Dur6e cte l'expérience : 60 min.. 

Prises de sang afférent initiale, aprls 30 et 60 min.. 

Debit satisfaisant pendant toute l'expérience. 

Pas d'urine. 
7 ,  1 

4.e rein pesait 40 g~..>;;'.;. ~ ~ 2 ~ , - ~ ~ ~ - ; '  j =?'t:"'. :; ;*. >qb-_. 
4 . .. ,. , ,; .' , . , - *., ,* ..,,, #. '.?.;>.T> <$ + 

> .  ACIDE L-GLUTAMIQUE (sélon Gale) 

, .?, 

, , !' ,I~DERIENCE DU ii131.a. - 
Chien 13 Kg. 

Perfusion du rein avec 120 ml de sang héparid& et additionnes de 850 mg 
? '  , dimide L-glutamique dlssous dans 15,ml de solut6 physiologiqiie et neutr8lisés. 

Debit rapide se ralentissant ve- la fin (15 ml en 32 sec. au bout de 45 min.). 
1 

Prises de sang afférent initiale, apres 30 et 60 min.. - 

Le rein en fin d'expérience pesait 41 g. 

1 ACIDE L-GLUTAMIQUE (selon Gale) 

Sang afférent Sang afferent Sang affbretit , . 
initial 30 mln. 60 min. 

-- 

. CO? en pl 
d6 rigé Par 

, .r nieh e plasma 153 97,4 111,28 

las 657 7a7 

I / -B- 

&:;y 
pj, 

a:'' .*.a i 

&,b:>$ k - A . 

) 

Sang afférent San afférent San& &f;:ent 
initial fi min. . 

----- 4- 

CO? en pl 
par ml 

de plasma 215,3 144,2 156,4 
Acide gluta- I 
mique en pg 

par ml 
de plasma 1412 946 1025 



Chien 6 Kg. 

Le debit se ralentit vers la fin (15 ml en 85 sec. au bout de 

. P r i m  de sang afferent Initiale, aprhs 30 et fdl min.., 

Pas d'urine. 

Perfusion du rein avec 150 ml de sang heparines et additionnes oe 15C -, 
d'acide  glutamique dissous dans 10 ml de solute physiologique et neyti>aIi& 

DÙree de l'experience : 60 min.. 

Le debit reste satisfaisant au cours de l'experience (15 iiii cil n, SBG. ai 
bout de 49 min.). , , 

Prises de sang afferent initiale et apres 60 min.. 

On reoueille en fin d'experienoe 0,4 ml d'urine. 

Le rein pesait 31 g. 

4 1 Sang afferent initial ] Sang afferent 60 min,. 

CO9 en 1 
par mP 

de plasma 183,8 128 
Acide gluta- 
mique bn pg - par ml 

de plasma 14Q6 839 



; b  IEXPEREENCE DU 1/7/49. 
. \ 

- Chienne 25 K g  

',. - .,, 4 
Periusion du rein avec 150 ml de sang hkparinks et additionnhs de IW *.-,; 

, $"acide L-glutamique dissous dans 10 ml de solut6 pliysiologique et neutralf&.: 

Debit satisfaisant. 

~ i r e e  de ltexp6rience : 60 min.. 

, Prises de sang afP6rent initiaie et aprEs 6ü min.. 

on recueille en fin d1exp6@nce 4 ml d'urine. 

-Le rein riesait 83 g. 

\ 

. Sang afférent initial 1 Sang afferent 60 min. 1 
C O Q  degag6 
en wl ar ml 

de, pyasma l36,6 
Acide gluta- 
mique en pg 

par ml 
de plasma 1 9 - 1  

URINE 

Acide glutamique en 
yg par ml d'urine excrete par 

l'urine en mg 

XPERIENCE au  8/7/49. - 

Chien 7 Kg. 

Perfusion d; rein avec 140 ml de sang heparines et addit,ionnks de 300 mg 
- 

. ,..d'&oide  glutamique dissaus dans 10 ml de solut6 physiOlogique et neuErali&e. 

Duree de l'experience : 55 min.. 
b6bit rapide : 15 ml en 9 sec. au bout de 55 mih,. 

Prises de sang dff6rent initiale et au bout de 55 min.. 

Op' recueille en fin,d'eXperience 33 ml d'urine non hématique. . , 

Le rein pesait 34 g. . ,' . 
r 

i il1 



II" TEMOINS 
- 

EXPERIENCE DU 46/1/48. - 
, Chien 7 Kg.  

Durke de l'expkrience : 120 min.. 

Dkbit satisfaisant. 

Prises de sang afferent initiale et apres 10, 60 et 120 min.. 

,Pas d'urine. 

Le rein pesait aprés l'experience 48 g. 

de plasma 0 



perfusion du rein avec 100 m 
trate de sodium à 10 p. 100. 

iditionnes de 10 in1 d'une soIu&if: 

Duree de l'expérience : 12Qn 

Prises de sang afferent initii ?s 60 et 120 min.: 

On recueille en fin d'experienoe 4'5 ml d'urine fortement hem& 
Le debit est rapide jusque la lin, 

Le rein pesait 24 g. 

afferbr 1 sang afsrent 1 Sa:&% $ 
60 min. 

--- - --- - -- 
r . s + 

D-AAD T. 
- - 

Op%a;n$f 
de plasma O O O 7 8  
'-HS en 

par mY 
qlasm- I , 

O 12 12 1 O 

Chienne 4,8 Kg. 

Perfusion du rein avec 125 ml de sang ac,..ionnes de 8 ml P'-e soll~tir 
trate de sodium à 10 p. 100 et de 25 ml de solut6 physiologique. 

Dur6e de l'experience : 75 min.. 

Prise de sang avant mise en circuit du 

Prises de sang aiferent 10, 50 et 75 min. 

Op,,enag . de plasma 

I NH3 en g 
par mr 

de plasma 

1 Sangfi;;rent 1 Sana : ; P t  1 S a s  a f l e n t  1 Sang a f f g y t  



en P Kg. 

%rfusbn du rein avec la ml de sang additionnés de 1Q ml d'une,solij$iqb; 
&)$@te de sodium & 10 p 100 et da 50 ml de solutt! phybiologique. . ,  

? q % k  - Durde de l'exp6rience : l a  min.. 

ZircuJation satisfaiqante pendant toute la durée. de 'l'experience. 

Prlms de sang afferent initialetet aprbs 41 min.. 

Prise de sang efférent apres 30 min.. 

Prises de sang afférent et efferent aprhs 90 min.. 

- Prise de sang eff&ren& apres 1% min.. . 
La rein pesait 51 g. 

',if. 

chien 4,s i g .  

Perfusion du rein avec 110 ml de sang additionnes de 50 ml de soluté' 
physiologique et de 10 ml dQne solution de citrate de sodium 3 40 n 100. 

Durée de l'expérience : 106 min.. 

Prises lie sang afférent initiale, aprés 60 et 105 min.. 

Prise de sang efferent aprés 105 min.. 

On recueille en fin d'experience 4 ml d'urine. 

t e  rein pesait 22 g. 





III I U T ~ D D D ~ T A T I ~ L I  nlX ~ t ~ i l l  TATC 

L'ensemtlt: ut: iius ~ ~ s u l t a t s  montre que les u-amino-acides ssni 
l'objet dans le rein en perfusion d'un double processus de désamifia- 
-Han et d'excrétion. Les chiffres ne sont naturellement pas risroureu- 

dépendent pas uniquement de l'expérimentateureet ne sbnt pas ille& 
Ihêmes strictement reproductibles. L'état du parenchyme rénal. le 

. 
&ment à expliquer les différences entre les chiffres expérimentau 

, - 
Si l'on compare les acides aminés entre eux, il est possible 

faire un certain nombre de déductions que l'on peut résumer d$ 
façon suivante. 

La désamination de la D-alanine l'emporte sur son excrétion. ' 
Le taux de l'amino-acide dans l'urine reste souvent du même ordre 
que dans le sang : autrement dit, il n'y a pas de concentfation au 
cours du processus d'excrétion ; cela peut s'expliquer par les condi- 
tions particulières de l'expérience, l'organe perfusé, qui est complè- 
tement énervé, ne se comportant pas comme un organe en place. 
Cela n'est cependant pas toujours le cas, et certains chiffres révélent 
un pouvoir de concentration notable du rein vis-à-vis de l'acide 

' 

aminé. La même remarque s'applique à la plupart des D-amino-acides 
btudiés. 

La D-phénylalanine et la ~ v a l i n e  ne diffèrent pas essentielle-. 
1 ment de la D-alanine ; le processus désaminant est tres actif, cals 

ooncorde avec les constatations faites par KREBS sur les coupes, let 
homogénats ou les extraits de rein in v.itro. 



i 

La pleucine apparait au cdntraire Comme une exception et sa 
, dhmination est ici négligeable alors qu'in vitro elle figure parmi - ' 

les plus rapides. 

La destinée des deux acides dicarboxyliques eh  intéressante à . 
considérer. La chute du taux de l'acide D-aspartique dans b sang 

t berfusant est trés importante ; cela est dù évidemment à une désami- - ' 
, nation intense, et s'accorde parfaitement avec les données antérieures 
obtenues avec la D-acidaminodéhydrase. Mais d18utre part on observe 
un contraste assez frappant avec les autres &amino-acides, en ce . 
sens que l'élimination est relativeiilent considérable : l'acide aspar- 

-' tique est en effet excrété à des taux supérieurs à ceux du sang 
perfusant, malgré des débits urinaires très élevés, bien plus impor- 

, , $ i n t ~ , ~ u e  ceux que nous a v o ~ p u n o t e r  au cours des autres expérien- 
,; y,j2!;yT y!.;, ~:;~~;:L.n!:?i.~LyT <..!ia+'J,fa +y.;:Ï -:.$ 

r ' . ,rQ%S. + ,J,. --a,* , v,, .*.', ,. l!l f:jb; ~;,;:+.& c-, ,:;:,% .,<. ,*.. J .l , , , j , , ~  '- & i:. ;&& . 

L'acide D-glutamique ne présente pas la même particularitd,; / 
malgré son analogie de structure et de propriétés avec! son homologue 

' , inférieur. Mais sa désamination, qui rejoint en intensité celle de la 
, &alanine et 'de la D-phénylalanine, rapproche son comportement .ch 
, 

celui de\ ces mono-acides aminés, alors qu'in vilro l'acide D-glutami- , 
que n'est que lentement et très partiellement dégradé sous l'action', 

: de la ~acidaminodéhydrase. Nous retrouvons ici une discordance 
analogue à celle que nous avons signalée plus haut à propos de la . 

- lsucine, mais en sens contraire. 

Si 'nous comparons maintenant aux résultats précédents ceux , 
des expériences réalisées avec des L-amino-acides, lal différence appa- 

- raft tri% nette. La désamination est ici pratiquement négligeable, 
:omme dans les essais réalisés in vitro. On retrouve dans l'urine une, 
2ertaine proportion de l'amino-acidk, mais la concentration reste 
toujours inférieure à celle du sang perfusant. Cette élimination, q@e ' 
lVvn n'observe pas chez l'animal entier peut évidemment s'expliquer 
par' le taux élevé de l'acide aminé, maintenu artificiellement dqng 
le liquide de perfusion, l'intervention des autres organes et tissus 
étant ici exclue. , 

Seul fait exception l'acide L-glutamique, dont le taux subit 
une diminution appréciable que l'excrétion urinaire ne suffit pas $ 
expliquer : cela n'est pas surprenant étant donnée l'activité métabo- 

. lique de cet acide aminé, dont la position parmi les autres est tavi 
à fait privilégiée. 

Le sort des acides aminés dans le rein perfusé est donc en 



&te intermédiaire à ceux qu'ils subissent d'une part d& 
lisme intact et d'autre part au contact du tissu rénal ou de sas 
s Zn vitro. Notre étude montre.que la technique de perfusion 
@ries isolés, qui a fourni déj8 tant d'indications précieuses, 
nçore, malgr6 le développement des méthodes nouvelles d'ex-: 

ration comme celle des traceurs isotopiques, contribuer effimoe-, 
nt &: la solution des nombreux probl&mes qui restent sans r é p o m  
~s. le champ illimité-du m6tabolisme intermédiaire. 



.. 
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Conclusions générales 

. , La première partie de ce travail établit les modalités de 
djffusion des amino-acides libres du plasma dans les hémati 
Ce phénomène est considérablement accéléré par lYoxygénat;on 
sang.!,IY est au contraire entravé par la désoxygénation ré8lis6e 1 

courant de gaz carbonique ou sous pression réduite. ~'ht5rno@z$.i 
bine dissoute' dans le plasma' fixe réversiblement 
conditions une certaine proportion d'amino-acide ; l'interve 
lâ perméabilité de la membrane globulaire dans ces échanges 
plasmatiques parait donc accessoire, le phénomène consista 
ki6llement en la formation d'une combinaison labile entre 1 
h i n é s  et l'oxyhémoglobine. 

1 , Alors que la majorité des amino-acides suit cette rhgie, 
amino-acides dicarboxyliques et diaminés ne participent pas a 
$changes et il n'a pas été possible de mettre en évidence leut fixilti 
sur l'hémoglobine, oxygénée ou non. 

La seconde partie de notre thbse est la coqtinuation des rebher- 
ches de POLONOVSKI, BIZARD et BOULANGER sur le coniporb- 
mQ@t des amino-acides dans le parenchyme rénal. Elle confirnl~ le 
double processus de désamination et d'excrétion que subiaent f+ 
acides aminés de ld série non naturelle tels que la ri-alanine, la "ben 
ayialanine, la ~va l ine ,  l'acide ri-aspartique et l'acide ~-glutafniquc~- 
k ~lel ic ine constituant une exception que les travaux antériemil fie 
laissaient pas prévoir. Elle établit que, parmi les acides natupels, 
l'acide B (+) glutamique seul est catabolisé d'une façon apptdeiqble, 
ce. qui peut s'expliquer par de r61e privilégié joué par cet amino-aoide 
dans le 'métabolisme intermédiaire. 
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