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AVANT-PROPOS

Apres avoir terminé nos éludes pharmaceutiques, nous sommes
entré au Laboratoire de Chimie Biologique ou nous avons continué,
sous la direction de notre Mailre le Professeur P. BOULANGER, les
travaux qu'il avait enirepris en collaboration avec Messieurs les
Professeurs POLONOVSKI et BIZARD, voici une dizaine d’années,
sur le métabolisme de Uammoniaque et des amino-acides au
niveau du rein. Les problémes que pose, en effet, la destinée des
amino-acides sont loin d’étre lous résolus et les auteurs qui se sont
successtvement attachés a celte question I’ont abordée chacun suivant
une méthode personnelle : les uns, comme KREBS, ont étudié
lactivité des coupes minces, des homogénats ou des extraits de
parenchyme rénal a laide de la méthode manométrique de
WARBURG . les autres, comme ABDERHALDEN, POLONOVSKI,
BIZARD et BOULANGER, CORLEY, BLISS, etc., ont préféré
lUexpérimentation 1IN VIvo sur le chien. Enfin, plus récemment,
SCHENHEIMER et ses collaborateurs ont appliqué au méme sujet
les possibilités nowvelles de la méthode des traceurs isolopiques.

L' investigation de certains points particuliers du métabolisme
des amino-acides a été reprise en wulilisant la perfusion du rein
immédiatement apres son isolement de I'animal, dans des conditions
aussi physiologiques que possible. Au cours de ces recherches
poursuivies systématiquement, il nous a été donné d’observer dans le
sang perfusant un phénomeéene de diffusion des acides aminés de la
phase plasmatique vers la phase globulaire, dont la portée nous est
immédiatement apparue irés grande et dont nous avons voulu aussitét
préciser les conditions.

Notre thése comprendra donc deux parties bien distinctes

- la premiere est une étude de la diffusion des acides aminés
du plasma dans les globules : en dehors de Uintérét présenté par
cette question en elle-méme, il était en effet indispensable, si nous
voulions interpréter correctement les résultats de nos perfusions,
de préciser préalablement la destinée des amino-acides ajoutés au
sang IN VITRO.




- la seconde partie traite du comportement des amino-acides
naturels et non naturels dans le rein de chien perfusé.

Nous tenons, au terme de ce travail, a assurer de notre profonde
gratitude el de notre entier dévouement notre Maitre, Monsieur le
Professeur BOULANGER, qui a bien voulu nous accueillir dans
son laboratoire, puis nous former peu & peu a la discipline de la
recherche scientifique en ne nous ménageant jamais ni son lemps,
ni ses encouragements. C'est grice a ses directives que nous avons
pu d’abord nous initier a I'étude du métabolisme rénal des amino-
acides, puis poursuivre dans son service, & ['Institut de Recherches
sur le Cancer, les travauzx que nous allons exposer. Nous le remercions
de tout ceeur.

Notre reconnaissance wva aussi a Monsieur le Professeur
DRIESSENS, Directeur de UInstitut de Recherches sur le Cancer,
qui n’a jamais cessé de nous témoigner sa bienveillante sympathie,
tout en meltant a nolre disposition un organisme scientifique hors
de pair, tant par son organisation que par les grandes facilités de
travail qu’il fournit aux chercheurs.

La partie physiologique de notre expérimentation n'a éLé
possible que grdce a lhabileté opératoire de R.A. GRIFFIE, dont
Uactive collaboration me laissera le souvenir d'un ami original,
au dévouement inlassable.

Ma reconnaissance ira touwt parliculierement a mes camarades
du Service de Chimie de UInstitut : que Gérard BISERTE ne voie
ici qu'un bien faible hommage a tout ce que je lui dois, avec le
lémoignage de ma profonde sympathie, tant morale que scientifique ;
que Roger OSTEUX, - a qui je suis redevable des quantités importan-
tes d’acide p-glutamique utilisées dans mes recherches et qui m’'a fait
bénéficier de son expérience du dosage de l'acide 1. (+) glutamique, -
et que Jean MONTREUIL, - auquel me lient tant de souvenirs
communs, - lrouvent tous deux ici I'assurance de ma plus sincére
amatié

Enfin, je tiens a remercier Mademoiselle Madeleine MOTAT,
Mademoiselle Jeannine DEHOVE et Mademoiselle Christiane BACHY
pour la collaboration technique aussi dévouée qu’agréable qu’elles
m’ont toujours accordée, et Mademoiselle Thérése LECLERC, qui
a bien voulu se charger de la préparation du manuscrit avec son
amabilité et sa conscience professionnelle habituelle.



PREMIERE PARTIE

ECHANGES D'AMINO-ACIDES

entre le plasma et les hématies






I - Historique

Pour expliquer comment nous avons été amené a étudier les
échanges érythro-plasmatiques d’amino-acides, il est indispensable
gue nous décrivions tout d’abord brievement, car nous y reviendrons
ultérieurement, la technique générale que nous avons mise en ceuvre
pour nos perfusions.

L’appareil employé, décrit par P. BOULANGER et R.A.
GnIFFIE |7], réalise l'oxygénation du sang par brassage répété
a contre-courant ; son avantage est de fonctionner avec un volume
réduit de sang (généralement de 100 & 150 ml pour la perfusion d’un
rein de chien de poids moyen).

Le sang (100 a 150 ml) est prélevé sur le chien a l'artére
fémorale ou carotide et recu sur un anticoagulant : soit le citrate
de sodium (5 a 10 ml d’une solution a 10 p. 100), soit 1’héparine
(deux a quatre centigrammes). Apres agitation on ajoute alors au
sang l’amino-acide étudié a la dose de 100 a 250 mg selon les cas,
dissous dans une quantité suffisante de sérum physiologique ; la
solution est préalablement ajustée a pH 7,3 - 7,4.

Le sang est alors versé dans l’appareil a perfusion ou, en
attendant la mise en place de l'organe, il est brassé et agité dans
ane atmosphére riche en oxygene et maintenu a la température de
37°- 37,5°, donc dans des conditions physiologiques.

On effectue un prélevement de sang avant l'introduction dans
I’appareil & perfusion, puis un deuxieme préléevement au bout d’'un



temps variable de séjour dans I’appareil, de 5 a 20 minutes selon
les cas. Ces deux échantillons sont centrifugés immédiatement pour
séparer les globules du plasma (soit 10 minutes a 3.500 tours). C’est
sur le plasma que nous avons tout d’abord dosé¢ 'amino-acide. Or,
nous avons eu la surprise de constater que pour certains acides
aminés, la teneur du deuxiéme échantillon, celui qui est simplement
resté au contact d’une atmosphere d’oxygeéne pendant un temps
relativement court, est irés sensiblement inférieure a celle du plasma
initial. Cette observation était évidemment capitale pour la conduite
de nos recherches : étant donné en effet que nous nous proposions
d’étudier la désamination des amino-acides dans le rein perfusé, et
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 'étendue du phénomene qui se passe dans le
sang in vilro, sans l'intervention d’aucun organe. Ce pouvait étre
une 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’enrichissail pas en ammo-
niaque. L’hypothese la plus probable était celle d’un passage de
Vamino-acide du plasma dans les hématies ; la comparaison du taux
initial et final et des volumes respectifs du plasma et des globules
¢tait favorable a cette conception, que la caractérisation et le dosage
de I’acide aminé dans les hématies sont venus tout de suite confirmer.

Les données de la littérature concernant les échanges globulo-
plasmatiques d’amino-acides ne sont pas trés nombreuses. Aussi,
nous en avons entrepris une étude systématique en portant particu-
lierement notre attention sur leurs relations avec les échanges
gazeux et les réactions :

Hémoglobine + 02 =——_ Oxyhémoglobine

=

e

et Hémoglobine + CO» = —_ Carbhémoglobine,

dont le réle nous était des le début apparu fondamental.

Nos essais ont été effectués principalement avec des acides
aminés de la série p, non naturelle ; cette maniére de procéder se
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 p-acidamino-
déhydrase est tres spécifique et que les résultats sont ainsi d’'une
nterprétation plus aisée. Les expériences ont naturellement été
répétées avec les acides aminés naturels, de la série 1., et, ainsi qu’on



pouvait s’y attendre, les résultats ont été absolument superposables.

Des travaux déja anciens ont démontré I’existence d’amino-
acides dans les globules rouges a un taux supérieur a celui du plasma
environnant. ABDERHALDEN et KURTEN (1921) [2] ont émis I'hy-
pothese d’une adsorption des amino-acides a la surface des globules
rouges, suivant la loi de FREUNDLICH. Mais comme les auteurs
le reconnaissent eux-mémes, les conditions des expériences qui ont
conduit & cette conclusion étaient trés particuliéres (hématies lavées
mises en suspension dans du sérum physiologique, température du
laboratoire, temps de contact assez court : 45 minutes, sans agitation);
elles favorisaient précisément dans le phénomeéne complexe de
fixation des amino-acides par les hématies le processus d’adsorption
au détriment des autres (voir plus loin HAUSLER, USSING). On
comprend donc que l'influence de la nature du pigment globulaire
ait pu échapper complétement & ABDERHALDEN et KURTEN et
qu'ils n’aient observé aucune différence entre les globules rouges
contenant de 1’hémoglobine, de 'oxyhémoglobine et de la carboxy-
hemoglobine.

SBARSKY |[3], en 1923, n’a pu vérifier le bien-fondé de 1’appli-
cation stricte de la loi de Freundlich aux globules rouges. Dans une
publication ultérieure (1941), ou il expose les résultats de toute une
série de travaux sur la répartition des acides aminés entre les
globules rouges et le plasma in vitro et in vivo, SBARSKY conclut
a I'importance des échanges érythro-plasmatiques d’amino-acides (1);
les variations de l'amino-acidémie portent surtout sur les acides
aminés des hématies, le taux plasmatique restant relativement cons-
tant. Les globules rouges fixent donc les amino-acides et, selon
SBARSKY, le phénomeéne est plus complexe qu’'une simple
adsorption ; celle-ci est un processus trés rapide, pratiquement
mstantané, tandis que la fixation des acides aminés par les hématies
exige un certain temps. In vivo, les amino-acides doivent étre en
partie adsorbés a la surface des hématies et en partie fixés a 1'inté-
rieur de celles-ci, dans les deux cas, ils doivent étre combinés d’une
fagon labile aux protéides des globules rouges, et I’Auteur propose
pour désigner ce phénomeéne particulier le terme de « sorption ».
Le role des hématies dans le transport et la régulation du taux

(1) 11 est curieux de noter qu'un collaborateur de SBARSKY, DOEMIN, a observé
dans le sang laissé en contact avec l'air atmosphérique des variations de ’amino-
acidémie plasmatique, mais dans le sens d'une augmentation ; l'auteur explique
ce fait par une diminution du volume des globules due & I'élévation du pH et
comportant une sortie simultanée d’eau et d’azote aminé.

Lxage



plasmatique des acides aminés est tout spécialement mis en lumiére
par SBARSKY.

HAUSLER (1924) [4] a étudié les modifications de 1’azote ami-
né sanguin a la suite de 1’addition de glycocolle ou d’alanine, en
dosant 1’azote aminé dans le plasma et les hématies au bout d’un
temps variable. La courbe qui traduit le passage de 1'amino-acide
dans les globules rouges présente pendant la premiére demie-heure
une allure atypique, intermédiaire entre une courbe d’adsorption
‘et une courbe de diffusion. L’examen de la courbe de la premiére
heure montre au contraire que la fixation de 1’azote aminé est
directement proportionnelle & sa concentration dans le plasma.
HAUSLER conclut qu’aprés une bréve phase d’adsorption et de
diffusion simultanées, le second processus persiste seul. Il observe
en méme temps, que la pénétration de I’amino-acide dans les globules
s’accompagne curieusement de la sortie d’une quantité équivalente
d’azote résiduel.

DANIELSON (1933) [5] a suivi également le partage entre
plasma et globules des acides aminés ajoutés au sang total in vitro ;
la répartition se ferait de la méme fagon que pour les acides aminés
normaux du sang et le phénomene serait relativement rapide (une
heure a 37°). Le résultat est identique in vivo apres injection intra-
veineuse d’amino-acides ou apres absorption digestive massive.

USSING (1943) [6] a réalisé une étude systématique des
échanges érythro-plasmatiques d’amino-acides ; il a effectué de
nombreux essais en ajoutant des acides aminés variés a du sang
oxalaté et en dosant dans les globules rouges apres 24 heures la
teneur en azote aminé par la méthode de VAN SLYKE. L’auteur
met d’abord en évidence l'action favorisante de la température sur
la diffusion de la leucine dans les globules rouges en fonction du
temps. Ayant ajouté 37 mg de leucine a trois échantillons de sang
de 50 ml chacun, placés respectivement & 0°, 20° et 37, il fait des
prélevements apres b heures et 24 heures et détermine la teneur
en azote aminé des globules rouges. Il obtient les résultats suivants :

(tableau page suivante)



N aminé dans les globules rouges
(mg p. 100)

5 heures 24 heures
R 0B s } - 24,4
RORL ] 21,4 26,5
SE 25,7 32

Le taux de leucine dans les globules rouges augmente donc
avec le temps et la température. Le résultat exclut déja la possibilité
d’une simple adsorption des amino-acides & la surface des globules
rouges, car une adsorption aurait été décroissante avec la temipérature
(loi de FREUNDLICH). Poursuivant ses investigations, USSING
put reproduire le phénomene avec 'alanine, la phénylalanine, la
tyrosine. Le tableau suivant montre I'augmentation de I’azote aminé
dans les hématies d’un sang additionné d’alanine ou de phényla-
lanine, apres 24 heures a I'étuve a 37° :

i N aminé¢ dans les globules rouges aprés 24 h. & 37°
(mg p. 100)

Sans addition Avec addition

:i d’amino-acide d’amino-acide
Alanine 19,8 29
Alanine 19 30,3
Phénylalanine i 19,4 30,2

Au contraire, avec les acides aminés dicarboxyliques, USSING
ne put mettre en évidence qu'une augmentation treés faible de 1’azote
aminé globulaire.

N aminé dans les globules rouges aprés 24 h. a 37°
(mg p. 100)

Sans addition Avec addition
d’amino-acide d’amino-acide
|
Ac. glutamique | 19,4 2,3
Ac. aspartique | 19,2 21,4




L’auteur conclut a l'impossibilité pour 1'acide aspartique et
I’acide glutamique de diffuser & l'intérieur des globules rouges. Il
n’a pas étudié le comportement des acides diaminés monocarboxy-
liques, mais il prévoit une diffusion faible ou nulle qui les apparen-

terait aux acides aminés dicarboxyliques.

Les chiffres de Ussing montrent enfin que 1'équilibre est établi
lorsque la concentration de I’amino-acide dans la phase aqueuse de
I’hématie est égale & la concentration de I'amino-acide dans la phase
aqueuse du plasma.

La diffusion d’autres substances que les amino-acides, comme
Padrénaline et 1’histamine, dans les hématies in vivo et in vilro,
a été également signalée, et par exemple OKAMURA [7], dans un
article paru en 1939, assignait aux hématies, a la suite d’injection
intraveineuse d’adrénaline, un role important dans la fixation de
cette hormone et dans la régulation de son taux dans 1'organisme.

Dans le méme ordre d'idées, CHRISTENSEN, COOPER
JOHNSON et LYNCH [8] (1947) ont mis en évidence la diffusion du
glycocolle et de l'alanine dans les hématies de I’homme apres
ingestion de ces amino-acides. C’est ainsi que l'administration de
25 4 33 g de glycocolle chez I'homme fait passer, dans le plasma,
le taux de ’azote du glycocolle (dosé par des méthodes spécifiques)
de 0,28 - 0,37 mg p. 100, valeur normale, & des taux de 2,9 & 7,7 mg
p. 100, le maximum étant atteint au bout d'une heure environ ;
quant aux hématies, elles fixent lentement I’acide aminé ainsi qu'’il
ressort du Tableau suivant.

Expérience Ndu glycocolle Ng-aminé N du glycocolle
Temps libre dans dans les
a3 le plasma libre hématies
W 14 Avant
ingestion 0,30 4,40 —
65 min. 2,9 7,39 0,61
180 min. 1,51 6,01 0,92
U 40 Avant
ingestion 0,32 4,92 0,46
50 min. 7,0 12,61 1,15
155 min. 4,0 9,26 1,72

7

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

R



i’expérience U40 32 g de glycocolle. Les résultats sont exprimés en

mg p. 100.

L’ingestion d’alanine racémique provoque les mémes effets

Expérience N de l'alanine Ng-aminé N de TI'alanine
Temps dans les
ne libre libre hématies
T 49 Avant
ingestion 0,74 4,73 0,55
50 min. 5,03 9,32 1,44
120 min. 5,64 11,0 2,41
Fb7 Avant
ingestion 1 4,36 0,85
90 min. 6,4 1,8
180 min. B 2,00
2656 min, 5,3 7,79 2,20

Dans la premiere expérience, le sujet avait ingéré 25 g d’ala-
nine racémique. Dans la seconde, l'ingestion de 15 g d’alanine
racémique au départ a été suivie d’autres ingestions successives,
5 g au bout de 90 minutes et 5 autres g au bout de 180 minutes.

On voit que le taux de I’alanine dans les globules rouges
peut dans ces conditions quintupler in vivo.

L’ensemble des résultats publiés jusqu'a prisent sur les échan-
ges érythro-plasmatiques d’amino-acides pout se résumer schémati-
quement de la facon suivante.

Lorsque le taux d’un acide aminé, tout au moins d’un acide
mono-aminé mono-carboxylique, augmente dans le plasma, une
diffusion a lieu vers l'intérieur des globules rouges. Elle est lente,
et & la température, qui parait étre optimum, de 37°, 1'équilibre
exige plusieurs heures (5 heures) pour s’établir ; il correspondrait
a I'égalité des concentrations de I’amino-acide dans les phases
aqueuses plasmatique et globulaire ; certains résultats seraient en
faveur d’une combinaison avec les « colloides » globulaires. Il ne
semble pas que I’adsorption joue un role important dans la fixation
des acides-aminés par les globules. Enfin, les acides dicarboxyliques
ne participeraient pas aux échanges globules-plasma.

En conclusion, aucune des données précédemment acquises
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ne fournissait d’explication aux variations rapides des taux d’amino-
acides que nous constations dans le plasma du sang circulant en
circuit fermé, en 1’absence d’organe irrigué, dans notre appareil a
perfusion. L’oxygénation du sang nous paraissant influer d’une
facon fondamentale sur le phénomene, nous avons porté notre
attention sur ce point particulier, et ce sont nos constatations expéri-
mentales que nous allons exposer, aprés avoir décrit rapidement
les techniques que nous avons été amené a utiliser.

















































































































































































































































































































