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Conclusion.

La réaction paracrésol-tyrosinase, appliquée a I'étude des
sulfamidés, est positive pour ceux d’entre eux qui ont conservé
le groupe amino libre ou faiblement substitué. Elle est négative
chez ceux qui ont ce groupe substitué. Le groupe amide n’entre
pas en compte dans cette réaction.

Cette réaction peut étre utilisée, sous certaines réserves,
pour étudier les modifications subies par le groupe amine de

ces médicaments.

(Clinique dermatologique universitaire .
de Genéve, Professeur-suppléant: D* J. Golay.)

Fe‘rnand‘Wyss-Chodat et Fernand Chodat. — Action de la
vitamine C sur Uoxydation enzymatique d’un monophénol.

~1’étude des rapports qui enchainent, dans un systéme
biologique actif, les réactions des vitamines a celles des ferments
solubles, constitue I'un des chapitres les plus féconds de la
biochimie actuelle. Ces relations ont déja fait I’objet de plusieurs
recherches pour la vitamine C. En 1930, Szent-Gyorgyi?!
montrait pour la premiére fois I'oxydation enzymatique de
I’acide ascorbique; en 1935, Tauber et Kleiner 2 isolaient un
ferment spécifique qui oxydait, sans le concours de catalyseurs
adjuvants, l'acide ascorbique. L’idée de spécificité a perdu
de son importance depuis que I'on a trouvé que la peroxydase
en présence de quinones, puis les phénolases en présence de
phénols, sont également capables d’effectuer l'oxydation de
la vitamine C.

Ayant constaté que la présence de cette vitamine empéche
la formation des pigments prémélaniques, qui résultent de
Paction de la tyrosinase sur un mélange de paracrésol et de
glycocolle (réaction du crésol-azur), nous avons voulu préciser
la nature de ce phénoméne. L’observation que nous rapportons

1 SzentT-GyYoreyr, A., Science 72, 125, 1930.
2 TauBkr, H. and KreinER, I. S., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 32
577, 1935. - ' 5 : .
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est un cas nouveau qui illustre bien I'action protectrice exercée
par la vitamine C contre oxydation spontanée de diverses
substances. Cette action est d’ailleurs utilisée en thérapeutique
'pour' prévenir l'autoxydation de certains médicaments
(adrénaline, néosalvarsan, etc.). e

Une constatation analogue a la ndtre a été faite par
Abderhalden ! qui signalait en 1937 que la tyrosine n’est pas
brunie par la tyrosinase en présence de vitamine C, mais
simplement transformée en 3-4-dioxyphényl-alanine.

Au dire de cet auteur, les transformations ultérieures a
ce stade sont entravées, mais le ferment n’est pés inhibé.
Les indications relatives a 'oxydation de l’acide ascorbique
par les phénolases sont rares et I'on peut méme relever dans
la bibliographie certaines contradictions regrettables. C’est
ainsi que Tauber 2 en 1938, attribue a Abderhalden, sur la
base d’'un mémoire de 1934, I'idée que la vitamine C inhibe
I’action du ferment tyrosinase. Or, cette prétention est en
désaccord complet avec les remarques que nous venons de
rappeler. '

'L’analyse de notre observation initiale exigeait une simpli-
fication du systéme soumis a I’expérience. Nous avons alors fait
agir la tyrosinase sur le paracrésol seul, en présence ou en
absence de vitamine C. Le résultat habituel de I'action du fer-
ment sur le paracrésol, est le jaunissement, puis le brunissement
de ce corps. En présence de vitamine C aucun changement de
teinte n’est observable dans la solution, méme aprés un contact
prolongé durant quelques jours.

51 I'acide ascorbique s’oppose a I'oxydation enzymatique du
paracrésol, nous avons constaté par ailleurs que 'addition de
vitamine C & une solution brune de paracrésol — donc préala-
blement oxydée par le ferment — ne fait point disparaitre la
couleur.

On sait d’autre part, que si 'on oxyde au contact de I'air
une solution de paracrésol au moyen de tyrosinase, et que 1'on
ajoute au bout d’un certain temps une solution de glycocolle

1 AperuaLpeN, E. Wien. klin. Wschr. 1, 815, 1937.
> TauBker, H. Ergeb. der Enzymforschung 8, 313, 1938.
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au meélange, une coloration rouge surgit brusquement; un
complexe chromogéne prend naissance au contact de I'acide
aminé avec les corps quinoniques formés sous l'influence de. la
phénolase. Or, cette réaction échoue si de la vitamine C a été
ajoutée dés le début a la solution de paracrésol. ‘

Ces diverses observations montrent que l’acide ascorbique
protége partiellement le paracrésol eontre une oxydation enzy-
matique. Nous insistons sur le terme partiellement, car nous
verrons plus loin qu’il est difficile d’admettre que ce phénol
demeure inaltéré en présence d’une enzyme restée parfaitement
active. ; ' '

Pour la seconde partie de cette étude, nous avons tenu compte
d’un prinecipe développé dans un travail antérieur ! et qui peut se
résumer ainsi: les réactions résultant de ’activité des phénolases
sont de deux types: 1° la captation de 'oxygéne atmosphérique;,
phénomeéne strictement enzymatique et. mesurable par les
méthodes manométriques; 20 la production de pigments, si
manifestes que ce sont eux qui ont tout d’abord attiré I'atten-
tion des biochimistes sur les ferments oxydants. Il devient de
plus en plus évident que la majeure partie de ces colorations
sont des phénoménes secondaires et que leur genése reléve
d’actions strictement chimiques. 11 devient dés lors illusoire
d’estimer I’activité d’un ferment oxydant sur la base de I'inten-
sité des colorations qui résultent indirectement de I'activité
fermentaire.

Nous avons en conséquence soumis les systemes étudiés
a 'analyse manométrique pour mesurer les quantités d’oxygéne
mobilisées par le ferment dans ces conditions nouvelles. Voici
‘un résumé de ces mesures: :

Mesure 1. — Tyrosinase (0,5%) - paracrésol (0,04%) (toutes
substances dispersées ou dissoutes dans un mélange tampon
phosphate de pH 7). Résultat: oxygéne capté au bout de
45 minutes a la température de 27°: 35 parties.

Mesure 2. — Tyrosinase -+ vitamine C (sous forme de
« Redoxon ») 10 gouttes. Résultat: pas d’oxygéne capté.

1 CHODAT F. et Brunscawic, P.C.R. ‘Soc ths et Hist. Nat.
Geneéve, 45, 25, 1938.



56 SEANCE DU 1€r juin 1939

Mesure 3. — Tyrosinase + paracrésol + vitamine C. Résultat:
oxygéne capté: 288 parties. . |

Ces mesures indiquent: a) que la tyrosinase employée est
normalement active sur le paracrésol; ) que la tyrosinase
est directement inactive sur I'acide ascorbique seul. Cette
constatation montre que la préparation enzymatique utilisée
est dépourvue d’un acide ascorbique oxydase; cette remarque
n’est pas superflue étant donné que la pomme de terre contient
de I’acide ascorbique oxydase; ¢) que la tyrosinase mobilise
une quantité presque décuplée d’oxygéne lorsque de la vita-
mine C accompagne le paracrésol. Si donc la captation d’oxygéene
est intense en présence de vitamine C et que d’autre part, elle
est nulle en ’absence de paracrésol, il faut que ce corps participe
d’une. facon ou d’une autre a la mobilisation de l'oxygéne;
en conséquence, le paracrésol ne saurait demeurer inchangé,
ainsi que nous I’avons dit plus haut; d) que loin d’inhiber la
tyrosinase, ’acide ascorbique en décuple presque Il'activité
dans ces circonstances.

Le paradoxe apparent de ces mesures est le suivant: le
mélange qui a capté 288 parties d’oxygéne est parfaitement
incolore a la fin de I’expérience (absence de 'oxydation et
de la condensation des molécules oxydées de paracrésol). Le
mélange qui a capté 35 parties d’oxygéne est brun roux.

Pour mettre en évidence le rdle des divers composants
de cette réaction enzymatique, nous avons ensuite fait varier
la concentration de la vitamine C, dans le systéme: tyrosinase,
-+ paracrésol + vitamine C. Le manomeétre qui comporte
2 gouttes de vitamine C, accuse au bout de 80 minutes, 111 par-
ties d’oxygéne capté; le manométre qui comporte 10 gouttes de
vitamine C, 343 parties. Si l’on examine cependant la cinétique
de ces deux réactions, on remarque que l’allure du phénoméne
est la méme dans le tube pauvre et dans le tube riche en vita-
mine, durant les 10 premiéres minutes. Ensuite, 'intensité de
captation d’oxygéne diminue brusquement dans le manométre
pauvre en vitamine C; ce régime ralenti se maintient jusqu’a la
fin de D'expérience. I.’addition, 4 ce moment, d'une quantité
nouvelle et fraiche de vitamine C, ranime instantanément
I'intensité de captation d’oxygéne. Ces essais montrent que la
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forte quantité d’oxygéne absorbée par le systéme: tyrosinase +
paracrésol + vitamine C, dépend principalement de la
concentration en acide ascorbique. '

Dans une derniére série de mesures nous faisons varier
la concentration du paracrésol dans le systéme: tyrosinase -
paracrésol + vitamine C. La cinétique comparée de ces mesures
permet de dire que tout se passe comme si le paracrésol fonc-
tionnait & la maniére d’un transporteur exclusif de 'oxygéne
atmosphérique sur la vitamine C. Si le paracrésol est abondant,
le débit d’oxygéne utilisable par la vitamine C est considérable;
s1 le paracrésol est moins abondant, le débit diminue. Aussi
longtemps qu’il v a dans le systéme de I’acide ascorbique, la
concentration du paracrésol n’intervient qu’au point de vue
de la vitesse d’absorption de l’oxygéné.

L’interprétation définitive des faits que nous décrivons
ne sera possible qu’a la suite de certaines expériences complé-
mentaires. L’hypothése la plus admissible, dans I’état actuel de
nos connaissances, est qu'il s’agit dans ces phénoménes de
pseudo-inhibition, d’une déviation de 'activité de la tyrosinase
au profit de ’acide ascorbique, substance plus oxydable que le
corps spécifiquement oxydé par le ferment, soit le paracrésol
en I'occurence. A vrai dire, cette déviation n’est pas et ne saurait
étre immédiate, en ce sens que I'oxygéne bifurque vers la vita-
mine oxydable, seulement aprés avoir été accepté par le
phénol; a cet état d’oxydation fruste, et pour le moment
indéterminée, le paracrésol est réduit par la vitamine C. Aussi
longtemps que tout I’acide ascorbique n’a pas été oxydé en
acide déhydroascorbique, les corps phénoliques du systéme sont
soustraits a une oxydation plus compléte et ne forment pas, en
conséquence, les pigments prémélaniques.

Notre travail appelle en conclusion les remarques suivantes:
Pacide ascorbique intervient comme un puissant agent de
fixation d’oxygéne par Pintermédiaire des substances phéno-
liques sous I'influence des phénolases. Le role de ces ferments
dans le mécanisme des oxydations biologiques prend un sens
nouveau & la lumiére des faits que nous venons d’exposer.
L’oxydation compléte des phénols, qui paraissait étre le but
naturel et apparemment inutile du travail des phénolases, ne
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serait en définitive qu’une réaction accessoire, presque patho-
logique de ces ferments; leur véritable mission physiologique
serait d’apporter, avec un rendement beaucoup meilleur et par
le moyen d’une oxydation incompléte des phénols, de I'oxygene
4 des corps beaucoup plus oxydables (vitamine C) que les
phénols, considérés jusqu’a présent comme les substances
spécifiquement fermentescibles des phénolases. in
~ Cette déviation aurait enfin le double avantage de protéger
la - cellule contre l’accumulation de corps quinoniques et
d’éviter ainsi la constitution des dérivés que ces corps forment
avec les acides aminés.

Clinique dermatologique universitaire. Institut de Botanigue
- (Professeur-suppléant D* J. Golay.) ' générale.
Fernand Chodat et Rodolphe Cortesi. — Sur la coloration

des membranes de mousses.

La nature chimique des membranes de mousses a fait déja
I’'objet d’études nombreuses. Les histologistes ont appliqué
leurs techniques pour y reconnaitre les constituants habituels
de la membrane. Ils n’ont pas tardé & constater que la mise en
évidence de la cellulose présente de fréquentes irrégularités.

En 1850, Schleiden déja rencontrait quelques difficultés
en utilisant I'iode dissous dans I'iodure de potassium et addi-
tionné d’acide. sulfurique. Les jeunes cloisons de Sphagnum
ne montraient pas la couleur bleue de la cellulose. Plus tard,
Giokic pouvait mettre en évidence la cellulose directement
chez Atrichum, tandis que pour d’autres mousses, telle que
Fissidens decipiens, Polytrichum commune, la réaction n’appa-
raissait qu’aprés un traitement a l'acide chromique ou le
mélange de Schulze. Cet auteur faisait remarquer, par ailleurs,
que toutes les parties de la mousse ne réagissaient pas de la
méme maniére. Von der Schau signalait en 1900, pour des
cellules du péristome, que la réaction cellulosique au chlorure
de zinc 10dé est positive & des stades trés précoces. ;

D’autre part, aucun histologiste n’a réussi a mettre en
évidence la lignine chez les mousses; Giokie, puis plus tard,
Czapek, signalent des résultats négatifs. ‘
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