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INTRODUCTION
L’extraordinaire fortune que connaît actuellement la thérapeutique par les agents chimiques, doit autant à l’essor de la chimie organique à la fin du siècle dernier, qu’au fait que la préparation de médicaments de synthèse est arrivée au stade d’une science d’application, étroitement liée à la pharmacologie, mais aussi chaque -jour davantage, à la chimie biologique.
L'apparition dans la littérature médicale des déno- - minations de catalyseurs biochimiques ou « ergones », les multiples publications concernant les anti-vitamines et, . plus généralement, les inhibiteurs modelés sur les facteurs de croissance, témoignent de l'importance des applications thérapeutiques de la biochimie.
Une nouveauté de la terminologie contribue souvent à préciser une notion déjà ancienne, mais dont les limites n'étaient point encore exactement tracées.
Il en est ainsi de la BIOCHIMIE THERAPEUTIQUE, appelée à rejoindre la CHIMIOTHERAPIE dans le cadre général des sciences pharmacologiques.
A l'encontre d’une tendance manifestée récemment, et visant à parler chimiothérapie lors de l'emploi d’un anti-thyroïdien de synthèse, nous conserverons à ce terme sa signification classique.
Parmi les nombreux types d'action réciproque ou d'association, mettant aux prises les microorganismes
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avec les organismes supérieurs, la pathologie retient celui où le microorganisme devient un parasite de son hôte.
Lorsque le parasitisme s’établit, son développement peut être arrêté par l'administration à l'hôte de certains agents médicamenteux.
La chimiothérapie a éclément pour objet l’étude du système ternaire hôte, parasite, médicament antiinfectieux, sans toutefois négliger une source d’information précieuse, à savoir la biologie et la biochimie du microorganisme pathogène, lorsque ce dernier vit sur un milieu autre que celui de son hôte habituel.
La chimiothérapie se trouve actuellement à un tournant de son évolution. Depuis la découverte par Ehrlich de l’action trypanosomicide de certains colorants. azoïques (1904), jusqu’à celle des propriétés bactériostatiques des sulfamides (1935), les progrès de la chimiothérapie avaient été favorisés par son indépendance à l'égard du reste de la thérapeutique. |
Mais l'interprétation proposée en 1940, par Woods et Fildes, du mode d’action des sulfamides, engageait la chimiothérapie dans une voie qui lui permettait d’aborder, avec ses méthodes et son esprit, l'étude des vecteurs des systèmes antagonistes naturels.
Aussi nous a-t-il semblé opportun de souligner dans la partie bibliographique de cet exposé les méthodes
générales qui caractérisent l’évolution actuelle de cette discipline.
Nous insisterons plus particulièrement sur la réalisation, dans le travail de recherche, des concepts d’antagonisme et de synergie, aussi anciens que la médecine, mais que chaque génération met au service des Dee _Cupations de son époque.
. La notion d’antagonisme se retrouve en chimiothérapie classique dans de multiples travaux concernant les incompatibilités.
Si la précipitation dans un milieu mal tamponné, comme le liquide céphalo-rachidien, d’une solution alcaline de sulfamide est une incompatibilité de milieu, l’inactivation de ce même sulfamide par une collection suppurée révèle l’existence d’un antagonisme biochimique.
Inversement il existe, en matière de synergie, d’autres associations aux sulfamides que celles visant à en augmenter la solubilité ou exerçant, tel les Vitamines PP ou B, une action protectrice vis-à-vis de l’éclosion d'éventuels accidents. :
Si l'association médicamenteuse n’est encore envisagée qu'avec réticence en thérapeutique anti-infectieuse spécifique, les récents progrès de la biochimie nous autorisent à aborder l'étude des problèmes de synergie dans l’esprit même de la pharmacologie classique.
Nous nous proposons d'illustrer cette affirmation par l’étude expérimentale de l’association Pénicilline - Benzylamine,4-Sulfamide.
DU CONCEPT D’ANTAGONISME
Lorsqu'un processus biologique à lieu d’une manière permanente et sans intervention d’influences extérieures (processus cellulaire autonome, p. ex.), il existe habituellement un mécanisme de sa régulation.
Un processus physiologique susceptible de varier dans deux directions opposées, possède un système de régulation par action d'éléments antagonistes : il peut être renforcé ou atténué.
Enfin un processus déclanché par des influences extérieures, peut être arrêté par l’inhibition de cette influence. +
Alors que la dualité des phénomènes d'’excitation et d'inhibition peut recevoir une expression mathématique lorsqu'elle concerne les équilibres de la biochimie enzymatique, elle ne fera souvent que conférer un caractère. d’apparente facilité à l'explication d’un phénomène de _ concurrence vitale par l’action antagoniste d’intermédiaires chimiques.
Noël BERNARD (1), étudiant l'équilibre de symbiose Orchidées-Rhizoctonia repens, insistait déjà sur le caractère essentiel des phénomènes de phagocytose, lorsqu'ils coexistent avec des processus humoraux réalisant une action fungicide.
Mais peu importe, pour le travail de recherche, la valeur absolue d’un postulat. La chimiothérapie ne s’in-
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téresse par définition qu'aux facteurs humoraux susceptibles de modifier l’évolution du parasitisme lorsque les moyens de défense de l’hôte se révèlent incapables de contrôler l’équilibre régissant ses rapports avec les microorganismes. ‘
‘ Ce qui importe, c’est que le travail de recherche procède de courants d'idées résolument biologiques, faisant ainsi échec au caractère d’indétermination de la recherche en chimiothérapie qu’'Ehrlich définissait en ces termes : « La découverte d’un médicament chimique sera toujours l'effet du hasard » (1907).
LA METHODE ANALYTICO-SYNTHETIQUE
Deux méthodes nouvelles concourent à conférer un caractère biologique au travail de recherche de chimiothérapie. |
La méthode analytico-synthétique a pour point de départ la caractérisation des intermédiaires chimiques, à l’aide desquels s’exercent les équilibrés biologiques résultant des interactions des microorganismes pathogènes avec les autres éléments de leur milieu.
La seconde méthode, par contre, partant de la connaissance souvant empirique des propriétés d’un médicament, se propose d’en interpréter le mode d’action en termes de biochimie cellulaire, pour en abstraire des relations d’un intérêt général. |
Le travail de recherche aborde simultanément la découverte d'agents thérapeutiques nouveaux et l’interprétation de leur mode d'action, mais la discrimination de ces deux chapitres présentent un intérêt à la fois historique et didactique.
La méthode analytico-synthétique, énoncée sous sa forme classique par le chimiste français Gerhardt, constitue un instrument d'investigation de choix, lors de l'exploration à des fins thérapeutiques, d’un système biologique quelconque.
L'exemple de la synthèse de la quinine en représente une illustration parfaite tout en montrant comment le
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chercheur, dans ses tentatives de création de modèles artificiels, est constamment obligé de prendre parti, quant au mode d’action de l’agent thérapeutique:
Tandis que Gerhardt avait obtenu la quinoléine à partir de la quinine, Perkins préparait un fébrifuge, l’acétanilide, tout en ne disposant que d’une formule partiellement exacte de la quinine.
Leurs successeurs abordaient et réussissaient la synthèse de modèles artificiels de plus en plus actifs (plasmoquine, atébrine etc...) ouvrant ainsi la voie à la synthèse proprement dite.
Enfin le cycle fut parachevé par Woodward et Doering qui en 1944 réalisaient la synthèse du produit naturel.
L'exploration à l’aide de la méthode analytico-synthétique d’équilibres biologiques dans lesquels interviennent des microorganismes pathogènes ne soulève, en dépit de sa nouveauté, aucun problème qui n’ait déjà été abordé par d’autres disciplines. ù
La biologie générale avait posé le problème des antibioses, en démontrant qu’il ne coexiste dans un milieu déterminé qu’un nombre strictement limité d'organismes inférieurs, la croissance d'éléments étrangers étant empêchée par les éléments autochtones.
On connaissait également les deux milieux dans lesquels la lutte pour la vie entre microorganismes, s’effectue avec le plus d’ampleur à savoir, la terre arable et les eaux résiduelles soumises à la purification biologique.
De nombreux chercheurs avaient successivement démontré la nature humorale de certains vecteurs de ces antibioses : CHARRIN et GRIGNARD, 1889 (2), GRATIA et DATH, 1924 (3), FLEMING, 1929 (4).
Des techniques bactériologiques usuelles permettent d'isoler le microorganisme responsable d’effets anti-biotiques, de le cultiver en milieu approprié, de vérifier son
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activité, enfin d'éliminer l’action éventuelle d’un bactériophage.
| Le titrage de la substance inhibitrice s'effectue par la mesure de son action bactériostatique (appareil de Faguet) et de son action microbicide (méthode biochi- - mique de Warburg ou techniques de l’école anglaise : Fleming, Heatley, etc...)
Les moyens d'accès à la constitution chimique des antibiotiques seront empruntés à la biochimie des hormones et des vitamines.
L'emploi à des fins thérapeutiques de produits du métabolisme des bactéries ou des champignons avait été préconisé à plusieurs reprises à la suite des travaux de Pasteur sur l’hétéroantagonisme microbien. |
Tandis que Pasteur montrait dès 1877 qu'il était impossible de provoquer le charbon par inoculation du Bac. anthracis, si on vaccine simultanément l'animal par différentes autres bactéries, Emmerich et Lôw proposaient en 1899 l’utilisation dans le traitement de cette infection, de la substance anti-bactérienne élaborée par Ps. pyocyanea.
Selon S. A. WAKSMAN (5), cette pyocyanase était encore en Allemagne, l’objet d'applications thérapeutiques, au moment de la découverte des propriétés des sulfamides (1936).
Entre temps le mémoire original de FLEMING, 1929 (4), qui préconisait l'emploi de la Pénicilline dans le traitement des plaies infectées, connaissait le même insuccès que les publications de ses devanciers, et ne suscitait que de rares échos et des éléves plus rares encore.
Mais dès sa consécration par un succès thérapeutique retentissant, et en raison même de la facilité d'emploi de la méthode analytico-synthétique, la recherche de métabolites responsables d’actions antagonistes, fut entreprise sur une vaste échelle.
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Les postulats énoncés au début du chapitre précé- ! dent, se sont révélés régir la plupart des systèmes d’antibiose par influencement réciproque du développement.
Il fallait également s’attendre à rencontrer parmi les multiples substances au moyen desquelles la nature fait sa propre chimiothérapie des corps utilisables avec succès en thérapeutique anti-infectieuse.
De nombreux anti- biotiques d’origine fongique sont ! décrits dans les mémoires originaux de l’école anglaise (6).
Parmi les autres substances antibactériennes récemment découvertes nous citerons au hasard :
La Gramicidine S isolée par GAUSE et BRAZHNI- KOVA (7), à partir d’une souche de bactéries du sol du type Bax. brevis de Stockes et Woodward.
La Subtiline extraite des filtrats de culture de Bac. subtilis. (G. RAMON, RICHOU et J. RAMON\) (8).
La Gliotoxine élaborée par Gliocladium fimbriatum (BRUCE et coll.) (9).
La Chaetomine, produit de métabolisme de Chactomium cochliodes (GEIGER et coll.) (10).
L'activité antibiotique d'extraits de Renonculacées (SEEGAL et coll.) (11).
Enfin BURHOLDER (12), apprend que sur 100 variétés de lichens examinés au point de vue de leur activité antibiotique, 52 se sont révélés inhiber la croissance de Bac. Subtilis et de Staph. aureus.
La ocre de substances antibactériennes naturelles et la synthèse de « modèles » d’ antibiotiques, ne représent, en dépit de leur nouveauté, et malgré des succès thérapeutiques spectaculaires, qu’une application relativement élémentaire des possibilités de la biochimie,
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en tout point comparable à l’utilisation qu’en font la * physiologie, l’endocrinologie et la pharmacologie.
Mais une fois le principe actif isolé, se posera le problème de l'explication de son activité, problème que la pharmacodynamie classique n’a abordé qu'en termes descriptifs.
| Une des voies d'accès à la solution de ce problème
est constituée par la synthèse de « modèles » plus simples ou plus actifs que la substance naturelle, ainsi qu’elle est habituellement pratiqué lors de l'emploi de la méthode analytico-synthètique.
Mais ce procédé exige en fait, la connaissance des relations entre la structure et le mode d'action d’un agent thérapeutique, ou une D poUES d'envergure à son sujet.
La recherche de règles générales susceptibles de relier une activité thérapeutique à la structure chimique du médicament et pouvant servir de guide à la synthèse a bénéficié à chaque époque des conceptions particulières sur la structure de la matière.
Débutant sous le signe des groupements fonctionnels, responsables d'activités antiseptiques ou anesthésiques, employant ensuite les acquisitions de la chimiephysique, ce travail de recherche utilise actuellement le concept d’analogie de forme.
L’analogie de forme n’est pas l’isomorphisme cristallographique de Mitscherlich, ni l'identité de spectre de rayons X ou de la configuration électronique.
Elle semble procéder de la disposition spatiale de l’ensemble de l'édifice moléculaire, de la distance entre les divers éléments et des angles que forment entre eux les différents chaînons juxtaposés.
DODDS et coll. (13) ont montré que certaines hormones œstrogènes actives aux doses physiologiques. présentaient les caractéristiques communes suivantes : deux
noi
cycles, dont un au moins à caractère benzénique, deux
OH aux pôles opposés de la molécule. un ou deux radicaux aliphatiques attachés près du centre de la molécule.
Appliqué à l’étude de la constitution chimique de la pénicilline (A) le concept d’analogie de forme, permet de prévoir l’activité de la subtiline (B) et d’une façon plus générale des corps synthétisés suivant le « modele >» (M) des analogues de la pénicilline.
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Si féconde fut-elle en découvertes, la méthode analytico-synthétique s’est rapidement tarie quant à sa contribution à l'interprétation du mode d'action des agents thérapeutiques.
Le concept d’analogique de forme en rene l'aboutissement actuel.
CHAPITRE III
LES METHODES BIOCHIMIQUES
_ La notion d’interférence des agents thérapeutiques avec le métabolisme cellulaire se retrouve à l’état latent en pharmacologie, depuis le début du siècle, car le sort des médicaments dans l'organisme constituait un sujet d’études commun à la pharmacologie, la chimiothérapie et la biochimie.
Lorsqu'Ehrlich, après sa présentation classique de la théorie des chaînes latérales, eut peuplé les cellules bactériennes d’arséno-récepteurs, d’acético-récepteurs, d’orthoamido-phénol-récepteurs, la tentation semblait grande de suggérer que les enzymes présentaient des - chaînes latérales susceptibles d’interférer avec les médicaments.
Mais la biochimie n’a été sollicitée que récemment à interpréter le mode d’action de certains agents thérapeutiques, alors qu’elle en possédait parfois, depuis fort longtemps les possibilités.
Une des raisons à cette omission est constituée par la facilité avec laquelle les procédés habituels d'étude clinique permettent d'enregistrer et de reproduire l’observation thérapeutique.
L'action d’un médicament sur une culture bactérienne, sur un test physiologique ou sur une maladie expérimentale, présente des caractéristiques, qui dans la plupart des cas peuvent servir de base à l'emploi thérapeutique de cette substance.
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Ainsi l’étude, in vitro, d’un agent antimicrobien, se bornait jusqu’à la découverte de Woods, à la recherche de son action inhibitrice sûr la respiration et eo croissance des bactéries. . es
Une seconde omission semble resulter du fait qu’Ehrlich fit de la chimiothérapie une discipline davantage chimique que biochimique.
Or, la biochimie disposait déjà d’une série d’études concernant les effets inhibiteurs de certains médicaments sur les systèmes enzymatiques, études entreprises indépendamment de toute préoccupation thérapeutique.
Selon MYRBACK (14), l’inactivation des enzymes était vraisemblablement le mode d’action des poisons cellulaires. |
Mais la connaissance de l’action de certains médicaments sur les enzymes n’est pas une base suffisamment générale pour le travail de recherche de chimiothérapie, aussi longtemps que la nature de nombreuses enzymes cellulaires et l'importance des réactions qu’elles contrôlent demeurent ignorées.
En de nombreux cas, les relations entre l’action chimiothérapique spécifique d’un médicament, et son action sur les systèmes enzymatiques du microorganisme, sont inconnues.
Par contre, des constituant plus simples des systèmes enzymatiques, les cœnzymes et leurs substrats se sont révélés interférer avec les agents anti-infectieux.
On savait depuis 1904 (ARMSTRONG) (15), que des corps à structure similaire à celle des substrats normaux des enzymes étaient susceptibles, après addition
au substrat de prévenir ou de retarder le réaction contrôlée par l’enzyme.
Ainsi l’hydrolyse de nombreux sucres, est inhibée par d’autres sucres et par des glucosides.
Lorsqu’au cours de la dernière décade, la structure chimique des cœnzymes fut élucidée, la ressemblance
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existant entre la substance responsable du processus métabolique essentiel et l’inhibiteur de ce processus, fut nettement entrevue.
DICKENS (16) soulignait en 1936 la similitude entre les cœnzymes I et II et la riboglavine d’une part, et leurs inhibiteurs du type pyridine, quinoieine, et acridine d'autre part.
La première démonstration des relations fonctionnelles d’un agent chimiothérapique avec un composé naturel à structure voisine et constituant un métabolite essentiel, fut apportée par les travaux de Woods sur les rapports entre la sulfanilamide et son inhibiteur l’acide para-amino-benzoïque (acide P. A. B.).
Selon WOODS et FILDES (17), les sulfamides agissent en empêchant l’utilisation par le microorganisme d’une substance essentielle à sa croissance : l'acide PAT B:
L'antagonisme des deux substances dont les formules ne différent que par la substitution d’un groupement carboxyle par un reste d’acide sulfonique, s’explique précisément par leur analogie de forme.
À une concentration déterminée, la substance étrangère refoule le facteur de croissance.
Tout se passe comme si l’enzyme, jouant le rôle de récepteur potentiel aux termes de la conception d’'Ehrlich, n’était pas capable de différencier l’analogue de forme de l’édifice moléculaire réel qui lui est nécessaire.
Le traitement par les sulfamides serait donc une thérapie par carence d’un facteur spécifique. L'hôte du parasite se remet facilement de l’inactiva-
tion d’un métabolite; les bacilles sont inhibés d’une manière telle qu’ils deviennent la victime des phagocytes.
KNIGHT (18), au cours d’un remarquable exposé d'ensemble, a montré que la préparation d’inhibiteurs modelés sur la structure des métabolites, permet de con-
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trôler les théories biochimiques concernant la nature et le mode d’action d’ agents chimiothérapiques connus.
Cette technique permet également l'élaboration de règles générales en vue de la Synthèse de corps nouveaux.
Le métabolisme des bactéries _$e prête mieux que celui des organismes supérieurs, à l’investigation biochimique et ceci pour les raisons suivantes :
On peut définir exactement l’état initial et l’état final du système objet de la transformation.
Les agents catalytiques n'existent qu’en nombre relativement restreint.
On rencontre par contre, chez les bactéries une variété de formes de réaction et de produits du métabolime qu’on ne retrouve ni chez les vertébrés, ni chez les plantes. ù
CHAPITRE IV
LA METHODE NUTRITIONNELLE
Le fait que la plupart des enzymes intervenant dans le métabolisme anabolique sont encore inconnues, a provoqué de nombreuses études concernant les facteurs de croissance. | |
Les facteurs de croissance, constituent les éléments _ les plus aisément influençables, la partie la plus accessible de l'équipement enzymatique des microorganismes.
Les travaux de KNIGHT (18), sur la croissance des bactéries en milieu synthétique avec bilan des métabolites, nous ont fait connaître de nombreux facteurs de croissance microbiens, en partie des vitamines, en partie des groupements prosthétiques de systèmes enzymatiques. 6
La recherche de leurs inhibiteurs permet indépendemment d'applications thérapeutiques, la discussion de l'hypothèse de William, selon laquelle certains de ces métabolites participent, vraisemblablement comme coferments, à des processus diastasiques vitaux.
Le rythme de la croissance des cellules de l’hôte étant habituellement plus lent que celui des microorganismes pathogènes, la recherche d’antagonistes de facteurs de croissance c. à d. d'agents bactériostatiques, peut conduire à des inhibiteurs presque dépourvus de toxicité à l'égard des cellules de l’hôte.
Si les enzymes respiratoires sont déjà mieux connues que celles intervenant dans la croissance, leurs inhibi-
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teurs sont souvent inutilisables en thérapeutique, du fait même de leur action nocive sur l'hôte.
La formule d’un métabolite, même lorsqu'elle a conduit à la préparation d’un antagoniste à propriétés bactériostatiques ne possède pas à elle seule le pouvoir d’expliquer l’activité de cet agent thérapeutique.
La démonstration biochimique des relations existants entre les sulfamides et l’acide P. A, B. n’est satisfaisante qu’en comparaison avec l’absence totale de connaissances sur le mode d’action des sulfamides.
Cette démonstration ne permet pas de se rendre compte du degré précis de bactériostase in vitro auquel correspond l'effet anti-infectieux in vivo.
D'autre part le pouvoir anti-infectieux d’un agent thérapeutique peut être annulé par une légère modification des substituants d’un noyau jusqu'ici réputé accessoire dans l’activité de la molécule.
Le N 1—3, 4-diméthylbenzoïl-sulfonamide (D), ou Irgafen, est le plus puissant agent anti-pneumococcique actuellement connu. GEIGY (19).
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Irgafen
R Comme tous les sulfamide il se scinde in vivo, en sulfonamide qui est ensuite acétylé et en acide diméthylbenzoïque ; ce dernier corps est d’ailleurs inactif vis-à-vis du pneumocoque.
Or la substitution de l’un des groupements méthyle de l’acide 3, 4-diméthyl-benzoïque en position 2, fait passer l'activité anti-pneumococcique du Corps D de 100 % à 0 %.
Les acides 2,3 ou 2,4- -diméthyl-benzoïque, n'ayant pas les propriétés d’un métabolite, la littérature chimiothérapique s’enrichit d’un nouveau cas d’ espèce.
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Selon KUHN et SCHWARZ (20), l'acide P. A:B,, qui n’est autre que la vitamine H, agit encore comme facteur de croissance de Strepto-bactérium plantarum à la dilution de 10-11, d’où l’idée d’appeler anti-vitamines les _ substances interférant avec l’utilisation normale de - l'acide P. A.B.
Cette idée reprise et développée par MEUNIER et MENTZER (21), a conduit ces auteurs à généraliser la notion d’anti-vitamine, en l’étendant à certains analogues de forme des vitamines agissant vis-à-vis de ces dernières comme des inhibiteurs.
Mais il se trouve que les dénominations de vitamine et anti-vitamine ne peuvent être étendues sans réserve à des corps tels que l’Acide P. A. B. et ses inhibiteurs.
ROBLIN et coll. (22), ont montré que de nombreuses
purines et méthionines pouvaient interférer secondairement avec l'acide P. À. B., c’est-à-dire à un stade de son métabolisme ou il sert de matériau à l'établissement d'un groupement prosthétique.
À Si on peut éventuellement appeler anti-vitamine les inhibiteurs primaires de l’acide P. A. B. du type sulfamide, on peut difficilement donner cette dénomination à ses inhibiteurs secondaires (acide para-amino-benzoilglutaminique p. ex.)
SEVAG et coll. (23) ont démontré que le sulfathiazol et la cocarboxylase sont en compétition pour la carboxylase spécifique d’Esch. coli et de Staph. aureus.
L’inhibition exercée par le sulfathiazol sur les activités carboxylasiques de ces bactéries est abolie par l’addition d’acide P. À.B.
Mais l’acide P. A. B. n'arrive pas à rendre réversible l’inhibition exercée par l’acétaldéhyde sur la carboxylase.
Les mêmes auteurs concluent qu’en termes de biochimie catalytique l’action de l'acide P. A. B. sur les bactéries envisagées est celle d’un inhibiteur de catalyse et non d’un catalyseur.
L'APOREE
En physiologie animale par contre, l’action de l'acide P. A. B. est identique à celle de l’acétylcholine. (DANIE- LOPOLU) (24).
Cette action est exagérée par l’ésérine et empêchée par l’atropine. :
L’acide P. A. B. inhibe le cœur de grenouille et jes vaisseaux du chat et du chien (Danielopolu et Rudeanu).
Enfin, administré à doses chimiothérapiques, l'acide P. A. B. est employé avec succès en médecine DURS dans le traitement du typhus.
Facteur de croissance pour certaines bactéries, inhibiteur de la croissance et de la respiration pour des espèces différentes et à d’autres concentrations, acétylcholinergique chez les animaux supérieurs, l’acide P. A. B. est également un agent anti-infectieux.
Le mode d'action d’un métabolite est donc susceptible de variation, lorsqu'on passe d’un organisme à un autre. à
Les appellations de a facteur de croissance, métabolites, n’ont pas en biochimie, de -signification, générale. |
FILDES (17) (loc. cit.) a proposé d'appeler métabolites essentiels les substances intervenant soit comme substrat ou comme constituants d’un système enzymatique, soit comme matériel de structure dans les processus biochimiques essentiels des cellules.
Parmi les métabolites dits essentiels on rencontre des constituants de systèmes enzymatiques universellement répandus dans la nature et prenant part à des réactions fondamentales et communes du métabolisme cellulaire (thiamine, riboflavine, nucléotides à pyridine, etc) (RNIGHT)
Ces substances ont habituellement un haut degré de spécificité de sorte que des changements relativement faibles de la structuré peuvent conduire. à des chutes
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. marquées d’activité ou même donner naissance à de bons _ inhibiteurs (KNIGHT).
Par contre l’anti-métabolite correspondant, à savoir les substances qui interférent à des stades différents et pour des raisons diverses avec les métabolites essentiels ne possèdent jamais la spécificité chimique des constituants des systèmes diastasiques.
On parlera donc d’un métabolite essentiel, la thiamine et de ses inhibiteurs.
WOOLEY et WHITE (25) ont montré comment l’utilisation d’un inhibiteur anti-thiamine : la pyrithiamine permet d'étudier la diversité des moyens mis en œuvre par des espèces vivantes pour acquérir le matériau fondamental que constitue la thiamine.
Administrée à des souris dont on a largement couvert les besoins normaux en facteur B 1, la pyrithiamine fait apparaitre les symptômes caractéristiques de l’avi- . taminose B 1, symptômes qui disparaissent après addition de doses suffisantes de cette vitamine.
La pyrithiamine inhibe parfaitement la croissance de micro-organismes qui ont besoin comme les animaux supérieurs, d’une molécule intacte de thiamine.
Elle est à peu près aussi efficace contre les organismes qui n’ont besoin que de la portion pyrimidinique de cette vitamine.
La pyrithiamine est beaucoup moins efficace contre Torula utilitis qui réalise avec un rendement théorique (Fink) la biosynthèse de la thiamine à partir du 4-méthyl. 5-oxy-ethyl-thiazol et du 2-méthyl, 4-amino, 5-OHméthyl-pyrimidine. |
Son effet est nul sur les organismes qui synthétisent la thiamine sans utiliser de noyaux préformés.
Un métabolite essentiel ne sera donc pas nécessairement considéré comme un métabolite tout court, puisqu’il peut être synthétisé et que l'emploi d’inhibiteurs
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modelés, nous renseigne précisément sur le degré d’habileté des différents organismes à réaliser cette synthèse.
La dénomination de « métabolite essentiel » ne s’applique qu’aux éléments intervenant spécifiquement dans les réactions fondamentales du métabolisme cellulaire.
Un métabolite essentiel ne constituera un facteur de croissance pour un organisme déterminé, que dans la mesure où ce dernier ou ses symbiotes sont incapables - d'en réaliser la synthèse.
Knight (loc. cit.) propose dans ce dernier cas de le classer comme facteur de croissance, stimulant de croissance, vitamine, selon les effets qu’il produit par sa déficience. L
Une méthode générale pour vérifier si une vitamine participe à des processus nutritionnels concernant la Synthèse de systèmes enzymatiques nous paraît être l'étude de son degré de spécificité.
À l'encontre de la spécificité biochimique stricte à l'intérieur d’un système enzymatique déterminé, les intermédiaires humoraux responsables d’équilibres physiologiques, endocriniens ou biologiques sont interchangeables, dans la mesure où on a réussi la préparation de leurs homologues.
Lorsqu'une substance classée parmi les vitamines n’est pas un constituant d’un système enzymatique cellulaire, il faut s'attendre à trouver uns série de subs-
tances présentant à des degrés divers cette propriété.
Le besoin en facteur vitaminique, ne sera plus le besoin strictement différencié d’un édifice moléculaire particulier ou de ses précurseurs biochimiques, mais un. besoin indifférencié pouvant être couvert par des analogues fonctionnels ou des analogues de forme de la vitamine.
MEUNIER et MENTZER (21), ayant remarqué que les substances douées d’une activité vitaminique K possédaient toutes le 8roupement OH-C=C-CH3, inclus dans
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un noyau naphtalénique où hydronaphtalénique, ont essayé de modifier profondément le reste de la molécule pour vérifier si elle conserve son activité physiologique.
Une dizaine de substances, obtenues par substitution au noyau naphtalénique d’un noyau hétérocyclique, se sont révélées posséder, à des taux variés, l’activité
vitaminique K.
Dans le domaine des vitamines P, PARROT et GAL- MICHE (26) signalent que certaines substances du groupe des flavones, en particulier des flavurols, anthocyanidols, épicatéchines, sont 500 fois plus actives que la citrine et l’espéridine de Szent-Gyürgyi.
Par ailleurs il suffit de de chauffer un mélange d’épicatéchines pour passer aux antivitamines correspondantes. (Galmiche)
Les facteurs B1, B2, C possèdent, par contre, un haut degré de spécificité et n’admettent que des modifications légères de leur structure (interchangeabilité d’un azote et d’un soufre, d’un hexose et d’un pentose).
Il importe donc, dans la mesure où l’on dispose de tests physiologiques ou biochimiques suffisamment précis, de reclasser l’ensemble des facteurs vitaminiques selon des critères empruntés à la biochimie nutritionnelle, complétant ainsi la classification des vitamines basée sur la description des syndrômes qu’engendre leur carence.
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DU CONCEPT DE SYNERGIE
L'histoire de l'emploi d’associations médicamenteuses se confond avec l’histoire même de la thérapeutique.
Mais le jour où la chimie eut réussi la production, à l’état pur et en quantités illimitées, de nombreuses substances naturelles, la question suivante se posa au thérapeute :
Dans quelle mesure peut-on identifier la somme des éléments actifs d’un système biologique abordé à l’aide de la méthode analytico-synthétique, avec le système biologique lui-même ? |
PAUCHET (28) signalait dès 1898 la diminution fréquente de l’activité d'un médicament, lors de la substitution à un extrait total, de son principe actif.
Perrot «et Goris (29) démontraient, d’autre part, qu’il était parfaitement possible de garder intactes les propriétés thérapeutiques des végétaux, par le procédé de la stabilisation.
Des recherches plus récentes ont montré que les arguments développés par l’école française de Pharmacie Galénique s’appliquaient sans grandes modifications à tout système biologique.
Szent-Gyôrgyi a montré qu'il y avait dans le pouvoir anti-scorbutique du jus de citron autre chose que l’action de l’acide l-ascorbique.
Des recherches inédites d'élèves de Fleming semblent démontrer la coexistence avec la pénicilline, dans les milieux de culture, d’autres principes anti-biofiques renforçant son activité.
Les techniques modernes du froid et du vide ayant permis la conservation pratiquement indéfinie des produits naturels, la thérapeutique, par l’emploi des principes actifs, est appelée à subir certaines restrictions.
En ce qui concerne le sang et le lait, les études de synergie ou d’antagonisme porteront davantage sur la manière de corriger les produits naturels, que sur l’association de leurs substituants éventuels.
La méthode analytico-synthétique, appliquée à la recherche puis à l'association des substances responsables d’une activité biologique, n’a de simple que sa rigueur cartésienne.
Cette méthode nous fera successivement découvrir le simple sous le complexe, puis le complexe sous le simple, et ainsi de suite, sans que nous en puissions prévoir le dernier terme. &
Mais pour que la production industrielle à faible prix de revient soit possible, on s’arrêtera quand on aura trouvé le ‘principe actif qui, associé ou non à l’autres substances, constituera l'élément essentiel du traitement.
Explication biochimique de certains effets de potentialisation
La synergie d'action de certains mélanges, par rapport à l’activité de leurs constituants, notion d’abord empirique, fut tour à tour confirmée par Fobservation clinique, l’expérimentation physiologique ou pharmacologique.
L'augmentation des effets de l’adrénaline par une injection préalable de cocaïne ou de l’un de ses succédanés fut découverte en 1910 par Frôhlich et Loewi.
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Loewi a également émis l'hypothèse que l'excitation du vague libéraïit une substance semblable à l’acétylcholine, et que ce nerf agissait sur les organes par l’inter- .médiaire de cette sustance.
Or il se trouve que les effets de la stimulation du vague, comme ceux d’une injection d’acétylcholine, sont potentialisés par l’ésérine.
La physiologie ayant posé ce problème, la biochimie fut sollicitée à èn fournir l’explication.
L'interprétation de l’action transitoire de l’acétyl-
choline en termes de destruction enzymatique sous l’ac-
tion d’une esterase dérivait de nos connaissances concernant le sort des aliments et de certains médicaments.
Mais le fait nouveau apporté par Loewi et Navratil (30) fut la démonstration de l’inhibition transitoire par l’ésérine de l’enzyme décomposant l’acétylcholine.
Ainsi, pour la première fois, l’activité synergistique d'un médicament était rattachée à son action sur un système enzymatique.
Selon Blaschko et coll. (31), l'éphédrine et les autres substances potentialisant l’adrénaline agiraient de façon analogue.
La chimiothérapie, bien qu’hostile à l'association médicamenteuse, s'efforce actuellement de mettre en évidence certaines phénomènes de synergie, puis de leur donner une explication biochimique.
Schmelkes et Wyss (32) ont démontré que la potentialisation par l’azochlorimide des effets de la sulfanilamide est due à la destruction, par ce premier corps, de l’acide p-aminobenzoïque.
G. Urbain et Ch. Mentzer (38) ont montré que l'étude des relations entre la structure chimique et l’action pharmacologique est fréquemment compliquée par l’observation que différents membres d’une même série chimique présentent des propriétés. pharmacologiques opposées.
Mais la ressemblance frappante existant entre l’inhibition d’une réaction enzymatique simple et celle de la croissance des microorganismes, entre l’inhibition de la réponse à une excitation et celle de l'excitation, ne nous permet plus d’opposer dans tous les cas les effets de synergie et d’antagonisme.
Selon ©. Richard et Roblin Jr. (39), une série chimique qui agirait à la fois comme inhibiteur de l’enzyme décomposant l’acétylcholine et comme antagoniste direct de ce corps, peut présenter, selon la prédominance de l’une ou de l’autre de ces actions, des effets opposés sur un test physiologique, lorsqu'on passe d’un terme de la série au terme suivant.
CHAPITRE VI
ETUDE EXPERIMENTALE DE L'ASSOCIATION PENICILLINE - BENZYLAMINE 4 - SULFAMIDE
I1 existe en chimiothérapie un contraste frappant entre les multiples publications décrivant des observations cliniques concernant des associations médicamenteuses et le petit nombre de travaux se proposant d’interpréter ces observations, en termes de biologie bactérienne.
Cette remarque acquiert une signification particulière pour l'association Sulfamides-Pénicilline, si l’on se souvient qu’à l’époque héroïque de cette thérapie la pénicilline se trouvait automatiquement associée aux suülfamides, et que son emploi donnait lieu à l’établissement de fiches d'observations, dépouillées ensuite dans des centres de recherche spécialisés.
Les résultats ainsi recueillis par le Service de Santé des Armées Anglo-Américaines sur divers Théâtres d’Opérations, ont conduit les chirurgiens consultants auprès des Forces américaines à adopter pour la campagne d'Europe les directives suivantes, quant à l'association pénicilline-sulfamides : (33)
« Le traitement à la pénicilline et celui aux sulfamides, n’interfèrent en aucune manière susceptible d’en contre-indiquer l'association.
Les deux thérapies pourront être pratiquées simultanément, sous réserve de n’utiliser localement la péni-
cilline qu ’à l'échelon du traftement chirurgical et de préférence en association avec les sulfamides.
L'association en vue du traitement local sera réalisée par le mélange aseptique de 20.000 UO de pénicilline avec 3 g de sulfadiazine. Ces doses seront doublées pour les plaies pour lesquelles l'infection est particulièrement à craindre ». (loc. cit.)
L'application de cette instruction nous a conduit à mettre au point divers cérats ou crèmes pour le traitement local d'infections à staphylocoques (Août 1944 : Hôpital Chirurgical Robert Lion).
Nous avons constaté en premier lieu que des «doses de l’ordre de 2.000 UO de pérnicilline pour 3 g de diazine étaient largement suffisantes pour l'infection à Staph. aur., à condition PÉPRRIANEE le sel de Calcium de la pénicilline. |
Nous avons également observé, qu’à l’encontre d’une opinion assez répandue, les pommades A et B conservées à + 2° ne perdaient que 12,3 % de leur activité antibiotique en 10 jours. |
Pommade A Sel de Ca de la Pén. 800 UO Benzylamine, 4 - sulfam. 0,3 Septoplix 2,7 Eucérine neutralisée qs. 20,0 Pommade B È ART - Sel de Ca de la Pén. 1600 UO Sulfadiazine 3,0 Cérat à la cire lanette qs. 20,0 = Ces pommades sont préparées aseptiquement.
Les effets bactériostatiques de l’association Pénicilline-Sulfamides
Le physiologiste français Ungar (34) a le premier observé une synergie d’action nette entre la pénicilline
d'une part, la sulfanilamide et la sulfapyridine de l’autre, vis-à-vis de la croissance de Staph. Aur. et de Strept Hemol.
Selon BIGGER (35), le sulfathiazol potentialise davantage la pénicilline que ne le fait la sulfapyridine et la sulfanilamide.
Cet effet de Synergie du thiazol à l'égard de la pénicilline a été retrouvé par Bigger sur des cultures de bacille d’Eberth. |
L. P. GARROD (36) affirme, par contre, que le sulfathiazol inhibe l’action bactéricide de la pénicilline . (mesurée par micro-respirométrie) et ne laisse subsister que son action bactériostatique.
Nous avons nous-même étudié l’action bactériostatique de la pénicilline, lorsqu'elle est associée non plus au sulfathiazol (Garrod) ou à la diazine des cliniciens américains, mais à la Benzylamine,4-sulfamide ou sulfaméthylanilamide (Corps I).
NH: — CH — ÿ— SoNH: (1)
Ce travail nous fut suggéré par la lecture du mémoire de Selbie et Mc Intosh (37) selon lequel des souches de micro-organismes rendues sulfamido-résistantes, gardaient cette propriété vis-à-vis de tous les sulfamides, hormis le corps I. D'autre part, l’acide paraminobenzoïque (Acide P.A.B.) n’inhibe en aucune façon l’action du corps I.
Nous avons émis l’hypothèse que le corps I, agissant sur une enzyme différente de celle où intervient l’acide P. A. B., il n'existe de ce fait aucune objection résultant des travaux de Garrod, quant à son association avec la pénicilline.
Si, au contraire, le corps I se comporte dans son association avec la pénicilline comme un sulfathiazol selon Garrod, il sera capable d’influencer la corrélation des inhibitions de respiration et de croissance dues à la
bpénicilline, ce qui se traduira par une augmentation des doses minimum efficaces.
Principe de la méthode employée
Lorsqu'on veut, en chimiothérapie, réaliser une asso-. ciation médicamenteuse, il y a souvent intérêt à déterminer pour chacun des constituants de cette association la (CONCENTRATION PROTECTRICE MINIMUM (c. p. m.).
La c.p. m. d’un agent chimiothérapique est la dose minimum assurant la survie d’un lot d'animaux, dont la fraction témoin infectée par la même culture microbienne meurt en moins de 48 heures.
Lors d'expériences in vitro, la c. p. m. est la concentration minimum d’un milieu de culture assurant l’inhibition de croissance ou la lyse d’une culture étalon.
On associe ensuite les substances dont on se propose d'étudier les effets de potentialisation ou d’antagonisme, dans des proportions équilibrées de leur c. p. m.
La neutralité correspond à la protection par la somme des c.p.m., chacune d’entre elles étant préalablement divisée par le nombre de constituants de l’association. |
On dira alors que les constituants de l'association sont dépourvus d’action réciproque.
S’il y a antagonisme entre deux ou plusieurs constituants, la dose dite de neutralité sera trop faible pour enregistrer l’inhibition de la croissance ou permettre la survie de l’animal.
Si inversement il y a synergie d’action, des quan-
tités inférieures à celles théoriquement prévues suffiront à obtenir l'effet recherché.
De nombreuses expériences préliminaires (I) nous ont montré que cette méthode ne conduisait à des résul-
(1) Nous tenons à remercier le Dr. A. G. Dunton qui, dès 1944, nous approvisionnait en pénicilline.
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tats pouvant être interprétés en termes de synergie ou d’antagonisme, que lorsque les divers constituants du mélange présentaient des C. P. M. RELATIVES voisines.
La nécessité de l'emploi du terme de c. p. m. relative provient du fait qu'on ne peut comparer directement la pénicilline à un sulfamide ou, d’une façon plus générale, une substance dont l’activité s’exprime en unités biologiques avec un corps dont on connaît toutes les caractéristiques physico-chimiques et que l’on peut obtenir à l’état pur.
La c. p. m. relative d’un corps est le rapport de sa C. p. m. avec celle de son homologue le plus actif à l'égard du germe envisagé.
Ainsi c.p.m. Septoplix c.p.m. Septoplix 1260 =" = —-— 1966 relative (Stap. Aur.) c.p.m. Sulfadiazine 1 c.p.m. relative (St. Aur.) c.p.m. pen. Pfitzer ;
pénicilline Ptitzer 1944 c.p.m. pen. théorique
Nous avions donc associé, à l'instar des Américains, pour le traitement local des infections à staphylocoques, la pénicilline aux diazines.
La détermination, selon la technique décrite plus loin, de la c. p. m. relative du corps I vis-à-vis de Staph. aur. nous à donné les valeurs de 12,8, 19, 21, valeurs en
moyenne 60 fois plus faibles à celles obtenues pour le septoplix.
On peut donc associer le Corps I à la pénicilline pour le traitement des infections à Staph. aur., sous réserve que ce mélange ne soit pas contre-indiqué par les résultats de l'étude selon Garrod, de son activité bactéricide.
Nous n’avons pas poursuivi l'étude expérimentale de cette association, car la pénicilline inhibe la croissance de Staph. Aur. à une dilution de 10-65, FOË faible pour être comparée à celle du corps I.
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La supériorité des crèmes contenant des diazines ou un mélange Corps I, Septoplix, en association avec de la pénicilline vis-à-vis de celles ne renfermant que de la pénicilline, s'explique facilement du fait de l’action fugace de ‘cet antibiotique.
L'association de Septoplix au corps I tient compte de la présence éventuelle de germes banaux dont la virulence s’exalte en l’absence de staphylocoques.
Les effets de l'association Pénicilline Corps I sur la croissance de Streptococcus hemol B var. A
a) Détermination de la c.p.m. de la penicilline du com- merce vis-à-vis du test employé.
La pénicilline américaine Pfitzer, dont la date limite d'utilisation est d’ailleurs dépassée, est dissoute aseptiquement dans 20 cc d’eau bidistillée exactement mesurés.
La solution-mère ainsi constituée conserve intacte son taux antibiotique (mesuré à la 10e heure) pendant 36 heures à condition d’être maintenue à + 2°.
Toutes les dilutions ultérieures seront préparées par prélèvement exact de 1 cc de cette solution et dilution à 500 cc.
Une microburette stérile sera garnie par aspiration d’une solution à 1/10 de cette dilution, titrant environ 1 UO par cm3.
La méthode de détermination de la C.p.m. permet également, par comparaison, avec une pénicilline dite
purissime, de connaître le titre exact de la pénicilline employée. |
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La technique de titrage employée est à quelques variantes près la méthode de Wilson (34).
An introduit à l’aide de la microburette des quantités croissantes (0,1 à 0,6) de la solution de pénicilline à 1 UO par cm3, dans des tubes de 1X8 cm renfermant 1 cm3 de bouillon glucosé à 2 %.
Ces tubes sont ensemencés de 0,2 cm3 d’une suspension de Strep. Hemol. B du groupe À d’une concentration de 500 à 700.106 par cm3, préalablement lavés.
L’indicateur est constitué par 0,7 cm3 d’une suspension d’hématies de mouton.
On complète, s’il y a lieu à 2,5 cm3.
On porte à l’étuve à 37° pendant 4 heures après agitation.
On détermine après centrifugation la concentration limite où il n’y a pas d’hémolyse.
Les travaux de Garrod ayant conclu à une action
bactéricide et bactériostatique de la pénicilline, on pourra faire varier ses concentrations selon une échelle semi-logarithmique,- qui tient compte de ces deux activités.
Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau I. La c.p.m. de la pénicilline se situe aux environs de 0,4 UO.
b) Détermination de la c.p.m. du corps I, exprimée en mgr par 100 g.
Même technique.
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau II. La c.p.m. du corps I se situe aux environs de 2,4 mgr par 100 gr. de milieu nutritif.
c) Détermination de la c.p.m. de mélanges de pénicilline corps I équilibrés par rapport à leurs c.p.m. respectives.
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau III.
TABLEAUX I et II
Détermination par. la méthode de WILSON, des concentrations profectrices minima, respectives de la pénicilline ef du corps 1, à l'égard de la croissance d'une souche fype de Strept. Hemol. B gr. À.
No de Tableau I. — Teneur en pénicilline du milieu de culture la série exprimée en LU O.
0,17 0,20 ‘ 0,28 0,34 0,42 0,51 0,62 1 HE + + + 0 ON OA 0 2 +++ Herr: Le EE 0 0 0 0 3 DE M De HT A ge 0 0 0 CAO À HER HAE HR + + 0 0 0
| Tr ; | Tableau I]: — Concentration en benzylamine-4, sulfamide, du milieu de culture, exprimée en mer‘,
0,15 0,380 - 0,60 1,2 244 48% 9,6 on SDL De ME eo Le ES IT VE nb UE ir A M cn at RUE dr om DCE dE
D NN S © ©. © So © © © © © © ©
La croissance sur bouillon glucosé à 2% d'une souche de Strept. Hemol!. B var. À est inhibée par des conc. de pénicilline = à 0,42 UO!/2,5 cm° et par des conc. de corps 1 > à 2,4 mgr°}o.
(Le nombre de croix indique le degré de l’hémolyse)
TABLEAU IT
Eff:ts de l'association Pénicilline - Benzylamine, 4-sulfamide, sur la croissance d'une souche fype de Stfrepl. Hemol. B var. À. (Méthode de Wi/son)
La recherche d'évenfuels effets de synergie ou d'anfagonisme, est favorisée par l'emploi d'associations felles que S6-P4, S6-P6, S7-P4, S7-PS, réunissant les consfifuants à des concenfrations voisines de leur demi2 c. p. m. (0,21 pour la pénicilline, 1,2 pour le corps 1). )
Teneur en pénicilline du milieu de culture exprimée en Uo.
Dir pie TPSRSPE SP Sp SD ED s 0 . 0,13 0,15 0,17 0,20 0,23 0,28 0,34 0,42 à S So 0 LRO 0 Te S 0,42 REIN CRE ÈS 0,51 ++ 0 à S Ss 0,68 +0 ED S, 0,75 + 0 S 3 Û Sas 0,93 + 0 SÈ Se 1,14 + 0 Fès 1,38 FE 0 $ 8 S° 1,68 ++ + 0 Sè S 2,40 | 0 0 0 S+-PAB 2,4 , 10,0 0 0 0
SR CE L'acide p aminobenzoïque n'interfère en aucune façon avec l’action bacfériostatiqué de la pénicilline et du corps I. Les signes + ou © indiquent si le mélange dont la composifion esf donnée
par le report aux coordonées à permis ou empêché le développement du germe. £
Discussion des résultats.
Des mélanges de pénicilline-corps I en proportions équilibrées par rapport à leur 1/2 c.p.m., ne nous ont permis d’enregistrer aucun effet de synergie ou d’antagonisme des deux constituants. Il semble donc y avoir addition des propriétés anti-microbiennes des constituants.
Le faible degré d’hémolyse observé, indique que l’on se trouve dans d'éventuelles zônes de synergie.
Mais l’ordre de grandeur de l'erreur absolue, étant d’un intervalle de dilution, nous ne retenons pour synergistiques que des valeurs de chacun des deux constituants, inférieures au tiers de leurs c.p.m.
Les associations S9P0, S9P1, S9P8, s'étant révélées d’une égale activité, il n'existe pour l’association pénicilline-corps I, aucune contre-indication provenant d’interactions sur le développement de Strept. hemol.
Les effets de l'association Pénicilline-Corps I sur la croissance de Clostridium welschii
a) Titrage par la méthode de Wilson de la pénicilline du commerce employée. Tous les résultats sont ensuite exprimés en Unités Oxford.
b) Préparation d’une suspension microbienne standart et vérification de sa virulence.
On centrifuge une culture en bouillon de Cl.
welschii (germe prélevé sur un blessé de guerre). On lave deux fois au sérum physiologique tamponné aux phosphates et privé d'air; on resuspend en milieu salé tamponné.
Chaque tube des quatre séries est ensemencé de 0,2 cm3, soit V gouttes de cette suspension, ramenant ainsi le volume de bouillon sous huile de paraffine à 10 cm3.
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Nous avons vérifié. la virulence du germe ainsi repiqué, en inoculant dans le muscle de la cuisse du lapin, 0,2 cm3 de suspension microbienne d’une part, 0,3 cm3 de bouillon de repiquage d’autre part.
Les deux animaux présentent le syndrôme classique de la gangrène gazeuse débutant de façon précoce (4ème et 6ème heure) par une tuméfaction du
muscle de la cuisse donnant l'impression d’une poche remplie de liquide et de gaz.
Mort en 16 heures de l’animal ayant reçu la suspension microbienne non repiquée.
Mort en 22 heures de l'animal ayant reçu 0,3 cm3 de bouillon ensemencé, qui a séjourné 24 heures à l’étuve.
c) Détermination de la c.p.m. de la pénicilline à l'égard du test employé.
L'addition a lieu au moment de l’ensemencement et ceci sans diluer le bouillon à plus de 10 %. La lecture des résultats est faite à partir de la 24me heure. = Les concentrations de pénicilline sont exprimées
en Unités Oxford pour 100 cm3 de bouillon.
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau IV.
d) Détermination de la c.p.m. du corps I En raison de la faible solubilité du corps I, la sulfamide sera additionnée au bouillon avant la stérilisation.
Aux fortes concentrations de I, ce corps reste d’ailleurs en suspension partielle.
Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau V.
f) Détermination de la c. p. m. de mélanges de pénicilline-corps I, dans des proportions équilibrées par rapport à leurs demies c. p. m. respectives.
Les résultats obtenus sont consignées dans le tableau VI.
TABLEAUX IV et V
Détermination des concentrations protectrices minima respectives de la pénicilline ef du corps I, à l'égard de la croissance en bouillon sous huile d'une souche de Clostridium welsch.
"No Tabl. IV. — Concentration en pénicilline du de la série milieu de culture, exprimée en UO !/, : | D'or ® 4 8162-32 L Sete EE 000 Il Ze De HI + + + + 0 0 0 IV ++ ++ 0 0 0 Tabl. V, — Conceniration en benzylamine - 4, sulfamide, du milieu de culture, exprimée en mgr ‘/6. : URLS ere ét Ne 4 DRE S 2S1628 32 Re 0 000 Il Arr tannins 00 OO ,20 III + + + + + 0 0 0 0 0 IV Hs 4 À 0: 0 0-0: .0 Addition à la série à 10 mor vid'acide PAB RU TE oo C0 0 0,0
La croissance sur bouillon glucosé à 2°|, d'une souche de Clostr. welsch. est inhibée par des concentrations de pénicilline > 16 UO°) et de corps 1 > 4 mgr ‘ls.
L'acide p-aminobenzoïque n'interfère en aucune façon avec l'action bactériostatique de la sulfamide.
TABLEAU VI
Effets de l'association Pénicilline — Benzylamine, 4-sulfamide, sur la croissance d'une souche de Clostridium Welsch.
La recherche d'effets de synergie est pratiquée par l'emploi d'associations telles que S4-P6, S4-PS.......... S4-P2, S3-P7, S8-P6: réunissant les constituants à des concentrations inférieures à lear demie c. p. m. respective 8 UO'}, pour la pénicilline, 2 mgr ‘} pour le corps 1). | 5
Concentration en pénicilline du milieu de culture exprimée en UO°}/
P, P, P, P; P, P; P; DEEE ol 2 8
ce
CE Se 0 “3 ,
Concentration en Benzylamine-4, sulfamide du milieu de culture, exprimée en mgrts (eo = +
Les signes + ou 0, indiquent si le mélange, dont la composifion . esf donnée par le report aux coordonnées, a permis ou empêché le développement du germe.
Discussion des résultats
A l'intérieur du rectangle de neutralité stricte, c.-à-d. du rectangle limité par les coordonnées des demies c. p. m: des constituants de l’association (S 4 et - P 8), nous avons enregistré 7 résultats négatifs.
Des doses de l’ordre de 1/4, 1/8, 1/16 de la c. p.m. de la pénicilline additionnées à la moitié de la c.p. m. du corps I, se sont révélées suffisantes pour empêcher pendant 48 heures la croissance visible d’une souche hautement pathogène de Clostridium Welch.
Expériences sur l’animal
Une dose unique de 0,250 g de corps I administrée per os à la souris ne détermine aucun trouble visible.
Des animaux recevant 10 mgr de corps I per os, puis une injection de 0,20 de suspension bactérienne meurent à raison de 50 % de l'effectif inoculé.
Mais nos expériences n’ont porté que sur la souris, chez laquelle on ne peut pas reproduire l'infection à Clostr. Welch. dans des conditions comparables à celles de son apparition chez l’homme.
Il faudrait, pour réaliser ces conditions, opérer sur le lapin ou le cobaye, et frapper plus fort : traitement
chirurgical avec emploi local de la Benzylamine,4-sur-
fonamide, combiné à son administration per os.
CONCLUSION
L'introduction en chimiothérapie du concept d’antagonisme compétitif, son application à l’inhibition de la croissance des bactéries pathogènes, ont permis le développement de la méthode d'investigation dite «nutritionnelle » dont le degré d'originalité peut être mesuré par la contribution qu’elle apporte à son tour à l’ensemble des sciences médico-biologiques.
La vitaminologie lui est redevable d’une classifica- _ tion basée sur le degré de spécificité des différents métabolites.
Indépendamment de la diminution des possibilités de synthèse des « métabolites essentiels », au fur et à mesure que l’on s'adresse à un organisme plus évolué, ou dont les caractères ont été progressivement modifiés par le parasitisme, il importe de distinguer, à l’intérieur d’une espèce déterminée, deux catégories de substances vitaminiques.
Les premières participent à des processus fondamentaux du métabolisme cellulaire et possèdent habituellement un haut degré de spécificité : ce sont des facteurs de croissance, d'entretien, ou des précurseurs biologiques de ces facteurs dont l'espèce animale envisagée ne peut effectuer la synthèse.
La seconde catégorie de substances dont le prototype est constitué par les groupes K ou P, intervient dans des processus où l’on serait tenté de rechercher un contrôle endocrinien plutôt que vitaminique.
La non-spécificité des facteurs K et P, l'extrêmé facilité du passage à l’anti-vitamine correspondant à l’une des vitamines K ou P, la nécessité de recourir à des tests relevant davantage de la physiologie que de la biochimie, les classent ‘en marge des substances vitaminiques.
L'interprétation en termes de biochimie nutritionnelle de certains phénomènes de synergie, a permis la démonstration expérimentale de la potentialisation du sulfathiazol par la pénicilline (Bigger). ,
La recherche d’effets de potentialisation est facilitée, en chimiothérapie expérimentale, par la détermination des seuils d'activité de mélanges. Les résultats obtenus sont ensuite comparés aux concentrations protectrices minimum des constituants de l’association.
Appliquée au système Pénicilline-Benzylamine,sulfamide, cette méthode nous autorise à formuler les conclusions suivantes :
Absence d’antagonisme entre les deux constituants de l’association.
Existence, in vitro, d’une synergie d'action de la Pénicilline et de la Benzylamine,4-sulfamide sur le Clostridium Welschii.
Dans la mesure où elle échappe au reproche d’empirisme adressé à des techniques plus subjectives, cette méthode permet donc de démontrer la réalité de certains phénomènes de synergie, confirmant ainsi l'observation clinique, ou plus fréquemment encore, lui ouvrant la voie.
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