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RÉSUMÉ

Afin d’étudier le métabolisme de la méthionine chez le veau préruminant, après une période
de mesure du bilan azoté, 2 et 5 mCi de méthionine-85S furent respectivement injectés dans la
veine jugulaire de 2 veaux Frisons de 52,8 kg (veau A) et 85,2 kg (veau B). L’aliment d’allaite-
ment distribué aux animaux contenait 24,8 p. 100 de protéines de lait de vache supplémentées
en lysine, thréonine, arginine et méthionine. Des prélèvements de sang, de peau et de muscle
furent effectués 2 h 30 et 5 h après l’injection. A l’abattage des veaux A et B (10 h et 7 h 30 après
l’injection), des échantillons de sang, de peau, de muscle, le foie, le pancréas, l’intestin, les reins
et la rate furent prélevés pour y étudier la répartition du marqueur entre la méthionine et ses
métabolites dans la fraction soluble ou insoluble dans l’acide trichloroacétique de ces tissus ou
organes.

La taurine, les méthionines sulfoxydes, le glutathion réduit ou oxydé, la cystine, la cysta-
thionine et la méthionine ont été identifiés parmi les composés marqués de la fraction soluble.
Les composés marqués des protéines étaient la méthionine et la cystine. L’abondance de méta-
bolites marqués de la transsulfuration indique que cette voie métabolique est particulièrement
active dans le foie et le pancréas. Cela est confirmé par l’importante proportion de la radio-
activité qui est incorporée dans les protéines de ces organes sous forme de cystine-!6S. Les
autres tissus dans lesquels la transsulfuration paraît active aussi, sont les reins et la peau.
La mesure de la quantité de méthionine 36S dans les protéines a montré que dans le pancréas,
le foie, l’intestin, les reins et la rate, la synthèse protéique était particulièrement intense. Dans
la peau et surtout le muscle, l’utilisation métabolique de la méthionine est la moins forte. La
répartition des principaux composés marqués dans l’ensemble de la radioactivité retrouvée
dans les tissus des veaux A et B, est la suivante: méthionine 58,4 et 61,7 p. 100 (44,5 et 44,6 p. 100
sous forme de méthionine-855 incorporée dans les protéines), cystine i6,! et 19,4 p. 100

(13,9 et 14,6 p. 100 sous forme de cystine-35S incorporée dans les protéines). De l’estimation des
quantités de méthionine et de cystine retenues par la méthode du bilan azoté, on déduit que
25 et 37 p. 100 du soufre ingéré sous forme de méthionine seraient retenus dans la méthionine des
protéines des veaux A et B.

On en déduit que dans un régime équilibré, la méthionine doit nécessairement représenter
plus de 33 p. 100 des acides aminés soufrés.



INTRODUCTION

Les voies les plus importantes de l’utilisation métabolique de la méthionine
sont la transméthylation, la transsulfuration et la synthèse protéique. Ces deux
dernières sont particulièrement importantes puisqu’elles conditionnent la synthèse
de la cystéine et celle des protéines. Lorsqu’on étudie le besoin en acides aminés sou-
frés, il importe de déterminer la part respective de ces 2 voies du métabolisme de
la méthionine. En effet, alors qu’il existe un besoin propre en méthionine pour la
synthèse des protéines, le besoin en cystéine peut être satisfait soit par la trans-
sulfuration, soit par un apport alimentaire de cystine. Il convient donc de déterminer,
dans le besoin global en acides aminés soufrés, la part minimale de la méthionine
ou celle qui peut être satisfaite indifféremment par l’apport de cystine ou de méthio-
nine.

Dans des travaux précédents, nous avons montré que la méthionine libre s’accu-
mulait dans le sang de veaux préruminants ingérant des aliments d’allaitement dont
les matières azotées contenaient o,9 p. 100 de cystine et plus de 3,5 p. 100 de méthio-
nine !PATUR!AU-MIRAND, PRUGNAUD et Piorr, 1973). Cette accumulation qui
traduisait la mauvaise utilisation métabolique de l’excès de méthionine indiquait
que le besoin en méthionine était satisfait. Toutefois, l’apparente inefficacité des
supplémentations en cystine, l’accumulation importante de la méthionine libre
dans le sang pour des niveaux de supplémentation assez bas, la présence de cysta-
thionine dans le sang, nous ont conduits à supposer que l’une des voies du catabolisme
de la méthionine (la transsulfuration) pouvait être plus ou moins active. Or, nous
avons vu quel rôle capital joue cette voie métabolique dans la définition du besoin
en acides aminés soufrés.

Nous avons donc entrepris l’étude du métabolisme de la méthionine dans la
synthèse protéique et dans la transsulfuration, à l’aide de méthionine-365. Cette
étude du métabolisme du soufre de la méthionine fut complétée par la détermination
du bilan azoté et une estimation des quantités d’acides aminés soufrés retenues.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Cette expérience fut réalisée en 2 essais successifs fondés sur le même principe. Toutefois,
les remarques faites à la suite du premier essai ont permis d’améliorer certains détails du proto-
cole pour le second (dose de radioactivité, temps d’abattage et agents d’extraction).

i. - Animaux et régimes

Ce travail fut effectué avec 2 veaux mâles de la race Française Fyisonne Pie Noire (veaux A
et B). Ces animaux étaient logés en cases individuelles sur caillebotis dans un local dont la tempé-
rature était de igoc et l’hygrométrie voisine de 65 p. ioo. En début d’expérience, le poids des
veaux A et B était respectivement : 39,0 et 54.5 kg. La composition de l’aliment expérimental
est rapportée dans le tableau i. L’aliment a été supplémenté par o,i2 p. 100 de lysine HCI,



o,o5 p. 100 de thréonine et 0,35 p. 100 d’arginine, afin d’éviter des carences éventuelles en ces
acides aminés et par un léger excès de méthionine (0,45 p. 100) de façon à favoriser l’étude du
métabolisme de la méthionine. La quantité de poudre offerte par jour était de 60 g par unité de

poids métabolique : PO,15 (kg). L’aliment était distribué en 2 repas sous forme de lait recons-
titué à 12 p. 100 de matière sèche par addition d’eau à 400C.

2. - Schéma expérimental

A partir de l’âge de 15 jours environ, les 2 veaux reçoivent le régime expérimental pendant
une période de 25 jours. Pendant la semaine précédant celle de l’injection de méthionine-g6S,
les urines et les fèces sont récoltées à l’aide de bambinettes et sacs à fèces, de façon à pouvoir
estimer le bilan azoté de ces animaux. Quatre jours après la fin de la période de mesure du bilan
azoté et deux heures après le repas du matin, les veaux A et B reçoivent respectivement 2 mCi

(r.a.s. (1) : 79 mCi/mM) et 5 mCi (r.a.s. : 286 mCi/mM) de L-méthionine 35S, à l’aide d’un cathéter
placé la veille dans la veine jugulaire.

3. - Prélèvements

Grâce à un second cathéter, les prélèvements de sang jugulaire sont effectués 2 h 30 et 5 h

après l’injection de méthionine marquée. De plus aux mêmes moments, sur l’une puis l’autre
cuisse, environ 20 g du muscle semi-membraneux et 10 g de la peau rasée recouvrant cette

(1) r.a.s. : radioactivité spécifique.



région sont prélevés sous anesthésie locale par biopsie. L’urine et les fèces éventuellement excré-
tées après l’injection sont recueillies de la même façon que pendant la période de mesure du bilan
azoté. Les veaux A et B sont abattus 10 h ou 7 3o après l’injection de méthionine-a6S. Outre
un échantillon de sang, de peau et de muscle, sont alors prélevés les organes suivants : le foie,
l’intestin, le pancréas, la rate, les reins et l’urine contenue dans la vessie.

Une fraction des échantillons de sang est recueillie dans l’éthanol froid 95° additionné de
2 p. 100 de thiodiglycol comme antioxydant (veau A) ou dans une solution d’acide trichloracé-
tique (ATC) 10 p. 100 contenant 2 p. 100 de thiodiglycol (veau B). L’autre fraction est centri-
fugée pour obtenir du plasma qui est rapidement congelé à l’azote liquide.

Les échantillons de muscle et de peau prélevés par biopsie ou après l’abattage sont rapide-
ment découpés et congelés dans l’azote liquide. Le foie est perfusé par du sérum physiologique
froid de façon à être lavé de son sang puis rapidement découpé en petits morceaux et congelé.
Pour éliminer le sang ou d’autres contaminants, les reins, le pancréas, et la rate sont découpés
en petits morceaux et triturés dans du sérum physiologique, puis congelés à l’azote liquide. L’in-
testin est vidé de son contenu par pression des doigts, rincé à l’acide trichloracétique 10 p. 100
froid puis congelé dans l’azote liquide.

Les tissus et organes prélevés sont conservés à - 15°C avant échantillonnage et analyse.

4. - Échantillonnage

Tous les tissus ou organes congelés, à l’exception de la peau, sont broyés au Waring Blendor
dans l’azote liquide de façon à obtenir une poudre homogène et préparer des échantillons de
10 à 30 g. La peau est broyée dans l’azote liquide à l’aide d’un broyeur à billes Dangoumeau.

5. - Analyses

a) Détermination de la teneur en matière sèche et en matières azotées.

La teneur en matière sèche de l’aliment et des refus est déterminée par dessiccation dans une
étuve ventilée à 85°C, celle des fèces, par lyophilisation. Les matières azotées de l’aliment, des
fèces, de l’urine et des échantillons des tissus ou organes sont dosées selon la méthode de Kjeldahl.

b) Extraction des composés libres et préparation des échantillons.

Les acides aminés soufrés et leurs dérivés libres sont extraits selon la méthode des épuise-
ments successifs. A l’aide d’un homogénéiseur Waring Blendor ou Ultra-Turrax, 10 à 3o g
de tissu sont intimement mélangés à fois leur poids d’agent d’extraction froid. Le soluble est
séparé du reste du tissu par centrifugation à 5 00o g pendant 15 minutes. Le culot de centrifu-

gation est repris par une quantité d’agent d’extraction légèrement inférieure et traité de la même
façon. Cette dernière opération est répétée une autre fois. Les solvants utilisés sont l’ATC
10 p. 100 pour tous les tissus du veau A à l’exception du sang qui est traité par l’éthanol 82° addi-
tionné de 2 p. 100 de thiodiglycol. Pour tous les tissus du veau B, les extractions sont faites à
l’ATC 10 p. 100 contenant 2 p. ioo de thiodiglycol. Les extraits à l’ATC sont débarrassés de la
majeure partie de l’ATC par passage sur résine échangeuse d’anions Dowex z x 8. La résine
est rincée par de l’acide chlorhydrique 0,02 N qui est éliminé de l’effluent par des évaporations
successives à l’évaporateur rotatif sous vide (source chaude 380-400C). Enfin, l’échantillon est
repris par du tampon citrate de sodium pH 2,2 (0,2 M) et amené à un volume connu. Les extraits
alcooliques de sang du veau A sont purifiés par passage sur résine échangeuse de cations
Amberlite IR 120 (PAWLAK et PION, 1968).

c) Préparation des échantillons pour le dosage des acides aminés soufrés des protéines.

Les résidus de la 3e extraction sont lavés sur Büchner au méthanol-acétate de sodium
neutralisé et à l’éther pour éliminer l’ATC, puis séchés à l’alcool. Les résidus secs sont broyés
au broyeur à billes Dangoumeau afin d’obtenir une poudre homogène pour le dosage de l’azote
et des acides aminés soufrés. La teneur en méthionine et en cystine de ces résidus est déterminée
après oxydation à l’acide performique puis hydrolyse à l’acide chlorhydrique 5,5 N environ, pen-
dant 24 h selon la méthode décrite par Piou et FAUCONNEAU (1966).



6. - Dosage des acides aminés

Les acides aminés soufrés et la plupart de leurs dérivés soufrés sont séparés et dosés par
chromatographie sur résine échangeuse de cations selon une méthode dérivée de celle de MOORE,
SPACKMAN et STEIN (1958).

7. - Mesure de la radioactivité

La radioactivité globale des extraits et des résidus est mesurée par scintillation liquide à
l’aide d’un spectromètre Packard Tri-Carb 3375 (ARNAL, FAUCONNEAU et PECH, 1971). Le
liquide scintillant est de l’Instagel (Packard). Les résultats sont corrigés pour le « quenching »
par la méthode du standard externe, et pour la décroissance de la radioactivité en fonction du
temps.

La radioactivité des composés des extraits ou des protéines est déterminée par radiochroma-
tographie des échantillons à l’aide d’un spectromètre à cellule d’anthracène (Packard Flow
Detector) placé à la suite de la colonne de résine échangeuse d’ions de l’analyseur d’acides aminés.
Ce spectromètre est étalonné à l’aide de standards dont la radioactivité est mesurée grâce au spec-
tromètre Tri-Carb. La radioactivité des différents composés marqués détectés peut être exprimée
en pour cent de la radioactivité globale des échantillons, puis calculée en valeur absolue grâce
à cette dernière.

8. -- Calcul du bilan de l’azote et des acides aminés soufrés

La vitesse de croissance dans les jours précédant immédiatement l’injection de méthio-
nine-355, est estimée à partir de la consommation mesurée pendant cette période et de l’indice
de consommation calculé pendant les périodes précédentes. Il semble en effet que ce soit la
méthode simple la plus fiable pour l’estimation du gain de poids journalier sur de très courtes
périodes. Grâce au bilan azoté et à la vitesse de croissance, la rétention azotée moyenne dans les
jours précédant immédiatement l’injection de méthionine 35S peut être estimée. Une évaluation
des quantités de méthionine et de cystine fixées quotidiennement pendant cette période, peut
alors être faite à partir de la composition moyenne en acides aminés soufrés des protéines des
veaux.

RÉSULTATS

I. - Croissance et bilan azoté

Les vitesses de croissance et consommations journalières rapportées dans le

tableau 2 sont très différentes pour les 2 veaux. Il en est de même des bilans azotés;
et les coefficients d’utilisation pratique de l’azote sont respectivement de 44 et 67
pour les veaux A et B.

2. - Com!osés soufrés des tissus

Protéines.

Dans le tableau 3 sont rassemblées les compositions en méthionine et cystine
des protéines des tissus ou organes analysés. Les teneurs en méthionine de la peau,
du foie et du sang sont particulièrement basses, alors qu’elles sont les plus élevées
dans le muscle. Les teneurs en cystine sont les plus importantes dans le pancréas
et le sang. Elles semblent variables dans la peau rasée, le foie et le sang.





Fraction libre (tabl. 4).
Dans les extraits, certains métabolites des acides aminés soufrés ont pu être

dosés en même temps que ces derniers car ils ne se trouvaient ni en trop grande, ni
en trop faible quantité, étaient convenablement séparés par chromatographie et
réagissaient à la ninhydrine (taurine, méthionine sulfoxyde, cystine, cystathionine,

méthionine). Un outre, d’autres composés ont été détectés sur le chromatogramme
ou le radiochromatogramme ; il s’agit de l’acide cystéique ou cystéine sulfinique,
des glutathions, de la cystéine et de la S-adenosyl méthionine. Cependant tous ces
composés n’ont pas été identifiés avec certitude. Ainsi, certains composés acides
réagissant à la ninhydrine pourraient être de l’acide cystéique ou de l’acide cystéine
sulfinique ; de la même façon, 2 composés fortement retenus sur les colonnes échan-
geuses de cations (« composés basiques ») pourraient être de la S-adénosyl méthio-
nine et une amine soufrée. Enfin, il convient de remarquer qu’au cours de la puri-
fication des extraits par passage sur résine échangeuse d’anions (Dowex 2), en milieu



acide (pH o,8), les composés les plus acides sont retenus. D’après GAITONDE et

GAULL (z967), il s’agirait essentiellement de sulfate ou 3’-phosphoadénosine g’-phos-
phosulfate, p-mercaptopyruvate, p-sulfinyl pyruvate, y-méthiol-«-cétobutyrate,
acide cystéique, acide homocystéique. Ce sont des métabolites de la cystéine à l’ex-
ception de l’acide Y-méthiol-a-cétobutyrique et de l’acide homocystéique qui
proviennent du catabolisme direct de la méthionine. Le sulfate qui est le principal
catabolite de la cystéine, peut aussi provenir directement du catabolisme de la méthio-
nine. L’addition de thiodiglycol à l’ATC (veau B) a effectivement protégé la méthio-
nine de l’oxydation puisque dans les extraits ainsi traités, nous n’avons trouvé de
méthionine sulfoxyde qu’à l’état de traces. Les méthioninémies observées sont voi-
sines de celles constatées au cours d’une expérience précédente chez des veaux ingé-
rant des quantités semblables de méthionine (PA2URFAU-MIRAND, PRUGNAUD et

PION, 1973).

3. - Distribution de la radioactivité des extraits

La radioactivité de certains composés de la fraction libre des tissus et organes
étudiés est rapportée dans le tableau 5. Les compartiments dans lesquels la radioac-
tivité totale libre est la plus élevée sont le foie et le pancréas ; de plus, c’est dans ces
organes que la part de la radioactivité des composés dérivés de la méthionine dans



la radioactivité totale de l’extrait est la plus forte. Il y a donc une utilisation méta-
bolique intense de la méthionine notamment pour la synthèse de cystéine dans le
foie et de cystathionine dans le pancréas. La voie de la transsulfuration semble donc
active dans ces 2 organes. Dans l’intestin, les reins, la rate et la peau, la méthionine
libre renferme 20 à 45 p. 100 de la radioactivité libre totale ; les autres composés
marqués de façon importante dans ces organes et tissus, sont les composés acides
retenus sur la colonne Dowex 2 ainsi que la cystéine dans le rein et la cystathionine
dans la peau. Ces 2 derniers compartiments semblent aussi être actifs dans la trans-
formation de la méthionine en cystine. C’est enfin dans le sang et surtout dans le
muscle, que le métabolisme de la méthionine paraît le moins important : nous en
retrouvons une grande quantité sous forme libre alors que nous ne détectons pas de
composés de la transsulfuration.

Évolution de la radioactivité spécifique de la méthionine libre.
Sur la figure i sont représentées en coordonnées semi-logarithmiques, les varia-

tions de la radioactivité spécifique libre dans le sang, le plasma, le muscle et la peau.
Il semble que, d’une façon générale dans les tissus étudiés, les variations de la radio-

w .

activité spécifique de la méthionine libre, entre 2 h 30 et 7 h 30 ou 10 h puissent être
représentées par une exponentielle simple. Les radioactivités spécifiques moyennes
extrapolées à l’origine du temps sont voisines de 650 . io, et i 330 - io3 dpm/mg
de méthionine dans les tissus des veaux A et B.

4. - Distribution de la radioactivité dans les protéines (tabl. 6)

Les protéines dont la radioactivité est la plus élevée sont celles du foie et du
pancréas. C’est aussi dans ces protéines que se trouvent les activités spécifiques de
la méthionine et de la cystine les plus élevées. Dans les protéines de l’intestin, l’acti-





vité spécifique de la méthionine est voisine de celle du foie, mais celle de la cystine
est beaucoup plus basse. Le tissu dont les protéines sont les moins marquées est le
muscle. Cela conduit à penser que l’activité de la synthèse protéique y est plus faible
que dans les autres tissus ou organes étudiés. De plus, le muscle est avec la rate, le
seul tissu dans lequel on observe une valeur de la radioactivité incorporée plus
élevée à 7 h 30 (veau B) qu’à 10 h (veau A) après l’injection de méthionine-355.
L’étude du rapport de la radioactivité spécifique de la cystéine à celle de la méthio-
nine indique que dans le foie et le pancréas, la transformation de la méthionine
en cystéine est active puisque ce rapport est voisin de o,8. La valeur observée dans
le sang, elle aussi élevée, doit plutôt reflèter l’origine hépatique d’une fraction impor-
tante des protéines du sang. Dans la peau et les reins, ce rapport est proche de o,5 5
alors qu’il est peu éloigné de o,35 dans le muscle, l’intestin et la rate. Il semblerait
donc que dans ces 3 compartiments, les enzymes de la transsulfuration soient moins
actives ou que le catabolisme de la cystéine soit plus intense.

Évolution de la quantité de méthionine-35S incorporée
La figure 2 indique que l’incorporation de la méthionine dans les protéines du

muscle et de la peau, semble se faire de façon linéaire jusque vers 7 h 30 après l’in-
jection de méthionine-35S (veau B). Il semblerait qu’il y ait un léger ralentissement
par la suite (veau A).

5. - Distribution de la radioactivité dans l’ensemble du corps

A partir de l’ensemble des résultats observés dans la fraction soluble et dans les
protéines, du poids mesuré ou estimé des organes ou tissus analysés, nous avons entre-
pris de calculer la distribution de la radioactivité selon les composés et les compar-
timents (tabl. 7). Du fait de sa taille, le compartiment musculaire est celui qui ren-
ferme le plus de radioactivité, puis viennent le foie, l’intestin, la peau et le sang.
Ce calcul confirme que dans le foie et le pancréas, l’incorporation de la méthio-
nine dans les protéines et le catabolisme de la méthionine par transsulfuration sont
particulièrement actifs et qu’il en est de mêmc, à un moindre degré, dans le rein et
la peau. En revanche, la forte utilisation de la méthionine dans l’intestin et la rate
qui se traduit par une faible radioactivité de cet acide aminé, semble correspondre
surtout à la synthèse protéique. Il n’y a en effet que peu de cystine marquée dans
les protéines de ces organes. Comme ces protéines sont assez riches en cystine, on
peut alors supposer que la cystine est fortement réutilisée, ou que ces organes béné-
ficient de l’apport de cystine par les protéines plasmatiques (EAGLE H. et al., i96o ;
FROMM et NORDLIE, 1959).

Pour compléter ce tableau, nous y avons ajouté une estimation de la part de
la radioactivité retrouvée sous forme de méthionine, de cystine ou de composés acides
dans l’ensemble des tissus du veau. Cela permet de mieux mesurer l’importance de
l’utilisation de la méthionine pour la synthèse protéique. Ainsi peut-on voir que les
radioactivités de la méthionine et de la cystine incorporées dans les protéines sont
respectivement voisines de 45 p. 100 et de z4 p. 100 de la radioactivité injectée retrou-
vée dans l’ensemble des tissus ou organes étudiés.

Enfin pour avoir un bilan plus complet de la radioactivité injectée, dans le
tableau 8, nous avons montré la répartition de la radioactivité en tenant compte de





celle des contenus intestinaux et de l’urine. Dans les 72 p. 100 de la radioactivité

injectée retrouvée dans 64,2 ou 62,3 p. 100 du poids des animaux, la méthionine a la
part la plus importante à l’abattage.

6. - Vitesses de synthèse protéique et temps de renouvellement des protéines

A partir de l’évolution de la radioactivité spécifique de la méthionine libre et de
la radio activité incorporée sous forme de méthionine-36S dans la peau et le muscle,
il nous est possible d’évaluer la quantité de méthionine incorporée par heure
dans les protéines et le temps de renouvellement des protéines de ces tissus selon
la méthode décrite par ARNAL, FAUCONNEAU et PECH (1971) (tabl. g). Comme on
pouvait le déduire des observations précédentes, c’est dans le muscle que le temps
de renouvellement des protéines est le plus long.

DISCUSSION

r. - Méthodologie
a) Animaux.

Les 2 veaux étudiés étaient assez différents puisqu’au début de l’expérience,
ils avaient des poids assez éloignés et que pendant l’expérience, leurs vitesses de
croissance furent très différentes. Cependant les résultats observés rapportés au



poids des animaux sont assez comparables. Ainsi les vitesses de croissance des d !ux
veaux sont égales à 12 p. 100 du poids vif. Cela peut être une des raisons pour les-
quelles les résultats obtenus sur les 2 veaux sont voisins.

b) Prélèvements et abattage.
Les prélèvements de sang, plasma, muscle et peau rasée effectués au cours de

la journée étaient destinés à étudier le métabolisme de la méthionine et de la cystine
dans ces tissus (incorporation dans les protéines, cat.abolisme). Cependant, si les
échantillons de muscle et de peau rasée peuvent permettre d’estimer et de comparer
les vitesses d’incorporation de la méthionine-3bS dans les protéines puisque les tissus
prélevés à chaque fois sont très voisins, ils ne sauraient être considérés avec certi-
tude comme des échantillons représentatifs de la masse musculaire et de la peau.
Nous en ferons l’hypothèse malgré tout en première approximation. Bien qu’il
ait été montré (FROMM et NORDLIE, 1959) qu’à la suite de blessures, la vitesse d’in-
corporation de la méthionine et de la cystine dans le tissu cicatriciel et la transfor-
mation de la méthionine en cystine dans le foie soient plus importantes, nous ne pen-
sons pas que les biopsies de muscle et de peau aient modifié profondément le méta-
bolisme de ces acides aminés dans l’ensemble de l’organisme des veaux pendant les
quelques heures qui suivirent les prélèvements.

Des intervalles de temps assez longs entre l’injection de méthionine-35S et l’abat-

tage étaient nécessaires de façon à pouvoir observer le catabolisme du marqueur
et l’incorporation des composés radioactifs dans les protéines. Cependant des temps
trop longs ne nous auraient pas permis de mesurer correctement l’intensité de la
synthèse protéique dans la peau et le muscle. C’est pourquoi nous avons choisi 10 h,
puis 7 h 30, car au bout de 10 heures, l’incorporation de la méthionine-36S dans ces
tissus semblait être légèrement ralentie.

c) Radioactivité injectée et mesure de la radioactivité des composés soufrés Par radio-
chromatographie.
La dose de radioactivité injectée au veau A (2 mCi) était un peu faible pour

détecter et doser certains composés soufrés dans les extraits ou les protéines. Ainsi,
dans les protéines du muscle et de l’intestin du veau A, nous n’avons pas trouvé de
quantités mesurables de cystine-3bS ; or nous en avons trouvé dans celles du veau B.
L’estimation de la quantité de cystine-35S qui pourrait être incorporée dans ces pro-
téines chez le veau A, à partir du rapport de la radioactivité de la cystine à celle de
la méthionine incorporée dans les protéines de muscle ou de l’intestin du veau B,
conduit à des valeurs légèrement inférieures au seuil de détection de ce composé.
Ce sont ces valeurs estimées que nous avons retenues comme représentant la

radioactivité incorporée sous forme de cystine-35S dans les protéines musculaires et
intestinales. Il est permis de penser que les phénomènes sont identiques chez les
2 veaux et que l’absence de cystine-855 détectable dans les protéines de muscle et
d’intestin du veau A est due à la trop faible radioactivité injectée à cet animal.

2. - Catabolisme de la méthionine

Comme 7 h 30 et 10 h après injection de méthionine-355, seulement 62 p. 100 et

58 p. ioo de la radioactivité sont retrouvés sous forme de méthionine, nous pouvons
en déduire que le catabolisme de la méthionine est considérable pour un acide aminé



indispensable. Les études du catabolisme oxydatif du squelette carboné de ce composé
l’ont souvent confirmé (KWONG et BARNES, I963 ; FROST et MANN, I966 ; Hsu,
ANTHONY et BUCHANAN, I969 ; BENEVENGA et HARPER, I(!70 ; AGUILAR, HARPER et
B!N!V!NGA, 1972).

Transsulfuration.
Outre la transméthylation que nous n’avons pas étudiée, l’une des voies impor-

tantes du catabolisme de la méthionine est la transsulfuration par laquelle le soufre
de la méthionine est incorporé à la cystéine. Si la transsulfuration a été signalée
chez le Rat dans la peau (TARVER et SCHMIDT, 1939), dans le rein (FROMM et NORD-

LIE, 1959) ou le pancréas (BARNES et KWONG, 1965), c’est surtout dans le foie qu’elle
a été étudiée. Chez le Veau, elle semble également la plus active dans le pancréas, le
foie, le rein et la peau alors qu’elle est peu importante dans le muscle. L’étude de
la teneur des tissus ou organes en cystine-35S ou composés intermédiaires de la trans-
sulfuration doit être rapprochée de celle de l’activité des 3 enzymes principales de
cette voie (méthionine adénosyl-transférase, cystathionin!-,3-synthétase, y-cysta-
thionase) effectuée par MUDD et al. (1965) chez le Rat. C’est dans le foie, le pancréas
et les reins que l’activité de ces 3 enzymes est la plus élevée alors qu’elle est faible
dans le muscle. Les accumulations importantes de cystathionine observées dans
la rate, le pancréas ou l’intestin (tabl. 4) pourraient indiquer que, comme chez le
Rat, l’activité cystathionasique est plus faible dans ces organes par rapport à celle
des 2 autres enzymes. Nous devons toutefois rappeler que le marquage important
d’un tissu par la cystine-855 ne signifie pas nécessairement que la transsulfuration
est active dans ce tissu, car une partie de la cystine 35S peut y avoir été transportée
par les protéines plasmatiques.

Au niveau de l’animal entier, il semblerait que le catabolisme de la méthionine
par transsulfuration soit quantitativement important puisque la cystine-36S repré-
sente près de la moitié des catabolites de la méthionine à l’abattage (tabl. 7) ; l’autre
moitié correspond soit à des intermédiaires du catabolisme de la méthionine vers la
cystine (S-adenosyl méthionine, cystathionine), soit à des produits du catabolisme
de la cystine (taurine), soit à des composés non identifiés avec certitude mais qui
pour l’essentiel dérivent du catabolisme de la cystine ou éventuellement de la
méthionine (sulfate).

L’importance de la transsulfuration dans le catabolisme de la méthionine a aussi
été mis en évidence par LASTER et al. (1965) qui ont montré que la méthioninémie
augmentait considérablement et que l’excrétion de sulfate dans l’urine restait faible
après administration d’une surcharge de méthionine à des patients souffrant d’une
déficience en cystathionine synthétase.

3. - Catabolisme de la cystine

N’ayant isolé et identifié avec certitude parmi les catabolites de la cystine que
la taurine, il nous est difficile de quantifier l’importance du catabolisme de la cystine.
Cependant nous avons vu que les différents composés soufrés retenus sur Dowex 2
étaient principalement des produits du catabolisme de la cystine.

Il semblerait donc que si le catabolisme direct de la méthionine est faible,



le catabolisme de la cystine soit intense puisqu’une proportion importante de la
radioactivité qui n’est pas sous forme de méthionine est représentée par des cata-
bolites de la cystine.

4. - Incor!oration de La méthionin.e-35S

Les organes ou tissus classés dans l’ordre décroissant des activités spécifiques
de la méthionine sont : le pancréas, le foie, l’intestin, les reins ou la rate, la peau,
le sang et le muscle. Ces résultats sont en partie en accord avec ceux signalés par
ailleurs. Ainsi, une synthèse des observations de différents auteurs ayant comparé,
après administration de méthionine-355, l’incorporation dans divers organes, du soufre
marqué (FPIEDBERG, TARVER et GREENBERG, 1948, 1VIURUMATSU, SATO et ASHIDA,
1963 chez le Rat, et P!TRICH!V et LAZAROV, 1970 chez le Cobaye) ou de la méthio-
nine-gbS (Hsu et WOOSLEY, 1972, COHEN et aL., 1973 chez le Rat), montre que c’est
dans les protéines du pancréas ou de la muqueuse intestinale que se trouvent les
activités les plus fortes, puis viennent les protéines du foie ou du rein ; les activités
les plus faibles se rencontrent dans le sang et le muscle. Si, dans l’intestin, l’activité
spécifique de la méthionine que nous avons mesurée est nettement inférieure à celle
du pancréas, c’est sans doute parce que notre analyse a porté sur la paroi intestinale
entière et non sur la seule muqueuse intestinale. Pour résumer ces observations,
il semblerait que l’on puisse distinguer schématiquement deux groupes ; l’un parti-
culièrement actif qui comporte le pancréas, le foie, l’intestin, le rein et la rate, l’autre
beaucoup moins actif qui comprend la peau, le sang et le muscle.

5. - Incor!oration de La cystine-35S

Les tissus contenant le plus de cystine-35S provenant du catabolisme de la
méthionine 35S sont ceux dans lesquels on notait la plus forte incorporation de méthio-
nine-35S : pancréas et foie. Il n’en est pas nécessairement de même pour les autres
tissus ou organes, car une forte incorporation de cystine-855 nécessite à la fois un apport
important de cystine-35S provenant de la transsulfuration et une active synthèse
protéique. C’est la raison pour laquelle nos résultats diffèrent quelque peu de ceux
de HSU et ANTFIONY (1971) et de COHEN et al. (1973) qui étudient l’incorporation de
cystine-36S après injection de cystine-355. Dans ces conditions en effet, l’incorporation
de la cystine 35S dépend uniquement de la synthèse protéique. Ainsi dans le foie,
nous observons une activité spécifique de la cystine après injection de méthionine-
35S plus élevée que dans la plupart des organes, alors que selon ces auteurs elle est
inférieure à celle de la muqueuse intestinale ou des reins. Cela pourrait signifier
que dans le foie, la transsulfuration est particulièrement active. La peau qui est
le tissu le plus marqué chez le Rat après injection de cystine-35S (Hsu et ArrTxorrY,
1971) est beaucoup moins marquée par la cystine-35S après injection de méthionine-
36S chez le Veau. Il est possible que cette différence tienne au mode d’expression des
résultats puisque Hsu et ArrTxoNy mesurent l’activité spécifique de la protéine et que
nous avons calculé celle de la cystine. Elle pourrait aussi signifier que l’intensité
de la synthèse protéique dans ce tissu l’emporte sur celle de la transsulfu-
ration.



6. - Bilan azoté

De l’évaluation de la quantité d’azote fixée par jour, nous avons déduit les quan-
tités de méthionine et de cystine retenues. Connaissant la teneur en soufre de ces
acides aminés, nous pouvons calculer la quantité de soufre venant de la méthionine
qui est retenue dans les protéines sous forme de méthionine et de cystine (tabl. ro).

Là encore, le catabolisme de la méthionine paraît intense puisque 63 à 75 p. 100
de la quantité journalière ingérée seraient dégradés. Si on suppose que la totalité
du soufre de la méthionine catabolisée est incorporée dans la cystine, c’est 20 à

19 p. ioo du soufre de la méthionine ingérée par jour qui seraient fixés dans les pro-
téines sous forme de cystine. Ces résultats sont voisins du pourcentage de radioac-
tivité injectée retrouvée sous forme de cystine à l’abattage (tabl. 7).

7. - Conséquences

I,es résultats de l’étude du métabolisme de la méthionine par l’intermédiaire du
bilan azoté ne semblent pas en contradiction avec ceux obtenus à l’aide de méthio-
nine-35S: Les différences constatées dans l’estimation de la quantité de méthionine
retenue dans les protéines : 45 p. 100 de la méthionine-36S (tabl. 7) ou 25 à 37 p. 100

de la méthionine ingérée (tabl. 10) peuvent s’expliquer de plusieurs façons. Tout
d’abord, il est compréhensible que le métabolisme de la méthionine ingérée puis
absorbée, soit quelque peu différent de celui de la méthionine injectée directement
dans la veine jugulaire (STEGm·rx et DEN BESTEN, 1972) puisque, dans ce dernier cas,
on élimine l’incidence de l’absorption et on minimise l’importance du tractus intes-
tinal et du foie. Or nous avons déjà souligné chez le Veau le rôle considérable de ces



2 organes dans la synthèse protéique et le catabolisme de la méthionine. De plus,
si les résultats estimés par la méthode des bilans représentent les valeurs moyennes
journalières de phénomènes mesurés sur plusieurs jours, ceux obtenus par dosage
de la radioactivité correspondent à l’ensemble des phénomènes mesurés sur 7 h 30 ou

10 h. Enfin, il faut reconnaître que la précision de ces résultats est affectée par les
diverses approximations ou estimations que nous avons dû faire (poids de certains
tissus, échantillonnage, quantités d’acides aminés soufrés fixés).

De la même façon, les 3 hypothèses évoquées pour la méthionine peuvent contri-
buer à expliquer les différences constatées entre les 2 estimations pour la cystine.
Les différences sont beaucoup plus faibles si à la quantité de cystine _358 retenue dans
les protéines, nous ajoutons la cystéine -36S soluble dont une fraction considérable
est incorporée dans le glutathion (tabl. 7). La concordance des résultats ainsi obtenus
semblerait justifier l’hypothèse que nous avons faite pour calculer la quantité de
cystine retenue provenant du catabolisme de la méthionine, selon laquelle l’essentiel
du soufre de la méthionine dégradée est transféré à la cystéine.

De la comparaison de ces 2 méthodes d’étude du métabolisme de la méthio-

nine, il paraît découler que chez des veaux ayant une bonne croissance (veau B)
et recevant un régime riche en méthionine, près de 40 p. 100 de la méthionine ingérée
est retenue dans les protéines tandis que le reste, catabolisé par transsulfuration,
fournit de la cystine et d’autres métabolites. Il en résulte qu’avec ce régime trop
riche en acides aminés soufrés (4,5 g de méthionine et 0,0 g de cystine pour 100 g
de matières azotées), la quantité de méthionine nécessaire à la synthèse protéique
est voisine de 33 p. 100 du total des acides aminés soufrés du régime. Il semble donc
que dans un régime convenablement équilibré, la méthionine doive nécessairement
représenter plus de 33 p. 100 des acides aminés soufrés. Cela est en accord avec les

40 à 50 p. 100 obtenus par PION (I(!72), BYINGTON, HOWE et CI,ARK (1972) chez le
Rat en croissance, GRABER, SCOTT et BAKER (1971) chez le Poulet, BAKER et al.

(1969) chez le Porc, mais s’oppose quelque peu aux 30 p. 100 trouvés chez le Rat

par RAO, NORTON et JOHNSON (I96I) et SOWERS, STOCKI,AND et 1VI!AD! (1972)
ou chez le Porc par MITCH!I,r, et al. (I968).

CONCLUSION

Bien que cette étude du métabolisme de la méthionine-35S ait été conduite sur
2 animaux seulement qui, de plus, étaient assez différents, les principales voies du
métabolisme des acides aminés soufrés ont pu être retrouvées chez le Veau préru-
minant. Dans l’organisme de veaux recevant un régime riche en méthionine et pauvre
en cystine (teneurs respectives : 4,5 g et 0,9 g p. 100 g de matières azotées), la méthio-
nine est rapidement incorporée ou catabolisée pour donner de la cystéine. Les organes
les plus actifs dans l’utilisation métabolique de la méthionine sont le pancréas et le
foie ; dans le muscle au contraire, la synthèse protéique et le catabolisme de la méthio-
nine paraissent moins intenses que dans tous les autres tissus ou organes étudiés.
Chez le Veau préruminant de plus d’un mois, le besoin en cystéine semblerait pouvoir
être satisfait pour une grande part au moins, par un apport convenable de méthionine,
comme chez la plupart des autres mammifères ; l’apport de cystine dans le

régime devrait permettre de diminuer l’apport de méthionine.
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SUMMARY

METABOLISM OF 35S-M!THIONIN! IN THE PRERUMINANT CALF

Two and five mCi of 35S-methionine are injected respectively into the jugular vein of 2
Friesian calves weighing 52.8 kg (calf A) and 85. 2 kg (calf B) in order to study methionine meta-
bolism in the preruminant calf. Milk replacer distributed to the animals contains 24.8 p. 100 cow

milk proteins supplemented with lysine, threonine, arginine and methionine. Samples of blood,
skin and muscle are taken 2 1/2 and 5 hours after injection. When calves A and B are
slaughtered (io and 1/2 hours after injection), samples of blood, skin, muscle, liver, pancreas, intes-
tine, kidneys and spleen are taken to study the distribution of g6S between methionine and its
metabolites in the trichloroacetic acid soluble or insoluble fractions of these tissues or organs.

Taurine, methionine sulphoxides, reduced or oxidized glutathion, cystine, cystathionine
and methionine are identified among the labelled components of the soluble fraction. Labelled
components of proteins are methionine and cystine (tabl. 6). Abundance of labelled metabolites of
transsulphuration indicates that this metabolic pathway is particularly active in liver and pancreas.
This is confirmed by the large proportion of radioactivity incorporated in the proteins of these
organs in the form of 35S-cystine. Other tissues in which transsulphuration also seems active are
kidneys and skin. The amount of 36S-methionine measured in proteins shows that in pancreas,
liver, intestine, kidneys and spleen, protein synthesis is very intense (tabl. 7). In skin, and especially
in muscle, metabolic utilization of methionine is less intense. Distribution of main labelled compo-
nents in the total radioactivity found in tissues of calves A and B, respectively, is the following : me-
thionine 58.4 and 6r.! p. 100 (44.5 and 44.6 p. ioo in the form of 35S-methionine incorporated in pro-
teins), cystine 16.7 and 19.4 p. 100 (13.9 and 14.6 p. 100 in the form of 35S-cystine incorporated in
proteins) (tabl. 7). Using the nitrogen balance method to estimate quantities of methionine and
cystine retained, it is found that 25 and 37 p. 100 of sulphur ingested in the form of methionine is
retained in methionine of the proteins of calves A and B. It is concluded from our results that
methionine may be actively converted into cystine and dietary cystine may have a sparing-effect
on methionine requirement of the preruminant calf.

Howewer, in a balanced diet, methionine should represent more than 3; p. 100 of sulphur
amino acids.
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