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sais, doit venir de la qualité différente de I’ABIA non radioactif
utilisé pour ces dilutions.

Les radiochromatogrammes montrent nettement un trainage plus
ou moins accentué qui indique que la pureté radiochimique de
I"ABIA* n’est pas excellente : les impuretés également marquées,
¢loignées par la séparation chreamatographique, contribuent & expli-
quer les différences importantes qui existent entre les valeurs des
dernit¢res colonnes des tableaux 5 et 6. L’hétérogénéité du papier et
la répartition de I’ABIA contribuent & expliquer aussi ’imprécision
des résultats d’'une part, et les différences entre les valeurs des

tableaux 5 et 6.

5.3. 4. ConcLusiONS.

S’il est théoriquement possible d’utiliser la méthode radiochroma-
tographique d’une maniére absolue, pratiquement les difficultés de
mise an point portent a y renoncer. Les raisons principales peuvent
étre résumées ainsi :

a) le processus chromatographique n’est jamais strictement quan-

titatif.

h) la non uniformité de l’épaisseur du papier et de la réparti-

tion du matériel chromatographié entrainent, dans le cas d’émet-

teurs de radiations B molles comme celles du Cl* notamment

(a fortiori dans le cas du tritium), des erreurs de géométrie

et d’auto-absorption assez considérables pour rendre la mesure

de radioactivité peu précise.

c) Lorsque la pureté radiochimique des substances chromatogra-
phiées n’est pas grande (substances autodégradées sous I’action
de leurs propres radiations par exemple) un artefact est créé.
C’est pourquoi dans la pratique du laboratoire, 1’emploi de la

radiochromatographie comme méthode relative est préférable, pour

les radioéléments & radiations molles notamment (H3, C14, S35 ,.).

6. ABIA MARQUE PAR DU Cu

Dans les essais dont il est fait mention ici, nous avons utilisé
deux types de molécules d’ABIA marquées par du Cl4:

1) celle dont le C!4 se trouve dans la chaine latérale ;

2) celle dont le C!% est contenu dans le cycle.

6.1. C1* dans la chaine latérale.

Deux types de composés sont actuellement en vente dans le
commerce :
a) C dans le - COOH.



248 P.-F. PILET ET P, LERCH

Tl s’agit de l'acide p-indolyl-acétique [C'*OOH] qu'on peut ap-
peler aussi acide indolyl-3-acétique [C*OOH].

Ce produit est relativement peu intéressant pour des essais bio-
logiques. Mentionnons qu’il a été toutefois utilis¢ avec succeés par
Suaw et Hawkins (1958) dans des essais de décarboxylation de I’ABIA.
On le fabrique & partir de la gramine et du NaC*N (Fanc et Burrs,
1957).

b)y Ci dans le -CH, - .

Il s’agit de I’acide B-indolyl-acétique [Cl¢ o] appelé aussi acide
indolyl-3-acétique [C'#a]. Cette substance se prépare actuellement
selon la technique de Sturz, Arkinson et Gowrpon (voir Sturz, 1957),
également 4 partir de gramine (marquée par la combinaison de l'in-
dole avec le diméthylamino-hvdroxv-méthane, substance marquée par

du C! en - CH,-).

6.2. Cit dans le cycle.

Il s’agit surtout d’ABIA marqué en position ¢ du noyau et qu’on
apelle acide (3-indolyl-acétique [Clta] ou acide B-(Ct4-2-indolyl) acé-
tique ou encore acide indolyl-3-acétique [C!4]-2.

Ce produit qui a été employé pour la premiére fois par Rax
et Tmimann (1956) pour des expériences d'inactivation enzymatique
de ’ABIA, est préparé selon la technique de Picmar, Aubinot et Mon-
NET (1954). Ce procédé consiste a traiter 1'o-formo-toluidine par du
formiate d’éthyle marqué par du C!4; Po-formo-toluide formée don-
nera de l'indole marqué.

6.3. Molécules employées.

Nous avons utilisé :

1. de Pacide j3-indolyl-acétique [Cita’] fabriqué par le « Radioche-
mical Centre » d’Amersham (England): Dactivité spécifique de
cette substance est de 3,82 me/mM ;

2. de l'acide B-indolyl acétique [C!ta] synthétisé par le « Centre
d’Etudes nucléaires » de Saclay (France); Dactivité spécilique
de ce produit est de 6,9 mc/mM.

La premitre substance a, avant tout, servi & des essais préliminai-

res, les graphiques que nous donnons dans ce travail ont tous été

~

construits & partir de résultats obtenus avec le second composé.

6.4. Protection.

Lorsqu’on travaille avec le C'4, les précautions a prendre sont re-
lativement modérées. En effet, le C¢ figure dans la classe 4, celle
des radioéléments les moins toxiques. Pour un laboratoire de re-
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cherches en biochimie, il est actuellemznt admis!! que des quantités
allant juasqu'a 10 mC peuvent étre manipulées sans précautions spc-
ciales. A titre d'indication, le soufre-35 et le phosphore-32 figurent
dans la classe 3 et la limite est fixéz & 1 mC. Ll est rare qu'on soit
appel¢ & manipuler des quantités de radioisotopes supérieures a
ces normes.

L'organisme inhalant du C'* sous forme de C'*0Q, ou de pous-
sitres contenant des produits marqués au C'4, ne garde pas long-
temps ces composés, le danger ne doit pas étre toutefois sous-
estimé. Au cours des manipulations, une grande propreté doit étre
observée. C'est par ailleurs une garantie quant aux mesures sui-
vantes, la contamination des instruments conduisant aux erreurs
les plus insidieuses.

Par surcroit de précaution, le personnel porte en permanence
des films dosimétriques qui renseignent sur la dose accumulde.
Ces films sont développés tous les quinze jours dans un centre
spécialisé: ils doivent donner les doses 3 et Y. Les locaux et en
particulier les tables de travail sont périodiquement contrdlés pour
la contamination, i 'aide d’un instrument muni d’un compteur Geiger-
Miiller. LLa manipulation des quantités plus importantes se fait sous
hotte ventilée: les surfaces de travail sont recouvertes d'un reve-
tement facilement détachable et remplacable en cas de contamination.

Enfin, les régles générales pour la manipulation des radioisoto-
pes sont observées.

7. DOSAGE RADICCHROMATOGRAPHIQUE

L'essentiel de la technique a déja été dit a propos de la discus-
sion de la méthode biochromatographique, aussi serons-nous trés
brefl dans la description de cette méthode.

7. 1. Extrait enzymatique.

Des extraits aqueux sont préparés comme précédemment (v.p.2]7):
puis la période d’incubation enzymatique achevée, on récupeére UABIA

par de l'éther (v. p. 226).

7.2. Séparation chromatographique.

On applique une fraction de cette solution éthérée (tache ini-
tiale), (v. p. 225).

La préparation du papier est toutefois légérement différente, on
utilise du papier Whatmann n° 1, mais les feuilles sont de plus
petit format que celles qu'on emploie pour le dosage biochromato-
graphique. De plus, pour éviter une dispersion des composants auxi-
niques au cours de la diffusion du solvant, on utilise des papiers
perforés (fig. 15).

7.3. Recherche du Rf.

Des essais controle sont réalisés, en partant d’une solution éthé-
rée ne contenant que de I'ABIA*. On détermine alors les valeurs

11 Safety Serie no 1, International atomic Energy Agency, Vienna. 1958,
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