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Transport sanguin de suspensions colloidales
de phosphate de chrome radioactif
en milieu gélatiné

PAR

Cravoe BIEDERMANN

(Travail réalisé au Centre anti-cancéreux romand sous la direction
du Dr S. Nevkoymm ¥, privat-docent de la Faculté de médecine de Lausanne)

CHAPITRE PREMIER

InTRODUCTION

C’est en 1958 que le Dr Neukomum nous a suggéré d’étudier in vive
le comportement de suspensions colloidales de radiophosphate de
chrome (CrP*0,) dans le sang du lapin. Neukomm et coll., qui tra-
vaillent depuis de nombreuses années a déterminer les propriétés
physico-chimiques du phosphate de chrome radiomarqué au P32, en
suspension dans de la gélatine, ont cherché une méthode permettant
de préparer des suspensions stables et homogénes.

Nous désirons en particulier savoir si la rentabilité et I’homogé-
néité caractéristiques in vitro de ces suspensions de phosphate de
chrome sont ou non altérées lorsque, in vivo, le colloide est pris en
charg: par lc systeme réticulo-endothélial (SRE).

Notons d’emblée que la réaction du SRE vis-a-vis des particules
injectées se traduit d’une part par la vitesse de disparition de celles-
ci dans le sang et d’autre part par le degré de leur fixation dans les
divers organes,

De nombreux auteurs se sont penchés sur la physio-pathologie du
SRE. Au cours des dix derniéres années, HerLLeEr, HarpErRN et coll.
(2, 3,4,15), GasrieLi (11), Jones et coll. (21), Gorman (13), Dosson
et coll. (5,6.7,8,9), SueprarD et coll. (33), MueLLer et Rossier (27),
Herve et Govaerrs (16, 17), Avcenx et coll. (1), Neukomm et coll. -

* Que Monsieur le Dr Serge Neukomm trouve ici ’expression de ma profonde
gratitude pour l'intérét qu’il a bien voulu porter i ce travail, et pour la maniére dont
il m’a conseillé. .

J’adresse mes remerciements a tous les collaborateurs du Centre anti- cancéreux‘
romand pour leur aide précieuse.
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(19, 20, 23, 24, 28, 29, 30), ZiversmiT et coll. (35) ont tenté de préci-
ser par divers moyens les mécanismes qui interviennent dans la cap-
tation de suspensions colloidales variées par le SRE.

1i ressort des travaux de ces auteurs que les substances et les pro-
duits utilisés pour l’exploration du SRE doivent répondre autant que
possible aux conditions suivantes :

1o étre des suspensions colloidales au sens propre du terme, c’est-
A-dire étre formées d’agrégats micellaires complexes. Le SRE
ne phagocyte pas les substances en état de dispersion molécu-
laire ou ionique ;

20 étre stables : toute instabilité entraine une modification plus
ou moins rapide de la concentration, voire de la structure des
agrégats micellaires en suspension, et par conséquent une ré-
ponse variable du SRE ;

3o étre homogénes dans leur constitution, c’est-ia-dire étre formées
autant que possible de micelles de méme volume et de méme
nature,

Suspensions homogénes et courbes de disparition.

La notion de I’homogénéité des suspensions colloidales a retenu
tout particulidrement l’attention des chercheurs. On entend générale-
ment par «suspension homogéne » une suspension dont la dimension
des particules ne varie qu’entre des limites « étroites ». Par opposi-
tion, les particules d’une suspension hétérogéne sont de dimension
trés variable.

Théoriquement, la courbe de disparition du sang en fonction du
temps, pour les suspensions homogeénes injectées dans la circulation,
suit unc loi erponentielle. En fait, il n’existe pas de suspension colloi-
dale si rigoureusement homogéne que les micelles aient toutes le méme
volume et suivent de fagon absolue cette loi exponentielle. Mais pra-
tiqguement, les suspensions sont dites homogeénes lorsque leur courbe
de disparition reportée dans un graphique semi-logarithmique est une
droite. L’existence d’une telle courbe permet de définir sans difficulté
la « période » de la présence des particules dans le sang (T/2), c’est-
d-dire le temps nécessaire pour que disparaisse la moitié de la ra-
dioactivité des particules injectées.

Les observations de Havpern et coll. (2,4), Dosson (8), GABRIEL-
L1 (11), Gorman (13) et Neuxomm et coll. (28, 29), concordent entidre-
ment sur ce point,

Harpern et coll. (4), GaBrELL: (11) constatenti que les courbes de
disparition des particules colloidales dans le sang ont une pente ini-
tiale fortement inclinée. En effet, la moitié de la dose injectée dispa-
rait du sang en un temps (T/2) de Pordre de la minute. Toutefois,
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Dossox et coll. (7,13), en étudiant le comportement de différentes
suspensions, observent que les courbes de disparition varient selon
la grandeur des particules. Ils distinguent avec GoFMAN :

1c des particules relativement grandes, a fort effet Tyndall, qui
disparaissent rapidement du flux sanguin et se retrouvent essen-
tiellement dans le foie et dans la rate. La pente initiale de la
courbe de disparition est grande ;

20 des particules de grandeur moyenne, a effet Tyndall atténué,
disparaissant lentement du flux sanguin ;

3¢ de fines particules, traversant aisément les membranes biologi-
ques, ne présentant aucun effet Tyndall.

Zirversmit et coll. (35) obtiennent un résultat absolument super-
posable avec une suspension dont les micelles sont, une premiére fois,
de petite dimension et, dans une deuxiéme expérience, de grande di-
mension.

Ainsi la vitesse de disparition des suspensions colloidales est d’au-
tant plus lente que les particules injectées ont une dimension moyenne
plus petite et des dimensions maximales et minimales moins disper-
sées; il est aussi démontré que la loi de disparition du sang est ex-
ponentielle quand la suspension est homogeéne.

Neukomm et coll. (19, 20, 28, 29,30) ont btenu des suspensions
homogeénes de CrPO, a particules de diametre connu variant dans
d*étroites limites, en soumettant au broyage et a la centrifugation,
pendant un temps déterminé, une suspension hétérogéne de CrPO,
dans de l’agar-agar et de la gélose.

Sous I'action du broyage et de la centrifugation, le diamétre moyen
des particules diminue, Il diminue en fonction de la durée de la cen-
trifugation (NEukomm et coll. (30).

Les suspensions que nous étudions dans ce travail ont été obte-
nues selon un procédé de préparation mis au point par NEukoMM et
coll. (20), en précipitant le chrome par le phosphate en présence de
la gélatine.

Effet Halpern.

Un phénomene particulierement important a été décrit par HALPERN
et peut étre présenté de la facon suivante : la réponse du SRE a une
excitation, traduite par la cinétique de Uactivité phagocytaire lors
d’administration d’un excitant (suspension colloidale par eremple), est
fonction de la quantité totale de Uexcitant. Lorsque NEUkoMM et
coll. (29) veulent reproduire DI« effet Halpern » pour leurs suspen-
sions homogeénes en injectant a des lapins des doses croissantes de la
suspension en une ou plusieurs fractions, ils constatent également que
Pactivité phagocytaire du SRE dépend de la dose totale des particules
mises en circulation dans le sang. Mais ils complétent cette observa-
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tion en établissant que D’activité du SRE dépend de la dose totale in-
jectée, que celle-ci soit administrée en une seule ou en plusieurs doses
fractionnées. Traduite par la période (T/2) de la courbe de dispari-
tion de la radioactivité dans le sang, l’activité phagocytaire du SRE
est plus faible quand la quantité des particules & capter est plus éle-
vée (figure 1). A chaque nouvelle injection, le T/2 s’allonge et atteint
e fin de compte la méme valeur que si la dose totale est injectée

en une seule fois.
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Donson (10) rend compte du méme phénomene en donnant connais-
sance d’une observation non publiée par Gorman et Warre.
I y a donc, selon la dose globale injectée, comme un effet de

« saturation » du pouvoir phagocytaire du systeme réticulo-endothé-
lial.

Problémes a résoudre.

L’analyse des travaux consacrés a la clearance sanguine des parti-
cules nous a finalement conduit & nous poser les questions suivantes,
concernant les particules de phosphate de chrome obtenues par préci-
pitation en milieu gélatiné :
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1) Y a-t-il in vive une modification des relations physico-chimi-
ques entre le phosphate de chrome et la gélatine, c’est-a-dire
entre les constituants de la suspension colloidale de radiophos-
phate de chrome ? :

b) Y a-t-il in vive formation d’une «nouvelle micelle » par com-
binaison de la particule de radiophosphate de chrome gélatiné
avec les protéines sériques ?

¢) Dans le cas d'une réponse affirmative & cette derniére question,
y a-t-il une protéine sérique spécifique qui joue le role de
transporteur de la particule ¢

CHAPITRE II
MATERIEL ET METHODES

Programme expérimental.

Pour les deux types de suspensions utilisées, notre programme ex-
périmental a comporté, en ce qui concerne les recherches in vivo,
trois étapes successives :

Premiére étape : nous injectons dans la veine marginale de Doreille
du lapin une quantité unique d’une solution déterminée de CrP*O,
et nous enregistrons simultanément, par application d’un compteur
de Geiger-Miiller sur lautre oreille, la courbe de disparition de la
radioactivité dans le courant sanguin de l’animal.

Deuziéme étape : Nous prélevons a différents moments aprés I’in-
jeclion intra-veineuse, une certaine quantité de sang veineux, sang
que nous centrifugeons pour séparer les éléments cellulaires des cons-
tituants sériques. ‘

Troisiéme étape : Nous séparons par électrophorése les [ractions
protéiques du sérum. Au moyen du compteur de Geiger-Miiller, nous
déterminons alors la position de la radioactivité par rapport & celle
des protéines sériques (voir chapitre IV).

Par ailleurs, une série de recherches in vitro a été entreprise, en
vue de déterminer le comportement électrophorétique de nos sus-
pensions ou de leurs principaux composants en présence ou en l’ab-
sence des protéines sériques.

Suspensions colloidales. — Nous avons étudié deux suspensions colloidales de
phosphate de chrome radioactif, conventionnellement dites « concentrées» (C)
et « diluée » (C/10). Toutes deux répondent au méme critére d’homogénéité
défini par NEukoMM et coll. ; les diametres extrémes des particules colloidales de
ces suspensions sont compris entre 0,03 et 0,3 p. :

Solution concentrée (C)
Dissoudre d’une part 1,6 g de chlorure de chrome [CrCls(H20)4] Cl. 2 H2O
dans 5 ml d’eau distillée ; d’autre part, dissoudre 1,9 g de phosphate trisodique
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NagPOy4.12 HpO dans 25 ml d’eau distillée, additionnée d’une solution de
NagHPO; marquée au P-32 en quantité telle que la teneur en ions POs4~"~
est négligeable vis-a-vis de la quantité précédente.

La solution de gélatine s’obtient en diluant 10 ml de gélatine Berna a 10 9%
dans 30 ml d’eau distillée.

La solution de chlorure de chrome est introduite dans celle de gélatine chauffée
a 60° C. Puis, ajouter goutte & goutte la solution de phosphate trisodique, sous
vive agitation, la solution de gélatine étant maintenue a la température de 60° C
pendant 'opération. '

Aprés refroidissement, centrifugation & 2000-3000 t/mn pendant 30 minutes ;
la dialyse de la suspension, d’abord contre de I’eau distillée, puis contre du chlorure
de sodium 2 9 %o enléve 'excés de chlorure de chrome.

Solution diluée (C/10)

Méme méthode ; seules les quantités de chlorure de chrome et de phosphate
trisodique sont réduites dans le rapport de 1/10 (23).

Ces suspensions colloidales doivent étre conservées en flacons fermés, a basse
température (2-5°C) et ramenées au moment voulu 2 la température ambiante,

Animaux d’expérience. — Nous utilisons pour nos expériences des lapins
adultes sans considération du sexe.

Le jour précédant ’expérience, I’animal est tenu a jeun. Sa pesée nous permet
de déterminer la quantité de barbiturique & injecter & I’animal. Nous injectons
dans la cavité péritonéale de I’acide diallylbarbiturique — DIAL Ciba 2 ml = 0,2 g
de barbiturique — & raison de 0,6 ml de DIAL par kilogramme de lapin.
L’injection se fait par doses fractionnées de 0,1 ml toutes les 15 secondes. Quelque
30 minutes sont nécessaires pour obtenir I'abolition des réflexes cornéens.

Le lapin endormi est placé dans une boite & carcan d’oi n’émergent que la
téte et les deux oreilles. La face postérieure d’une oreille est rasée, C’est dans la
veine marginale de celle-ci que nous injectons le produit radioactif 4 tester et
que nous prélevons le sang veineux nécessaire & 1’électrophorése du sérum. L’autre
oreille est fixée devant la fenétre du détecteur de Geiger-Miiller, Il importe que
I'aire de l'oreille appliquée contre la fenétre du détecteur soit toujours de méme
dimension, donc que le moyen de fixation soit rigide ; par ailleurs, il faut veiller
a ce que le dispositif « oreille-détecteur » n’entraine ni torsion, ni traction a la
racine de T'oreille pour assurer une circulation veineuse normale.

Equipement de mesure de la radioactivité. — Relié au détecteur de Geiger-
Miiller, I'équipement de mesure de la radioactivité est constitué par un inté-
grateur électronique, muni d’un amplificateur, d’un régulateur des impulsions et
d’un milli-ampéremétre enregistreur & plume, avec bandes entrainées, L’intégra-
teur employé est le ratemeter E. K. COLE LTD, type 1037 A. 2, série N° 1038,
réglé de maniére constante pour les deux séries d’injections & 1500 volts, paralyses
times : 200 u, disc. dias: 10, ratemeter range X. 10 - X. K 1 (.2), capacité
d’intégration : 2 p F, tempg d’intégration 40 secondes. L’appareil doit étre enclan-
ché 15 minutes avant le début de I'expérience pour éviter toute erreur due 2
d’éventuelles fluctuations de courant.

Enregistrement et mesure de la radioactivité dans le sang circulant du lapin. —
Avant le début de Fexpérience, nous déterminons la valeur moyenne de la radio-
activité ambiante, Nous injectons alors, en une seule fois, la suspension de
CrP*0O4 dans la veine marginale de loreille du lapin. Simultanément a l'injec-
tion, nous enregistrons la courbe de décroissance du P* dans le sang. L’enregis-
trement se poursuit pendant 180 & 240 minutes. La courbe de disparition de la
radioactivité est relevée sur papier semi-logarithmique. Nous portons en ordonnée
la radioactivité calculée en impulsions par seconde, en abscisse le temps de dispa-
rition de cette radioactivité. Notons que la quantité de la suspension 4 injecter
a été choisie arbitrairement pour satisfaire le désir de retrouver, en fin d’expé-
rience, une radioactivité décelable dans les divers constituants protéiques du
sérum séparés par électrophorése. Nous avons injecté pour les trois expériences
de la solution concentrée 7 ml de solution, et 9 ml pour les trois expériences de
la solution diluée.
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Préparation du sérum et électrophorése. — Le prélévement du sang veineux
s'exécute en méme temps que s’enregistre la courbe de disparition de la radio-
activité dans le sang.

On ponctionne la veine marginale de loreille de 'animal et on préléve
XX gouttes de sang veineux 3 des intervalles de plus en plus éloignés du moment
de l'injection de la suspension colloidale. Le sang de chaque prise est recueilli
dans un tube & centrifuger et, aprés coagulation, immédiatement centrifugé pour
éviter I’hémolyse et la diffusion de ’hémoglobine dans le sérum. Cette diffusion
perturberait I’électrophorése (EP) du sérum. La centrifugeuse tourne & 3000 t/mn
pendant 20 minutes, Le sérum est ensuite pipeté et conservé & basse température
(2-5°C). On dépose pour 1’électrophorése 12 lambdas du sérum ainsi obtenu
sur la ligne de pose d’une bande de papier 2 EP de Whatman N° 1 et on applique
aux poles de cette bande un courant continu de 300 volts, 10 mA pendant
16 heures. La migration se fait & basse température (2-5° Q).

(Appareillage et technique selon Durrum.)

La coloration est faite selon la technique de CH. WunDpErRLY (34) en utilisant
I’Amidoschwarz saturé de Bayer 2 g/l avec adjonction de 9 parties de méthanol
et 1 partie d’acide acétique.

Mesures de la radioactivité sur les portions du sérum séparées par EP. —
Pour la recherche et la mesure de la radioactivité sur les bandes d’électrophorése,
nous utilisons un appareillage mis au point au Centre anticancéreux romand et
décrit ailleurs par LErcH et NEukoMm (24), appareillage qui associe un chariot
porteur de la bande EP, déroulée d’un mouvement continu devant la fenétre du
détecteur de Geiger, et un appareil intégrateur-enregistreur a plume cité plus haut.

Les constantes choisies pour nos expériences sont :

— vitesse de déplacement du chariot : 2,5 mm/mn ;

— largeur du diaphragme du détecteur, calculée dans le sens de déroulement

du papier d’EP : 3,3 mm;

— constante de temps d’intégration : 40 s.

Finalement, nous fixons sur le chariot, entrainé en mouvement continu lent,
la bande de papier d’EP et nous faisons passer de 3 a4 6 fois 'EPgramme sous la
fenétre du détecteur de Geiger-Miiller en enregistrant, sur du papier millimétré
couplé A Pintégrateur, les impulsions provenant de la portion radioactive de la
bande de papier de Whatman.

Nous représentons graphiquement Penregistrement de la radioactivité détectée
sur PEP en portant en abscisse les impulsions par seconde et en ordonnée la
migration des protéines.

CHAPITRE III

A) Ezxpérimentation «in vivo» avec les solutions « concentrées ».

Nous avons utilisé trois suspensions colloidales de CrP*0, dites
« concentrées » (C). Ce sont les solutions I, II et IIL
- L’expérimentation se déroule selon le programme exposé au cha-
pilre précédent, en maintenant constantes les données de fonctionne-
ment des appareils électriques (détecteur, intégrateur, enregistreur),
la quantité de solution injectée, la quantité de sang prélevée, les
données de fonctionnement de I’EPgraphe et celles de la détection
de la radioactivité des portions protéiques migrées du sérum.

Le tableau I résume les résultats de ces expériences classées par
ordre décroissant des périodes (T/2) de disparition de la radioacti-
vité dans le courant sanguin du lapin. Ce tableau rend compte de la
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durée de circulation dans le sang de la suspension injectée jusqu’an
moment de la prise de sang veineux, ainsi que de la quantité de sang
prélevé. Il donne Vactivité globaele du sang en impulsions par se-
conde (i/s) par ml de la solution injectée, considérée au moment de
la détection des zones radioactives sur Pélectrophorégramme, Il in-
dique enfin l'emplacement des zones radioactives détectées par rap-
port & I'emplacement des globulines sériques.

Tasreau 1 : Solutions concentrées.

A Electrophorése __
Echan- Durée de Quantité Activité ACﬁVité des
tillon T2 circulation de sang globale fractions (i/s)
de (mn) dans le préleve u sang
gérum sang (ml) . (.Cjml) [:} Y
I/a 67 5 mn 1,0 15,7 — 14,3
5,9
1/b 67 90 mn 1,0 15,7 — 3,9
2,3
I1/a 51 156 mn 1,0 11,7 0,25 0,40
11/b 51 24 h 1,0 11,7 nulle
II1/a 21 15 mn 1,0 10,1 0,40 0,80
IT1/b 21 40 mn 1,0 10,1 0,70 0,60
1IL/c 21 75 mn 1,0 9,2 0,40 0,40
II1/d 21 2 h 1,0 9,2 nulle

En complément des données du tableau I, nous avons reproduit
dans les figures 2, 3 et 4 les courbes d’enregistrement de la radio-
activité, ainsi que les courbes &lectrophorétiques, ce qui permet de
sitner plus exactement la position des unes par rapport aux autres.

Considérés dans leur ensemble, les résultats précités démontrent
les fails suivants :

a) La courbe d’enregistrement de la radioactivité détectée sur
IPEPgramme de chacune des trois solutions est en double clo-
cher, ce qui correspond 3 deux zones radioactives partiellement
dissociées.

b) La localisation de ces zones radioactives par rapport aux frac-
tions sériques n’est pas la méme pour chacune des trois solu-
tions, Pour la solution I, le double clocher se situe entierement
dans la fraction des Y-globulines. Pour les solutions Il et III,
le double clocher s’étend sur les fractions P et Y-globulines
(figure 3).
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Les deux zones radioactives ne sont pas de méme intensité.
Nous mettons en évidence, pour la solution I, un pic de forte
intensité radioactive sur la partie avancée des Y-globulines et
un dome de plus faible intensité étalé sur la partie arriere des
Y-globulines, proche de la ligne de pose de I’échantillon. Pour
les suspensions 1I et III, les deux zones radioactives se situent,
I'une de faible intensité sur la fraction des p-globulines et 1’au-
tre de forte intensité sur les y-globulines.

L’intensité radioactive des zones détectées sur ’EPgramme di-
minue pour ne plus &itre apparente aprés 24 heures; de plus,
la répartition de la radioactivité sur les protéines parait un
peu variable, Dans le cas de la solution III en particulier, le
maximum d’intensité est reporté des Y-globulines (IlI/a) aux

B-globulines (IIL/b).
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Fig. 5. — Localisation de la radioactivité de la suspension concentrée sur les

protéines sériques séparées par électrophorése.
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Simultanément, un équilibre tend A s’établir entre les intensités
radioactives supportées par les deux fractions protéiques 3 et Y
(figure 4).

En résumé, toute la radioactivit¢ que nous injectons dans le sang
ne se comporte pas d’une fagon univoque. Nous détectons en effet un
double clocher de radioactivité qui semble indiquer que le P* est
apparemment lié aux deux fractions protéiques les plus lentes a
migrer; de plus, Pactivité de P* n’est pas égale dans les deux zones
et elle diminue jusqu’a disparaitre complétement aprds un certain
laps de temps.

TasLeEsu Il : Solutions diluées.

Electrophorése
Echan- Durée de  Quantité Activité Activité des
b SR A T AT G B n v ot
sérum ::zg 5 (m‘i) (uClmlg B Y
XI/a 154 9 mn 0,9 13,7 — 27,5
XI/b 154 125 mn 2,0 13,7 — 11,8
XI/e 154 24 h 2,0 13,1 nulle
XII/a 94 95 mn 2,0 16,0 — 29,4
XI1/b 94 120 mn 2,0 16,0 —_ 14,3
X111 /a 34 5mn 20 128 — 282
XIII/b 34 120 mn 2,0 11,7 15,8 sur fraction
inter- B -7Y

B) Ezxpérimentation «in vivo>» avec les solutions « diluées ».

Dans ce cas, nous utilisons également trois suspensions colloidales
de CrP*0,. Ce sont les suspensions XI, XII et XIII. Du point de vue
expérimental, les constantes choisies pour les expériences I a III
ne varient pas, Seules, les solutions injectées sont moins concentrées
et la quantité injectée dans la veine marginale de l’oreille du lapin
est plus importante (9 ml au lienu de 7 ml).

Les résultats de ces trois expériences sont consignés dans le ta-
bleau II selon le méme ordre que dans le tableau I.

Comme précédemment, ’examen de 1’ensemble des résultats ob-
tenus avec les suspensions C/10 conduit & souligner les faits suivants:

a) Avec les trois suspensions C/10, il n’y a qu’une seule zone for-
tement radioactive sur I'EP. Cette zone a l’aspect d’un pic
unique apparemment localisé sur une seule fraction protéique
du sérum. Pour les deux solutions XI et XII, il se trouve en



48 C. BIEDERMANN

regard des Y-globulines, sans dispersion sur les autres fractions,
alors que pour la troisitme solution (XIII), il se situe initiale-
ment sur les Y-globulines (XIlI/a) et plus tardivement sur la
fraction inter-3-y-globulines (XIII/b).

b) Peu a peu, Pintensité radioactive portée par la fraction pro-
téique décroit, sans s’étaler sur les fractions protéiques voisi-
nes. La décroissance est telle qu’aprés 24 heures de circulation,
nous ne pouvons plus détecter avec certitude une radioactivité
autre que la radioactivité ambiante.

C) Ezxpérimentation «in vivo » avec des suspensions de phosphate
de chrome gélatiné doublement marquées.

Cette expérimentation a été faite sur deux lapins traités de la

manigre suivante : : '

1o Nous injectons 3 un lapin préparé selon la méthode utilisée
pour les suspensions C et C/10 une suspension concentrée dou-
blement marquée de CrP*O, -|- gélatine I-131. Nous enregis-
trons la courbe de disparition de la radioactivité dans le sang
de l’animal et prélevons, a des temps différents (30, 60 et
90 mn) aprés l'injection, une petite quantité de sang veineux,
Ce sang, coagulé, est centrifugé et les constituants du sérum
séparés par EP. Le papier d’EP est coloré & I’Amidoschwarz di-
lué. Nous détectons enfin la radioactivité présente sur ces ban-
des d’électrophorése (exp. 12, figure 6).

20 A un autre lapin, nous injectons une suspension C/10 de CrPQO,
-+ gélatine I-131. L’expérience se déroule comme d’habitude, et
nous prélevons une certaine quantité de sang 30 minutes apreés
Pinjection. Le sérum est soumis & une EP et nous mesurons
la radioactivit¢ de I'I-131 (exp. 11, figure 6).

Les résultats obtenus dans la premiére expérience faite avec une
suspension doublement marquée de gélatine I-131 4 CrPO, marqué
au P-32 (C/10) montrent que la vitesse de disparition de la radio-
activité dans le sang est comparable a celle des autres suspensions
colloidales de radiophosphate de chrome dilué. La suspension est
hcmogeéne, sa courbe de disparition suit la loi exponentielle.

Par ailleurs, aprés EP, nous détectons pour chacune des prises de
sang effectuées 30, 60 et 90 minutes aprés linjection trois zones de
radioactivité, dont la plus forte se situe sur les B-globulines. Les
deux autres, de faible intensité, se situent, l'une dans la portion
inter-o-1-a-2-globulines, ’autre sur les albumines. Cette derniére
zone radioactive est difficile & distinguer de la radioactivité am-
biante,
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En ce qui concerne la deuxidme expérience (suspension colloidale
dz CrPO, -|- gélatine I-131 mélangée au sérum de Danimal) nous
décelons une seuie zone radioactive de l’iode sur les 3-globulines,
électivement,

eLectrorHortse M RaDIOACTIVITE

—

| GELATINE SEULE

GELATINE +1%

GELATINE 1% 4+ PO4cCr

GELATINE IODUREE NON

MARQUEE +P*04Cr ¢

GELATINE +P*04Cr ¢

GELATINE +P*04Cr /10

SERUM SEUL

SERUM + GELATINE

oo BN I N o) BEING BRI~ NN SRR N

Q SERUM+GELATINE I¥*

10 GELATINE I*+P0O4Cr+SERUM
[IN viTRO]

u GELATINEI*+PO4Cr+SERUM
[N vival

19 GELATINE 1%+ B94cr +SERUM
[iNvivg]

Fig. 6. — Comportement électrophorétique dcs principaux constituants
des suspensions.

D) Expérimentation «in vitro» avec les constituants de la suspension
de phosphate de chrome gélatiné.

En vue de compléier notre documentation sur les quesiions posées
an début de notre travail, nous avons fait des EP avec les consti-,
tuants dissociés de la suspension colloidale de CrPO,, en utilisant
également le double marquage de la suspension colloidale au P-32
pour le POCr et & ’'l-131 pour la gélatine.

Nous avons réalisé ces expériences complémentaires de la facon
suivante : nous soumettons a l’¢lectrophorése :
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de la gélatine seule

de la gélatine marquée & I-131

de la gélatine 1-131 - CGrPO, (C)

de la gélatine iodurée non marquée -~ CrP*0, (C)
de la gélatine + CrP*O, (C)

de la gélatine - CrP*0, (C/10)

du sérum de lapin :

du sérum -+ de la gélatine

da sérum + de la gélatine 1-131

du sérum 4 de la gélatine 1-131 - CrPO,

=L

o ]
R R -

Les résultats obtenus (figure 6) appellent les quelques commen-
taires suivants :

1)

2)

3)

4)

8)

9

10)

Soumises & l’électrophorése, les molécules de la gélatine pure
migrent.

La migration est identique si cette gélatine est marquée a
I’I-131. La radioactivité maximale de 1’[-131 se situe dans la
« zone arriére » de migration de la gélatine.

Lorsque la gélatine, marquée a 1'I-131, est associée au phos-
phate de chrome, la migration est quasi nulle. Nous retrouvons
la radioactivité de I’I-131 voisine de la ligne de pose de I’é-
chantillon.

Il n’y a pas non i)lus de migration de la suspension de CrP*O,
en milien de gélatine iodurée non marquée. La radioactivité
du P-32 s’étale aussi & proximité de la ligne de pose de 1’é-
chantillon.

; et 6) Que la suspension de P-32 soit concentrée ou non, il n’y

a aucune migration 3 PEP et la radioactivité du P-32 se re-
trouve a proximité de la ligne de pose.

La séparation des constitnants du sérum s’opére trés distincte-
ment en albumine et globulines différentes.

L’EPgramme de la gélatine | sérum ne différe pas de celui du
sérum isolé. Il n’est pas possible de dire, par comparaison des
intensités de coloration des bandes & 1’Amidoschwarz, sur quelle
portion de sérum migré se trouve la gélatine.

Si nous marquons a I’I-131 la gélatine dans I’expérience pré-
cédente, nous retrouvons la radioactivité de l’iode sur une por-
tion inter-albumine-c-1-globuline.

Lorsque nous ajoutons a ce complexe sérum - gélatine I-131
du CrPO,, nous mesurons un double pic de radioactivité, le
pic & intensité maximale dans la portion inter-albumine-a-1-

by

globuline et le pic & intensité moindre sur les a-2-globulines.
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CHAPITRE IV

CAUSES D’ERREURS ET GRITIQUE DE LA METHODE

Dans les expériences précitées, un certain nombre de causes d’er-
reurs peuvent intervenir, dont quelques-unes retiendront ici notre
attention :

le La préparation des suspensions colloidales n’est pas absolument

réguliere; on constate en effet que la fixation du phosphore
ou da chrome fluctue passablement d’une préparation a l’autre.
Dans le cas des solutions concentrées, les variations sont de
Pordrz de 4 3 9%. Pour les solutions C et C/10, le rendement
en chrome reste sensiblement le méme (en moyenne 880/;--19).
Le rendement en phosphate est par contre affecté par la di-
lution dans la gélatine, il est toujours inférieur a celui du
chrome (83 o pour la solution C et 54 9% pour la solution

C/10).

L’écart moyen entre les analyses chimiques et radiochimiques est
de 4+ 0,5 9. Lors du marquage de la gélatine a 1’I-131, le rendement
moyen est de 54 %. Le rendement en gélatine des solutions en sus-
pension dans de la gélatine marquée est égal a 90 op (23).

A

3o

Les suspensions colloidales marquées peuvent ne pas &tre ho-
mogenes. Nous éliminons l’erreur que nous ferait courir une
suspension non-homogéne en supprimant de notre expérience
toute solution dont la courbe de vitesse de disparition dans
le sang n’est pas exponentielle selon la définition donnée au
chapitre I.

Dans la phase de séparation des fractions protéiques du sé-
rum par EP, les variations du pH du tampon, de D’intensité du
courant électrique d’entrainement, de la quantité d’échantillon
déposé sur le papier d’EP, ne peuvent introduire d’erreur grave
pour autant que les fractions protéiques migrées soient nette-
ment séparées.

Par contre, deux facteurs jouent un rdle primordial dans la phase
finale de nos expériences, lors de la détection de la radioactivité
présente sur I’EPgramme. Ce sont, d’une part, les mesures de la radio-
-activit¢ des substances séparées par EP, d’autre part la difficulté
de superposer I’EPgramme et le diagramme de radioactivité détectée

par I'EP,

4o

L’erreur sur les mesures de la radioactivité détectée face aux
fractions protéiques séparées par électrophordse: en choisissant les
constantes de fonctionnement de I’appareil détecteur-enregistreur
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de radioactivité sur la bande d’EP, nous nous sommes basé
sur une étude des constantes faites par Lercu et Neukomm (24).
Eux-mémes avaient pris comme base le travail de MurLLEg,
WirLiams et coll. (*) qui amélioraient la technique de Lissirz-
kY (**) en imprimant un mouvement continu au chariot trans-
porteur du papier d’EP (* et ** sont cités par Lercr et NEU-
koMM (24). On trouvera dans le travail des premiers nommés
les valeurs de l’erreur probable en fonction de !’intensité de
Pactivité détectée.

Les difficultés d’interprétation concernant la superposition de
EPgramme et de la courbe de Uactivité radioactive résultent
du mouvement donné au papier d’EP porteur de sources ra-
dioactives voisines, dont les radiations sont détectées simul-
tanément en raison de la largeur d’ouverture de la fenétre
du collimateur. Toutefois, on peut admettre que la courbe de
radioactivité se superpose exactement & I’EPgramme au point
d’inflexion des pics rencontrés, si bien que la localisation fi-
nale de la radioactivité se fait sans erreur notable.

Effets du marquage radioactif sur la migration électrophorétique.

Les expériences réalisées in vive et in vilro avec des suspensions
doublement marquées (lettres C et D, chapitre III) méritent que nous
nous y arrétions, car elles semblent comporter un certain nombre
de contradictions; ainsi :

a) La gélatine pure ou marquée & 1’T-131 migre sur environ 5 3

b)

6 cm de papier dans nos conditions expérimentales (expérien-
ces 1 et 2). Mais dés que nous combinons le phosphate de
chrome a la gélatine, que la gélatine soit marquée ou non,
iodurée ou non, que le phosphate soit ou non radioactif, que
la solution soit ou non concentrée, la migration est quasi
nulle (expériences 3, 4, 5 et 6).

Les propriétés physiques de la micelle de gélatine ne sem-

blent pas modifiées par Dioduration. Par contre, dés que le
phosphate de chrome se combine & la particule colloidale, tout
se passe comme si les propriétés physiques subissaient une
importante modification, traduite par un ralentissement de la
migration électrophorétique.
La gélatine, seule ou marquée a liode 131, migre A partir
de la ligne de pose de Déchantillon & la méme distance que
les 3-globulines du sérum pur (5 2 6 cm de papier). Nous en
déduisons que gélatine pure ou marquée & I'I-131 et p-globu-
lines sont des molécules @ nombre de charges électriques iden-
tique (expériences 1, 2 et 7) (protéines « homologues » — voir
plus loin).
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Lorsque nous soumettons 3 D’électrophorése une suspension
de sérum -+ gélatine marquée, nous reirouvons la radioacti-
vité de I’I-131 sur la portion inter-albumine-a-1-globulines
(9,5 & 10 cm de papier) (expérience 9). Maurer et ReicmEN-
BACH (25) obtiennent, in vive, un résultat identique chez le
lapin. Ces auteurs citent encore Goroon et coll. (14) qui ob-
tiennent, avec du sérum humain, une localisation maximale
de I'[* proche des a-1-globulines.

¢) Si nous soumettons i I’électrophorése une suspension de
CrPO; -+ gélatine marquée a l’iode 131 et mélangée in vitro
3 du sérum de lapin (expérience 10), nous ne retrouvons pas
seulement la radioactivité de I’T* sur la fraction inter-albu-
mine-a-1-globulines, comme dans Dexpérience 9, mais deux

pics radioactifs, I'un a intensité maximale sur la fraction inter-
albumine-o-1-globulines et l’autre sur les «-2-globulines.

d) Si nous varions la provenance du sérum de I’expérience 10
en mélangeant in vivo, par injection au lapin, la suspension
de CrPO, -|- gélatine I-131, nous constatons que lactivité dé-
celée de I’iode 131 est en regard des -globulines uniquement
(expérience 11).

En marquant cette derniére suspension non seulement a
I’[-131 mais aussi au P-32, nous détectons une répartition ra-
dioactive superposable (expérience 12) & celle obtenue par
’expérience 11 : pic d’intense radioactivité sur les seules 3-glo-
bulines. Les radioactivités décelées sur les albumines et la
fraction inter-o sont d’intensité si faible que la marge d’er-
reur de notre appareil i ces intensités-l1a ne nous permet pas
-de les dissocier de la radioactivité ambiante (figure 6).

Cette localisation de la radioactivité de l'iode 131 sur les
B-globulines est inhabituelle. Ni Maurer et coll. (25) déja
cités, ni Homst et RoessLer (18), ni Gorpon et coll. (14), ni
Larson et coll. (22), ni Mavrer et MurLLEr (26) ne trouvent,
in vive, pareille localisation. _

En somme, nous établissons par D’électrophorése que le compor-
tement de la gélatine — support colloidal de nos suspensions de
CrP*O, — est manifestement influencé par la combinaison in vitro
du phosphate de chrome & la suspension; que le sérum du lapin est
également, tant in vitro qu’in vive, un facteur qui modifie le com-
portement de la gélatine. Nous ‘discutons de D’emplacement qu’oc-
cupe la gélatine a3 'EP du complexe « phosphate de chrome gélatiné -
sérum » et nous constatons que l’emplacement sur les p-globulines
de la radioactivité de 1’[-131 marquant la gélatine de la suspension
de phosphate de chrome C/10 n’a pas été décrit par les auteurs
cités,
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Dés lors, il nous parait plausible que la détection en regard des
B-globulines de la radioactivité de 1'I-131 marquant la gélatine de
la suspension de radiophosphate de chrome C/10 soit due & la pré-
sence, sur cette fraction protéique, de la gélatine dont la structure
physique a été modifiée par l’introduction de cette gélatine daus le
sang du lapin. En effet, lorsque nous injectons la suspension colloi-
dale de CrPO,, la micelle de gélatine subit des modifications telles
qu'elle pourrait évoluer en tant que gélatine pure, déchargée du
CrP*0,. Des lors, elle migrerait, comme le montrent les expériences
1 et 2, 3 la méme distance que les 3-globulines.

Courbes de disparition de la radioactivité dans le sang du lapin.

La discussion des courbes de disparition de la radioactivité dans
le sang de nos animaux exige le rappel des conditions et des faits
suivants :

1o La suspension est homogene si toutes les particules ont des

dimensions du méme ordre de grandeur et si la courbe est
une exponentielle pure (2,4, 8, 11, 13, 28, 29).

20 La pente de la courbe est d’autant plus faible que la quantité
des particules injectées est plus considérable (4,10, 29).

3o Dans le cas des courbes que nous discutons, nous administrons
une quantité égale en millilitres des trois suspensions C ou

C/10.

40 La courbe de disparition est d’autant plus rapide (T/2 plus
bref) que les dimensions des particules sont plus grandes (19).

5° Le mode de préparation des deux séries d’injections C et C/10
est rigoureusement identique (30) et les particules de chacune
des suspensions doivent avoir une dimension moyenne de 0,2 p,
des dimensions extrémes comprises entre 0,17 et 0,42 p et
des volumes compris entre 0,0025 et 0,04 p3 aprés 30 minutes
de centrifugation a 2000 t/mn (29, 30).

Comparons alors les résultats obtenus dans nos deux séries
d’injections (tablean III).

Tasrreav III.

Suspensions C - Suspensions C/10 B

Activité - Activité —

i’n::l ;}‘13 T2 in];')ectée ;)n::lalﬁ 2 in?ectée

I 20,0 uC 67 mn 7 ml XI 158 pC 154 mn 9 ml
II 142 pC 51 mn 7 ml XIT 12,7 pC 94 mn 9 ml

I 15,0 pC 21 mn 7 ml XIIT 142 pC 34 mn 9 ml
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On constate alors, en ce qui concerne les suspensions concentrées
que, malgré leur préparation rigoureusement identique et leur admi-
nistration & méme dose en ml et en une seule injection, nous n’en-
registrons pas des courbes de disparition rigoureusement comparables :
si elles suivent toutes les trois la loi exponentielle qui définit les
solutions homogenes, par contre la demi-période de leur disparition
du sang est notoirement différente d’un cas & l'autre. Elle varie entre
21 et 67 minutes., On est en droit de conclure que le diamétre moyen
des particules est donc différent pour chacune des suspensions (fig.7).

SUSPENSIONS C
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ImpuLsions/secondes
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Fig. 7. — Courbe de disparition de la radioactivité de la suspension
concentrée dans le sang.

Pour les suspensions diluées, les mémes remarques s’imposent, a
savoir : que ce sont des suspensions homogeénes puisque leur courbe
de disparition de la radioactivité &’exprime selon une loi exponen-
tielle; que le diamétre des particules est différent d’un cas & autre,
puisque la demi-période de disparition de la radioactivité est notoi-
rement différente entre les trois suspensions (34 & 154 mn) pourtant
injectées en quantité égale chaque fois (figure 8).

Ainsi, il semble bien que chaque préparation d’une nouvelle sus-
pension colloidale, dans les conditions qui ont été définies, fournit
des particules dont le diametre moyen fluctue sensiblement d’un cas
a lautre. Si le diametre moyen des particules n’est pas identique
pour chacune des suspensions, les diamétres extrémes restent, au
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Fig. 8. — Courbe de disparition de la radioactivité de la suspension
diluée dans le sang.

sein de chaque suspension, dans des limites telles que le colloide
peut étre considéré comme homogene.

Le changement d’inclinaison que montre chacune des courbes de
disparition 4 un temps variable aprés le moment de Iinjection des
suspensions a déja été mis en évidence par Dosson (10), Neukomm
et coll. (29) et ZiLversmir et coll. (35). Ce phénomene, que Dosson
nomme «une queue» (tail), ne signifie pas nécessairement que les
suspensions sont hétérogénes. Il peut traduire Dexistence, dans la
suspension, de particules plus fines, qui ne sont pas prises en charge
par le SRE. Elles continuent & circuler dans le sang jusqu'a leur
€limination dans l’urine.

Electrophorése et radioactivité détectée dans le sérum.

En comparant les résultats de la détection de la radioactivité
sur EP pour les deux séries de suspensions, on est frappé par deux
différences essentielles portant d’une part sur la localisation de la
radioactivité sur ’EPgramme et d’autre part sur lintensité relative
de chaque localisation.

1o Localisation de la radioactivité : pour les solutions C, nous
détectons deux pies de radioactivité se superposant a deux
fractions protéiques et un seul pic face & une seule fraction
protéique pour les solutions C/10.
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Ces constatations nous conduisent 3 admettre que les suspensions C
1n]ectees contiennent trés probablement deux groupes micellaires de
dimensions et de propriétés physiques différentes. La distance de mi-
gration, c’est-a-dire aussi la séparation des groupes micellaires, sont
fonction du nombre de charges électriques de chacun des groupes
micellaires. Ainsi, plus les micelles sont chargées électriquement, plus
leur migration est grande, et inversement. D&s lors, si nous soumet-
tons & PEP deux groupes de micelles 3 charges électriques différen-
tes, le groupe possédant les micelles &4 nombreuses charges électri-
ques migrera plus que l'autre dont les micelles sont moins chargées.
Si ces groupes micellaires sont porteurs de radioactivité, nous dé-
tectons deux pics radioactifs & PEP. Il suffit qu'un des groupes mi-
cellaires ait le méme nombre de charges électriques que les y-globu-
lines, que lautre groupe ait les mémes charges que les 3-globulines
du sérum, pour que nous détections une zone radioactive sur les
y-globulines et une autre sur les -globulines. C’est bien ce que nous
constatons pour nos solutions concentrées, ‘ ' _

On est donc finalement conduit a conclure que c’est probablement
au cours de la préparation des solutions concentrées — lors de la
précipitation du phosphate de chrome dans la gélatine — que se for-
ment ces deux groupes micellaires.

Pour la suite de notre discussion, il nous parait utile d’adopter
la terminologie suivante :

a) La «fraction protéique homologue » est la fraction du sérum
ou du plasma qui migre & la méme distance qu’un groupe de
micelles déterminées, parce que tous deux ont le méme nom-
bre de charges électriques. Ainsi, les vy-globulines sont fraction
protéique homologue d’un groupe de micelles de la solution
concentirée, et les B-globulines fraction protéique homologue de
’autre groupe de micelles. Le méme raisonnement est valable
pour les suspensions C/10.

b) Nous désignons par « complexe P*» cette forme du phosphore
radioactif associé aux protéines sériques dont la composition
chimique n’a pas été déterminée.

20 Intensité de la radioactivité : Nons constatons que lintensité
globale de la radioactivité décelée sur ’'EP de la solution C/10
est plus forte que celle détectée & I’'EP de la solution C. Par
exemple, pour une durée identique de circulation de la solu-
tion injectée dans le sang, & activités globales du sang égales,
Pintensité de la radioactivité de ’échantillon XIII/b (C/10)
est 39 fois supérieure A celle de I’échantillon II/a (C) détec-
tée sur ’EPgramme.
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Pour pouvoir expliquer ce phénomene, nous avons été amené &
formuler les hypothéses suivantes : ,

La radioactivité décelée en regard des fractions protéiques est
effectivement fizée sur les fractions protéiques homologues grice a
un changement de support du P-32, lorsque la suspension colloidale
marquée est en présence des protéines du sérum. Le complexe P*
quitierait donc la micelle de gélatine pour se fixer sur la protéine
sérique homologue, en raison de la labilité des liaisons du P-32 avec
la gélatine et simultanément de ’affinité des protéines sériques pour
cet indicateur. ‘

En conséquence, si les deux groupes de micelles de la solution C
ont des charges électriques peu nombreuses, mais en nombre respec-
tivement différents, ils échangeront le complexe P* avec deux glo-
bulines voisines, par exemple les ~-globulines et les 3-globulines
pour les solutions II et III, ou avec deux fractions protéiques des
Y-globulines, pour la solution I. Pour la solution C/10, puisque nous
n’avions qu’une sorte de micelles homogeénes porteuses de radioacti-
vité, ’échange du complexe P* ne se fait qu’avec une seule fraction
protéique, les y-globulines.

Concernant les résultats comparatifs relatifs & Dintensité de la
radioactivité des fractions sériques, tout se passe donc finalement
comme si 'échange du complexe P* de la gélatine avec la fraction
globulinique était aisé pour la suspension C/10, et au contraire dif-
ficile pour la suspension C.

Si nous trouvons tout de méme une certaine radioactivité sur
I’EPgramme des suspensions C, c’est que toutes les liaisons P*-géla-
tine n’ont pas la méme intensité, Nous supposons que dans le cas
des solutions C, les liaisons fermes sont en grande majorité; une
faible proportion seulement du P* aurait la possibilité de quitter
le support gélatiné pour se porter sur la fraction protéique homolo-
gue, Les liaisons labiles du P* fixé a la gélatine seraient plus nom-
breuses que les liaisons fermes dans le cas des solutions C/10.

En résumé, si nous admettons cette différence de labilité des liai-
sons P*-gélatine, nous pouvons dire que :

Lorsque la liaison P*-gélatine est intense, nous ne détectons sur
les fractions protéiques homologues qu’une faible radioactivité ; lors-
que la ligison est labile, nous détectons une intense radioactivité.

I1 semble que la concentration en phosphate de chrome des sus-
pensions soit le facteur de différenciation entre les suspensions con-
cenirée et diluée, car seule la concentration en CrPO, différe lors de
la préparation des solutions. La concentration serait responsable de
la formation, pour la solution concentrée, de deux groupes micel-
laires & charges électriques différentes et fixant étroitement le com-
plexe P*, alors que, pour la solution diluée, la dilution du phosphate
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de chrome serait le facteur déterminant la formation d’un seul genre
de micelles, toutes de charges électriques identiques et homologues
aux y-globulines, fixant le complexe P* de maniére labile.

Comportement de la gélatine aprés I'échange du phosphore radioactif
sur les protéines sériques.

Si nous admettons que la gélatine, en présence des fractions pro-
téiques homologues, cdéde plus ou moins le complexe P*, qu’advient-il
de cette gélatine apreés P’échange de radioactivité avec les protéines
sériques ? Pourquoi ne retrouvons-nous pas i I'EP la radioactivité
résiduelle fixée étroitement au collojde de la suspension concentrée ?

Nous pouvons envisager deux possibilités :

a) nous avons éliminé cette gélatine lors de la centrifugation du
sang total prélevé a l’animal; nous ne pouvons pas le prou-
ver, car nous n’avons pas recherché la radioactivité probable-
ment contenue dans le sédiment de globules sanguins ;

b) l’échange du complexe P* libére des charges électriques et le
gel, devenu électriquement plus chargé, migre au deld des

b Y

albumines sériques et échappe a notre détection.

L’étude de la phagocytose par le SRE des micelles des solutions
injectées pourrait nous donner réponse. Nous renvoyons au travail
de CapiTane (5), qui utilise les mémes suspensions que nous. Retenons
cependant ici que l’on détecte une forte radioactivité dans les or-
ganes ayant phagocyté les micelles des solutions concentrées C et
une faible radioactivité¢ dans les organes ayant phagocyté les micel-
les des solutions diluées, la phagocytose étant par ailleurs la plus
intense dans des organes différents pour les suspensions C et C/10.

Les suspensions dont les micelles phagocytées apportent une in-
tense radioactivité aux tissus sont celles qui correspondent, dans no-
tre travail, 3 la présence sur 'EP du sérum d’une faible radioactivité,
donc les solutions C, et inversement pour la série des solutions C/10,
pour lesquelles nous détectons & I'EP une forte radioactivité, alors
que les tissus ne fixent qu’une faible radioactivité.

Caprraine montre que lintensité de la radioactivité fixée dans les
tissus est 15 fois plus élevée pour la série des solutions C que pour
celle des solutions C/10, alors que nous détectons une radioactivité
sur EP 39 fois plus élevée pour les solutions C/10 que pour les so-
lutions C.

Ces constatations confirment ce que nous supposions des échanges
entre gélatine et fraction protéique homologue et étayent singuliére-
ment nos hypothéses.

Des lors, nous osons dire que :



60 C. BIEDERMANN

a) la gélatine des solutions C fixe étroitement le complexe P*,
n’échange qu’une faible quantité de ce complexe P* avec les
protéines homologues et est phagocytée par le systéme réticulo-
endothélial, Faible radioactivité sur les protéines sériques, forte
intensité radioactive dans les tissus ;

b) la gélatine des solutions C/10 fixe les complexes P* de maniére
labile, en échange la plus grande partie avec les protéines ho-
mologues et est phagocytée par le systtme réticulo-endothélial.
Forte intensité radioactive sur les protéines sériques, faible
intensité dans les tissus.

En résumé, aprés échange du complexe P*, la gélatine est entrai-
née par le courant sanguin et est phagocytée par le SRE.

Nous l’avons déja dit, les recherches de CaprrAINE mettent en évi-
dencc une localisation de la radioactivité dans les tissus différente
s'il s’agit de micelles des suspensions G ou C/10; on trouve en
moyenne 78 9 de la radioactivité des solutions C fixé dans la rate
et 39,9 %% de la radioactivité des solutions C/10. dans les reins. La
différence existant entre les micelles des solutions C et C/10 se tra-
duit donc non seulement par une répartition différente des charges
électriques et par une affinité inégale de fixation du pomplexe P*
sur le colloide, mais aussi par un comportement différent du pou-
voir phagocytaire du SRE.

Le pouvoir de phagocytose du SRE dépendant de la dimension
des particules en circulation dans le sang (7,20,27), les micelles
des solutions C et C/10 sont donc de dimensions moyennes différentes.

Cette constatation rejoint hypothése que nous formulions con-
cernant la charge électrique des micelles des deux séries de suspen-
sions : la solution C est constituée de relativement grandes particu-
les & charges électriques nombreuses et migre sur une assez longue
distance a I’EP; la solution C/10, de relativement petites particules,
a charges électriques peu nombreuses, ne migrant qu’a faible distance
de la ligne de pose a I'EP.

Les particules de grandes dimensions fixent solidement le com-
plexe P*; phagocytées, elles apportent une intense radioactivité aux
tissus. La liaison du complexe P* avec les petites particules est labile:
phagocytées, ces particules n’apportent qu’une faible radioactivité aux
tissus.

Les particules de la solution C sont certainement phagocytées par
le SRE avec localisation préférentielle et habituelle dans la rate et
le foie (7); les petites particules de la suspension C/10 sont par con-
tre apparemment concentrées dans les reins.

La présence dans les reins de la radioactivité résiduelle fixée aux
petites particules pourrait ne traduire qu’un phénomene de simple
clearance rénale 3 un moment déterminé, les reins filtrant les par-
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ticules qui, en raison de leur faible dimension, ne sont pas phago-
cytées par le SRE. Cette manitre de voir rejoint celle de Gorman (13)
au sujet des petites particules sans effet Tyndall qui traversent ai-
sément les membranes biologiques.

Notre hypothése d’une fixation plus ou moins labile du phosphore
radioactif sur la gélatine nous conduit encore a& examiner le sort de
la gélatine aprés l’échange de ses ions avec les « protéines sériques
homologues », ce qui serait le cas des suspensions C/10. Celle-ci peut
avoir été séparée du sérum lors de la centrifugation précédant I'EP
ou avoir migré plus loin que les albumines du sérum.

Sur la base de nos expériences in vitro, nous devions retrouver
la gélatine dans la zone des (3-globulines. Cette supposition est étayée
par le fait que la comparaison des statistiques établies par Gemirz (12)
sur un lot de 12 lapins avec celles de ScEEIFFARTH et BEre (32) sur
une série de 16 lapins et les valeurs dans trois de nos cas (tableau LV)
montre que le pourcentage de répartition des fractions protéiques
du sérum pur de lapin est sensiblement différent de celui trouvé pour
deux de nos trois cas.

La différence est sensible principalement pour la fraction des
3-globulines,

TasLEAU IV

SCHEIFFARTH
et BErG (32) **
XI a Ia II a 12 cas 16 cas

BIEDERVIANN GEmniTz (12) *

A 46,200 49,100 57,10 | 57,6 -69,3: 63,2 0 62,2 72,6 %
o 8,00 10,390 12,0 op 48 - 75: 6,59 5,8 10,1 o
a2 859% 10,89 8,4 9% 48 - 85: 5,99 2,2 6,09
B 20,700 16,000 12,0 9% 9,3 -13,9 : 10,7 o 4,3 10,5 9%
1,9 3,3 %
y 11,89 12,59 9,6 9 9,5 -19,7 : 13,7 o 6,1 12,7 0

Bl
B

* et ** cités par Riva G. (31).

Il est donc possible que l’augmentation de Pextinction lumineuse
de la fraction des -globulines soit due ici & la présence, sur cette
fraction, de la gélatine pure, déchargée de sa radioactivité qui a
passé sur les protéines homologues. L’augmentation maximale de l’ex-
tinction lumineuse de la fraction des (3-globulines se trouve dans le cas
de la suspension XI(C/10). Mais elle est également constatée pour le
cas de la solution; I qui est une suspension concentrée. Ce fait, ap-
paremment paradoxal, confirme cependant encore I’hypothése que
nous émettons ci-dessus., En effet, quand méme la solution I fait
partie du groupe des solutions concentrées, elle posstéde les carac-
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teres des suspensions diluées: T/2 lent signifiant la présence de
fines particules, donc de faibles charges électriques ; intense radio-
activité détectée a I'EP sur les seules vy-globulines, protéines homeo-
logues des fines particules, augmentation de la fraction des g-globu-
lines, Le seul facteur qui rattache cette solution & la série des sus-
pensions concentrées est la détection d’un double clocher radioactif
sur les protéines attestant la présence de deux groupes de micelles
de gélatine chargées, Les principaux éléments de notre raisonnement
peuvent dés lors &tre schématisés de la maniére suivante (figure 9).

O GELATINE PURE

GELATINE + crp¥os LES MICELLES HOMOLOGUES”

PROTEINES PLASMATIQUES SONT DE MEHE GRANDEILE.

LIAISONS FERMES P¥—~ SUPPORT =P
LIAISONS LABILES P*—~ suPPORT — P

[}

SUSPENSION C

P%ﬁP X P$=P @ -
P YN

+ — + > ,
e RADIOACTIVITE
- SUREP
P P p p J
L i J L 3 ) *5

R J
N
SUSPEN- PROTEINES  PARTICULES  PARTICULES
-SION PLASMA- PHAGO - SEPAREES
INJECTEE ~-TIQUES -CYTEES PAR EP
4 A Y -\ o s 1 4 & I ¥
P P
O @ -
P P ‘
; + —> + -
P p ® O P pJ RADIOACTIVITE
A SUR EP
p [6ELATINE PURE] I

SUSPENSION C/1g

Fig. 9. — Schématisation du comportement des deux suspensions en fonction
de la grandeur des micelles et de I'affinité de fixation du phosphore.
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Interprétation générale,

De l’ensemble des faits et des considérations précités, nous pouvons

imaginer Pinterprétation générale suivante :

«) Dans le cas des suspensions C : en précipitant le phosphate tri-
sodique dans la gélatine et le chlorure de chrome, il se for-
merait des micelles en moyenne de grande dimension. Cette
formation dépendrait directement de la concentration du
CrPO, précipité. En raison d’une importante densité du pré-
cipité en ions P*0,, la gélatine constituerait des groupes mi-
cellaires de grandes dimensions susceptibles de fixer la tota-
lité des ions P*O,. Plus les micelles sont grandes, plus la pos-
sibilité de fixation du P* est grande.

Nous avons appelé cette possibilité de fixation « affinité de fira-
tion », Cette affinité est conditionnée par le nombre de « valences
libres » sur la micelle de gélatine. Plus les micelles sont grandes,
plus elles ont de «valences libres» et plus leur affinité pour le P*
est grande.

Un certain nombre de micelles de relativement petites dimensions
fixerait une partie des ions P*O, en utilisant la totalité de ses liai-
sons libres. Le reste des ions P*Q, serait fixé sur un second groupe
de micelles de dimensions plus grandes. C’est ainsi que se formerait
un colloide a deuxr groupes de micelles.

En admettant maintenant que la liaison des ions P*0, avec la
gélatine est plus ou moins forte, selon la grandeur des particules,
on peut expliquer que ces deux groupes de micelles, en présence
de sérum, échangent le complexe P* de liaison labile avec les « frac-
tions protéiques homologues ». Ce serait la raison pour laquelle nous
détectons sur I’EPgramme deur pies radioactifs d’intensité dilférente
sur deuz fractions protéiques différentes.

La suspension C comprenant davantage de grosses micelles a forte
affinité pour les ions P*O, on comprend que la radioactivité fixée
sur les protéines est de faible -intensité.

b) Dans le cas des solutions C/106, la quantité diluée au dixiéme
des ions P*O, introduits dans la suspension colloidale ne né-
cessiterait que des micelles de dimensions moyennes petites
pour s’y fixer. Toutes les micelles formées seraient de méme
dimension. Parce que de petite dimension, les micelles ne fixe-
raient le P* que de maniére labile. En conséquence, la pres-
que totalité des complexes P* passerait ‘sur les « protéines sé-
riques homologues » aprés Pinjection intraveinense de la sus.
pension. A I’EP nous devrions détecter une forte radioactivité
sur une seule fraction protéique, ce que ’expérience conlirme.
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L’analyse faite par Neukomm et coll, (23) du «rendement» en
phosphate de chrome:des solutions C et C/10 étaie notre interpréta-
tion de laffinité de fixation des micelles de gélatine en relation
avec la concentration : le rendement en phosphate des suspensions
concentrées est de 83 0%; pour les suspensions diluées, par contre,
le rendement en phosphate n’est que de 54 0.

Nous obtenons donc bien la relation suivante : & grande affinité
de fization des ivns P*O, grand rendement en phosphate ; a faible
affinité de fization, faible rendement en phosphate. '

En somme, en réponse & la premiére question posée au début de
ce travail, il y a «in vivo» modification des relations physico-chi-
miques entre le phosphate de chrome et la gélatine, composants élé-
mentaires de la suspension de radiophosphate de chrome gélatinée.

De Pinterprétation que nous venons de faire de la composition
des suspensions de radiophosphate de chrome, nous déduisons les
réponses aux deux autres questions posées : il n'y a pas «in vivo »
formation d’unc « nouvelle micelle » par combinaison de la particule
de radiophosphate de chrome gélatiné avec les protéines du sérum.
Nous imaginons un phénoméne de simple transfert de la radioactivité:
de la gélatine sur les protéines sériques, et ceci dans des proportions
différentes selon l’affinité de fixation du P-32 sur la gélatine, c’est-
a-dire aussi selon la grandeur de la matrice protéique. En consé-
quence aussi, aprés administration de la suspension de phosphate
de chrome gélatiné, une partic de la gélatine est libérée et circule
sous sa forme normale,

Nous ne pouvons pas dire si le «nouveau complexe P*-globuli-
nes » se comporte comme une «nouvelle micelle » vis-a-vis du sys-
teme réticulo-endothélial,

Quant & la question de la spécificité de la protéine sérique tenant
le role de transporteur de particule, la réponse est, en conséquence
de ce qui préceéde, également négative,
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SYNTHESE DU RAISONNEMENT

En étudiant le comportement sanguin chez le lapin de deux sus-
pensions homogenes de radiophosphate de chrome en milieu gélatiné,
la suspension dite concentrée (C) et la suspension diluée (C/10), nous
établissons les divers faits et constatations suivants :

La suspension concentrée différe de la suspension diluée sur trois
points :

1o

La vitesse & laquelle elle disparait du courant sanguin.

La demi-période de disparition de la radioactivité (T/2) con-
tenue dans la solution C est plus bréve que la demi-période de
disparition de la solution C/10.

Nous attribuons cette différence & la dimension moyenne
des particules constituant le colloide des suspensions, un T/2
bref signant la présence de particules en majorité de grande
dimension. i s

La suspension C est formée de molécules en moyenne de
grande dimension, la suspension C/10 de molécules de dimen-
ston en moyenne petite.

La liaison du P-32 avec son support colloidal dans la suspen-
sion.

~~ Nous constatons que la radioactivité de P* de la solution C

n’est reportée qu’en trés faible intensité sur les fractions pro-
téiques du sérum, au contraire de la solution C/10. Nous es-
timons que ce phénomeéne est di & la force des liaisons unis-
sant le phosphate de chrome & la gélatine. Nous émettons
Ihypothése que la force de liaison P*-gélatine est liée a la
dimension des particules du colloide, 4 une grande dimension
des particules correspond une forte liaison entre le phosphate
de chrome et la gélatine, et inversement & de petites parti-
cules une liaison labile.

L’affinité des protéines sanguines pour la radioactivité portée

~par le support colloidal de la suspension.

Ce point est le corollaire du précédent. Lorsque la liaison
P*-gélatine est labile, le P* en présence des protéines du sé-
rum, change de support. Il se porte en quasi totalité sur les
protéines, Lorsque la liaison est forte entre le P* et la géla-
tine, la radioactivité ne change pas de support en présence
des protéines du sérum. A liaisons fermes du P* sur la géla-
tine dans la suspension, faible radioactivité détectée sur les
protéines sériques et inversement, @ liaisons labiles, forte in-
tensité radioactive détectée sur les protéines sériques.
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C’est apparemment la concentration en phosphate de chrome des
suspensions qui est responsable des différences existant entre les sus-
pensions C et C/10. Nous établissons qu’en raison de ceite concentra-
tion les micelles de gélatine de la suspension C sont de grande di-
mension et que deux groupes micellaires de dimension différente cons-
tituent le ‘colloide de cette suspension, alors que les micelles de gé-
latine de la suspension C/10 sont toutes de petite et méme dimen-
sion.

Nous avons été conduit & admettre que les grandes particules lient
plus fortement la radioactivité. Les grandes micelles ayant de nom-
breuses charges électriques migrent a l’électrophorése sur une rela-
tivement grande distance, Selon leur degré d’affinité de fixation du
P*, elles échangent tout le phosphore radioactif dont les liaisons sont
labiles avec les fractions protéiques homologues, c’est-a-dire des frac-
tions qui ont migré & méme distance sur ’EPgramme. C’est ainsi que
nous détectons deuzr zones peu radioactives sur deux protéines séri-
ques. ' .

Les petites particules lient moins fortement la radioactivité. Tou-
tes de méme dimension et de mémes charges électriques, les micelles
des suspensions C/10 migrent toutes 3 méme distance a I’'EP, distance
relativement courte. Le phosphore radioactif étant moins fortement
lié & la gélatine, il s’échange en quasi totalité avec la fraction pro-
téique de méme charge électrique. (Pest ainsi que nous détectons une
seule zone fortement radioactive sur une seule fraction protéique sé-
rique.

RésuMi: ET CcONCLUSION

Nous étudions le comportement électrophorétique de deux suspen-
sions colloidales homogénes de radiophosphate de chrome dans le sang
du lapin, I'une dite concentrée et 'autre diluée.

Nous constatons que, quoique homogenes, les suspensions différent
I'une de V’autre par la dimension de leurs particules de gélatine, ce
qui entraine une variation du degré d’affinité de fixation de la radio-
activité du phosphore, d’abord sur le colloide de la suspension, ensuite
sur les protéines sériques.

Les modifications de la relation physico-chimique gélatine-CrP*0,
des suspensions colloidales de radiophosphate de chrome dépendent
probablement de la concentration en phosphate et en chrome au mo-
ment de la préparation des suspensions,

Il n’y a pas de protéines sanguines spécifiquement attachées au
transport des particules injectées, mais probablement seulement une
analogie de certaines propriétés physiques de la gélaline et des pro-
téines porteuses de la radioactivité (charges électriques conditionnant
la migration électrophorétique).
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Zusammenfassung

Wir studieren, mittels der Elektrophorese, das Verhalten zweier homogenen,
kolloidalen, radioaktiven Chromphosphat-Suspensionen im Kaninchenblut, d. h.
eine konzentrierte und eine verdiinnte Suspension.

Wir stellen fest, dass die Suspensionen, obwohl homogen, sich unterscheiden
durch die Dimension ihrer Makromolekiile der Gelatine, Dies hat eine Variation
des Grades der Fixationsaffinitit der Phosphor-Radioaktivitit zur Folge, zuerst
auf das Kolloid der Suspension, dann auf das Serumeiweiss.

Wir nehmen an, dass es die Aenderung der Chrom- und Phosphatkonzen-
tration bei der Herstellung der Suspension ist, welche die physiko-chemischen
Unterschiede verursacht, die die beiden Suspensionen von einander differenzieren.

Fiir den Transport der Radioaktivitidt im Blut gibt es kein spezifisches Serum-
eiweiss. Wir nehmen an, dass der Uebergang der Phosphor-Radioaktivitit von
der Gelatine auf das Serumeiweiss einzig von einer Analogie gewisser physikalischer
Eigenschaften dieser beiden Makromolekiile abhingt (die elektrophoretische
Wanderung durch die elektrischen Ladungen bedingt).

, Summary
This study concerns the electrophoretic behaviour of two homogenous,
colloidal, radioactive CrPO%-suspensions in the rabbit, a concentrated and a

diluted one.
It shows that the suspensions- although homogenous- differ from one another

by the dimension of their jelly particles.

This leads to a different degree of fixation-affinity of the P-radioactivity,
first in the colloidal suspension, then in the serum proteins.

The modifications of the physical-chemical relation between jelly and CrP*QO%
of the colloidal suspensions depend probably on the chromium and phosphate
concentration during the preparation of the solutions.

There is no specific serum protein responsible for the transportation of radio-
activity in the blood, but probably only an analogy of certain physical properties
between the jelly and the proteins transporting the radioactivity (electrical charges
conditioning the electrophoretic migration).
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