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Introduction à
Les modifications protéiques qui se produisent au cours de la cancérisation au niveau des cellules tumorales ou dans le sang ont frappé tous les chercheurs. Certains même ont voulu voir dans ces altéralions une « signature » de la maladie cancéreuse et se sont évertués à mettre en évidence, par les procédés les plus divers, certaines variations qu'ils considéraient comme spécifiques. Toutes les épreuves, tous les « tests » proposés depuis une trentaine d'années dans un but de diagnostic impliquent, de la part de ceux qui les ont proposés, la conviction que la tumeur évolue de telle sorte qu'elle engendre des protéines spéciales ou que sa croissance entraine un réarrangement parUiculier des protémes habituelles. Il doit donc être possible de mettre en évidence ces altérations. Qu'on veuille les déceler par leur dosage ou par certaines de leurs propriétés immunologiques, la démarche de l'esprit est identique. Dans l'ignorance de la cause exacte du cancer, il semble même que cette facon de penser soit la seule possible.
Or, c’est aussi un fait d'expérience qu'aucun des nombreux tests proposés n'est satisfaisant. Dans la revue qu'il en a faile (17), l'inspirateur de ce travail a montré que les réactions considérées comme les meilleures avaient une « marge de sécurité » si faible qu'elle interdisait toute affirmation. D'autre part, il ne semble pas qu'apparaissent de protéines spéciales, ni de modifications spécifiques des protéines habituelles, ni d'augmentation de l’activité de certains enzymes.
On est frappé, en consultant l’abondante litlérature cancérologique de constater que tout l'effort a porté sur l'étude des protéines du sérum alors que presque rien n’a élé tenté pour élucider ce qui se passe au niveau même de la tumeur.
Ce travail répond au souci d'étudier — non sur l'animal de laboratoire cancérisé par des procédés toujours artificiels, mais directement sur les tumeurs spontanées de l'homme — les différences pouvant éventuellement exister entre la com-
TRE (1 ee position protéique du tissu tumoral et celle du tissu sain VOISIN. |
Une dissection fine, faite par le chirurgien aussitôt après l'exérèse, permet d'ordinaire la dissociation des deux sortes de tissus dont l'examen histologique précise, s’il est besoin, la nature exacte.
Pour mener à bien ce travail, il était indispensable que nous puissions utiliser la méthode électrophorétique. Mais il n’élail pas question, puisque nous opérions sur biopsie, d'employer la méthode classique de Tiserits. Elle demande, en eltel, des prélèvements très abondants, une extraction préalable des protéines et leur purification par dialyse prolongée. Outre l'impossibilité matérielle, c'eût été allonger exagérément les détails d'exécution de ce travail déjà long. L'emploi de la microélectrophorèse, si elle pallie le premier inconvénient, supposait des dispositifs onéreux que nous ne possédions pas. Nous avons donc fait choix de l’électrophorèse de zone sur papier, à laquelle Tisecius lui-même accorde aujourd'hui sa faveur. Il nous a fallu cependant étudier de très près les conditions de son emploi : contrairement à notre espoir, l’électrophorèse sur papier ne nous a pas dispensés de l'isolement préalable des protéines. Du moins nous a-t-elle évité les longues dialyses nécessaires dans l’électrophorèse classique.
L'étude critique du mode opératoire et des conditions qui assurent le maximum de précision occupent toute la première partie du travail ; cette étude a été faite sur le sérum, en raison des recoupements nombreux que nous pouvions trouver dans la littérature et de l’appui que ces renseignements pouvaient apporter à nos efforts. Nous avons, chemin faisant, simplifié le mode opératoire et en quelque sorte proposé une « normalisation » que beaucoup ont adoptée.
Une fois précisée la marche analytique correcte, nous avons pu l'appliquer à résoudre le problème posé. En somme, nous avons suivi la démarche normale que no: prédécesseurs au laboratoire de Pharmacologie Chimique et au Centre Anticancéreux avaient déjà adoptée. En isolant des protéines, en les caractérisant, et en les dosant, grâce à leurs propriétés physico-chimiques, nous avons surtout fait œuvre de chimisle et d’analyste. Mais un outil une fois forgé doit servir et la deuxième partie de cette thèse témoigne de ce souci d'efficacité. :
Il va de soi que ce travail n’est qu'une tentative pour rechercher s’il fallait ou non s'engager dans la voie que nous avons précisée plus haut. Les faits très nets que nous avons pu meltre en évidence appellent une étude plus approfondie : d'autres la poursuivent déjà.
Première Partie
L'ELECTROPHORÈSE SUR PAPIER
L'ÉLECTROPHORÈSE -_ BREF HISTORIQUE
Méthode physico-chimique, initialement conçue pour l'étude des protémes, l’électrophorèse permet de résoudre la plupart des problèmes généraux qui préoccupent le chimiste, à savoir : la détection, l'isolement et le dosage des constituants protéiques d’un mélange.
Nous rappellerons très brièvement les principales étapes qui ont marqué les applications de l’électrophorèse.
Les protéines en solution sont susceptibles de se mouvoir sous l'influence d’une force électromotrice appropriée en captant des charges électriques. Quncxe en 1859 et Osrwazp ont dénommé respectivement ce phénomène de migration : cataphorèse et anaphorèse. Tisezius en 1937 (58) l’applique à l'étude des solutions de protémes et décrit son appareil classique à cuve en U que modifieront SvENssox (56) (67) et Prirpor. Cependant, les travaux sur la chromatooraphie suggèrent la mise au point de l'électrophorèse sur papier-filtre. Tisezits, lui-même, l’adopte (59) et l'étudie avec KunkEL (36) et CREMER (14). On peut citer également les travaux importants de Durrum (21), de ScaNeibER (51), de GRASSMAN, Haxnic et KNEDEL (28), (29), de MACHEBœŒUr ReBEyrortTE et Mlle BruNERIE (40), de ArprY (5) et de Vax Os (60).
De nombreux auteurs, dont Arpry (7), (4), ont établi la comparaison entre les résultats de l’électrophorèse et ceux obtenus avec les autres techniques de séparation des pratéines : relargage, précipitation par le sulfite de sodium.
Dans la première partie de ce travail, nous avons voulu étudier avec quelque détail la technique d’électrophorèse
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sur papier que nous désirions appliquer. Cette technique” peut apparaître de prime abord comme bien établie : en fail, les modes opératoires conseillés varient sur de nombreux points de détail et nous avons pu nous persuader qu'il n'était pas indifférent à l'exactitude des résultats d'adopter les unes ou les autres. Chaque point doit donc faire l’objet d'une étude critique, et la « normalisation » finale du mode opératoire est la seule garantie de la reproductibilité des mesures. On ne sera donc pas surpris de la place donnée à cette enquête nécessaire sur la pratique et la portée de l’électrophorèse sur papier.
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Recherches expérimentales sur la valeur de la méthode
La conduite d'une électrophorèse, jusqu'au résultat final exprimé par le pourcentage de chacune des fractions séparées, et, si possible, par leur « mobilité », peul ètre divisée en (rois parties distinctes :
1. L'application de la technique proprement dite, succession de manipulations aboulissant au tracé de la courbe d'électrophorèse.
© 2. La délerminalion des « posilions » el «€ mobiltés » permellant lidenlificalion des fractions.
L'évaluation de leurs proportions
Nous envisagerons donc dans les {rois premiers chapitres de ce fravail
1° L'étude de certaines conditions opéraloires se rapportant
a) he NE PU
b) À la concentration de la solution à étudier.
€) : . position des bandes dans les cuves.
d) Aux opéralions de coloralion el photomeélrie.
90 ''élude de l'identilicalion des fractions.
3° L'élude de la valeur de la planimétrie en lant que moven de fixer le taux des différents constituants protéiques des mélanges.
Trois cuves d'éléctrophorèse, chacune étant munie
Ce
d'un support pouvant recevoir deux bandes de papier-filtre. 3. Un photomètre pour la lecture des bandes.
4. Une batterie d'accumulateurs pour l'alimentation du photomètre. Nous avons donné la préférence aux batteries au Cadmium-Nickel à électrolyte alcalim.
5. Un redresseur de courant oxycuivre pour la recharge de la batierte.
Matériel accessoire et réactifs.
1) Papier Whatman n° 1. Bandes de 3,8 x 28,3 cm. 2) Pipelle de précision de 10 mm’, graduée en mm“.
3) Mélange d'huile de paraîfine et d'2-bromonaphtalène pour rendre le papier transparent (1).
4) Mélange méthanol-acide acétique :
Acidéracetiquetelacrale ere .l parte Méihanol pes true ER ee À 9 parties
5) Solution salurée de noir amide 10 B :
NOPNANUUS LU PDTVIENT RS ERE CR Mélange (4) méth.-acét. ......…. 200 ml.
Celle solution doit contenir un excès non dissous de noir amie qu'il est préférable d'éliminer par filtration sur papier au moment de l'emploi.
(1) Commercialisé sous le nom de Transparenzol,
I. — CHOIX DE LA SOLUTION-TAMPON
Préparation.
Nous avons employé deux sortes de -solutions-tampon dont voici les formules :
A) Tampon n° 1 aux phosphales de pl = 7,15 et de force iomquéen 10 18 UE LE
Phosphate disodique ? OH, 0,023 M soit : 4,095 g./litre Phosphate monopotassique JON MLS Ole Chlorure de potassium 0,05 M D NEA NET »
B) Tampon n° 2 au véronal el acétale de pH = 8,6 et de m'= 00, 144)":
VÉTONAES OUEST rare 29,428 g.
Aiéblate dé SOdIUnNeTist he te 19,428 g.
Solution décinormale de CIH ..... 180 ml.
PAR S INSEE NE q.S.p. 3 litres
DAS Nue
Vérification du pH (1).
Nous avons mesuré les différences de pit se produisant au sein du tampon véronal-acétale après une électropiorese
de 14 heures.
Compartiment central Chambre à électrodes
COTÉPANOTENMME CRE DHN=YS;0 pH = 8,3 CotéerCathodene ee DH $ DÉ=A00
Si l’on mélange alors les solulions-Lampon contenues dans chacun des compartiments, le pit trouvé est de nouveau de 8,6.
On constale ainsi l'efficacité de la eloison séparant la chambre à électrodes dû compartiment où trempent les extrémités des bandes. Pour compenser les modifications de pH se produisant près des électrodes, on inverse les pôles de la cuve à chaque électrophorèse.
Conservation des solutions-tampon.
Les solulions-tampon ainsi préparées el vérifiées se conservent difficilement à la tempéralure ordinaire. Elles présentent au bout de quelques jours un trouble important qui cède cependant à la filtration. £
Nous avons essavé la conservalion au frigidaire en flacons stérilisés pendant 3 heures à 120° (chaleur sèche), bouchés émeri et paraffinés. Le pH vérifié au moment de la préparation élail rigoureusement de 7,15 pour le Llampon aux phosphales el de 8,6 pour le lampon véronal-acétate. Après deux mois de conservation, le’ tampon phosphalé n'élait pas alléré el avait Loujours un pH égal à 7,15. Par contre, le tampon véronal-acélale présentait un dépôt Important el accusait un pH de 9. Ki la conservation d’un tampon phosphalé est relativement aisée, par contre celle d'un lampon au véronal est fort délicate.
Pour éviter loute altération, les cuves d'électrophorèse sont vidées entre chaque opération et le tampon est, pendant ce lemps, conservé à la glacière. Quelle que soit sa fréquence d'ulilisalion, il est renouvelé tous les 8 jours.
(1) Toutes nos vérifications de pH ont été faites à l’aide du potentio-pH-mètre système CARPENI-CONSTANT, Ets Jouan, constructeurs. S |
al
Choix d'une solution-tampon.
L'électrophorèse d'un sérum doit être faile en lampon véronal-acélate de pH = 8,6 (5) si l'on veut effectuer commodément la séparation de 5 fractions : albumines, globulines a, &, 8 el y. Le tampon aux phosphates de pe, 15ene. permet: pas toujours de distinguer 3, et Slobulines. Nous verrons cependant l'avantage qu'il v a à l'utiliser pour Pextraction et l’électrophorese des pro- (éines Hissulaires (voir 2° partie).
Nous avons par ailleurs constaté que, selon que l’éleclrophorèse est conduile avec l’une ou l’autre de ces solulions-lampon, l'intensité du courant d'électrolyse, prise aux électrodes, est différente :
DIFFÉRENCE DE POTENTIEL — 1{1( v.
INTENSITÉ nn — om "
Tampon phosphales Tampon vér.-acél.
1 seule bande dans la cuve 2,2 mA 1,5 mA 2 bandes dans la cuve 4,2 mA 2,59 mA
La solution-lampon servant à lélectrophorese doit done êlre appropriée à la nature des protéines à étudier. De plus, la conservation difficile du lampon au véronal nécessite son renouvellement tous les 8 Jours.
II. — CONCENTRATION DE LA SOLUTION PROTÉIQUE
La quantité de sérum à utiliser varie de 6 à 8 mn selon les auteurs (pour une coloration au noir amide). Pour notre part, nous préférons une quantité iégère-
-ment supérieure : 8 à 10 mm’ (8 mm° est particulièrement
indiqué). Le choix de la prise d'essai est important ; de Jui dépend l'obtention de bons diagrammes, ni trop ui pas assez colorés.
Nous avons voulu préciser les ‘limites dans lesquelles l'électrophorèse sur papier permet de retrouver une protéine donnée. Pour cela, nous avons réalisé plusieurs séries d'expériences avec des solutions de plus en plus diluées d' TRUE lvophilisée isolée par la méthode de Conx (fraction V). La teneur en albumine de chacune de ces dilutions a été délerminée par un dosage d'azote.
EXÉRIENCES N° 14 9 ET 175 (I à VI).
A) Vérification du taux d'azote de l’albumine de Cohn (qui contient une certaine quantité de CINa).
Nous réalisons une solution-mèêre d’a'bumine à 50 g./litre par dissolution lente de 5 g. d’albumine lyophilisée dans une solution de CINa à 9%0 en ballon de 100 ml. que l’on remplit jusqu’au trait de jauge. À partir de cette solution-mère, on prépare difFérentes dilutions. Sur chacune d'elles, on effectue un dosage d’azote par la technique de MARKHAM :
Mode opératoire.
1) La prise d'essai doit renfermer de 0,020 à 0,150 mg. d'azote. Elle doit donc être comprise entre 0,135 mg. et 1,012 mg. d’albumine si l’on utilise 6,55 comme coefficient de transformation de l'azote en albumine (1).
La prise d'essai choisie correspond à environ 0,500 mg. de protéines.
2) Catalyseur de minéralisation de SISLEY (3,80 g. de SO,Cu et 50 g. de SO,K.) utilisé à raison de 0,54 g. en présence de 1 ml. de SOJE, N:
3) Distillation dans l'appareil de MarkHaM. Le volume du liquide à distiller ne doit pas dépasser 8 mi. Opérer en présence de 2 ml. de NaOH à 40 %. Recueillir 8 à 10 ml. de distillat dans SO,H, N/100.
4) Titrage en retour par NaOH N/100 en présence d’indicateur au rouge de méthyle et bleu de méthylène de formule : Solution alcoolique de rouge de méthyle à 0,1 % : 4 parties
Solution alcoolique de bleu de méthylène à 0,1 % : 1 partie
Concentr. iniliale Albumine %0 en Albumine Azote trouvée %0 060 —NAZOTELX 6,55
Solution-mère 50 7,34 48,10 »randiluée audi 222625 3,07 24,07
ES
B) Electrophorèse d'une solution d'albumine de Cohn.
. La solution-mère dont nous partons est à 45 g. %0, teneur voisine de celle du sérum normal.
Nous réalisons l’électrophorèse simultanée de dilutions décroissantes d’albumine obtenues à partir de la solution-mère et nous examinons l'intensité des taches après coloration. Les résultats sont réunis dans le tableau ci-dessous qui indique également
(1) ARDRY emploie pour les albumines et les globulines un coefficient de transformation identique : 6,25 (3).
RAD A
les résultats obtenus avec un autre échantillon d’albumine. Pour ce dernier échantillon qui renferme une quantité importante de CINa, lé titre de chaque dilution a été vérifié selon la technique de GORNALL, BARDAWILL et Davip (25)
Albumine %9 Quantilé Intensite:
Prise Dilul. Dosage ‘absolue : des d'essai Markham d'Albumine taches 1) 0,007 ml. S.M. 45 0,315 mg. + + + 2) » 3/4 DO) 0,235 + + + 3) > 122 DES 0,1575 + + 4) > 1/5 9 0,063 — 5) NE 1/10 4,5 0,0315 + 6) 0,003 ml. S.M. 45 0,135 mg. JE ee 1) > 1/2 SMS 0,0675 + + 8) >» 1/4 11225 0,034 +- 9) > 1/8 5,63 0,017 Dosage Gornall 10) 0,008 ml. S.M. 29,5 0,236 mg. JE ee 11) » 4/5 24 0,192 + + + 12) > 210 20 0,160 + + 13) LS 1/2 14,5 0,116 + + 14) > 1/4 12% 0,058 in 15) > 1/8 3,25 0,026 —
Ainsi, en faisant varier d'une part le taux des dilulions et d'autre part la quantité de solution déposée, on s'aperçoit que dans l'électrophorèse sur papier (coloration au noir amide 10 B), la quantité l’albumine à étudier pour obtenir une tache d'intensité minimum est voisine de 0,02 mg. Si la quantité de solution protéique déposée sur la piste de départ est de 0,008 ml. à 0,010 ml. (conditions habituelles), on ne peut retrouver lalbumine si celle-c1 est à un taux inférieur à 2 g.-2,50 g. par litre.
Pour avoir une tache d'intensité correcte (+ + à +++) il faut étudier 0,10 à 0,20 mg. d'albumime représentant une concentration initiale de 10 à 20 g. par Htre (si l’on utilise 0,010 ml.) et de 12,50 à 25 g. (si l’on utilise 0,008 ml.).
Nous fixons ainsi l’ordre de grandeur de la quantité de liquide à déposer pour une concenlralion protéique approximativement connue (cas des urines, du L.C.R: ele.
qu'il faut préalablement concentrer (23), (62).
D'autre part, nous avons voulu vérifier S11 v avait proporlionnalité entre le laux de Falbumine déposée el la surface des courbes obtenues :
Quantilé absolue Unilés d'Albumine planimétriques Late Décoloration 0,315 mg 376 2) en cuves selon 0,235 303 3) GRASSMAN et HANNiIG 0,1579 179 4) (28) (29) à 0,063 85 1()) Décoloration 0,236 926 11) au | 0,192 541 12 Kuma-Gawa 0,160 447 13) selon 0,116 349 14) DREvON 0,058 261 15) (19) 0,026 130
Ces chiffres nous inspirent les remarques suivantes :
1) La décoloration au Kuma-Gawa donne des intensités plus fortes pour des quantités d’albumine égales. Il est donc possible que le procédé de décoloralion en cuves par bains successifs réalise une certaine élution du colorant. Ceci renforce la valeur de la seconde technique, son auteur avant montré que des extraclions répétées au Kuma-Gawa ne modifient pas les proportions des consüluants du mélange protéique.
Par ailleurs, le procédé de récupération par le charbon activé du mélange méthanol-acide acélique qui sert à la décoloralion en cuves des bandes d'électrophorèse à été criliqué (64). Il est peut-être responsable d’une décoloralion lrop poussée el c'est pourquoi nous lui préférons le procédé DREVOX qui assure une grande constance dans l'intensité des laches révélées el permet l'emploi d’une quantité réduile de mélange décolorant.
2) La relation entre la quantité d’albumine et les surfaces correspondantes n'est pas une relation linéaire. NUNKEL el Tisezius (36) l'ont déjà montré en procédant différemment. Ces auteurs ont découpé la bande de papier en pelils fragments et ont, soit élué le colorant après action du bleu de bromophénol, suit élué les protéines par de la soude el coloré selon For par une solution cupro-tartrique carbonalée. Aucune de ces deux méthodes ne fournit des résullats exactement en accord avee le taux d'azote des protéines.
KunkEr el Tiserits ont mesuré la densité optique en fonction de la concentration en protéines après avoir déposé
sur Île papier des quantités variables de protéines el élué le colorant comme décrit. Les albumines ont alors montré une plus grande rétention du colorant que les +-globulines : celle rétention augmente avec la concentration.
_En conclusion, si l'on colore les protéines par ie noir amide 10 B, il faut, pour oblenir de bons diagrammes parr d'une quantité absolue d'albumine supérieure à 0,20 mg. ce qui représente 0,008 ml. d’une solution à SAC EN PR
La relation entre la quantité d’albumine éludiée el l'intensité des laches oblenues évaluée par planimétrie n’est pas une relation linéaire et la lecture pholométrique des bandes ne peut en aucun cas donner un renseignement sur le laux absolu de protéines mises en œuvre.
III. — INFLUENCE DE LA POSITION DES BANDES DANS LES CUVES
Nous nous sommes atlaché dans un cerlain nombre d'expériences menées dans des condilions identiques à faire varier la position des bandes de papier les unes par rapport aux autres dans les cuves d’électrophorèse. Il nous est, en effet, apparu difficile, sinon impossible, d'obtenir des diagrammes rigoureusement semblables en opérant dans des conditions cependant identiques alors qu'il était, pour nous, de la plus haute importance de pouvoir comparer des échan- Hillons inconnus avec des protéines déterminées daps un bul d'identification.
On sait qu'au cours d’une opéralion d’électrophorèse sur papier, nombreux sont les phénomènes qui peuvent entrainer une modification dans le cheminement des protéines : irrégularités du papier, température, électro-osmose, RES
Dans chaque cuve de l'appareil Elphor-H, les électrodes sont disposées non pas au centre du comparument mais sur le côté (ce qui nous permet de définir la posilion d'une bande par «côté électrode » où « côlé opposé aux électrodes »; Fhéoriquement, ce montage ne doit pas avoir de répercussions sur l'une ou l’autre des deux bandes placées dans la cuve, ces bandes étant séparées du compartiment à électrodes par un couloir placé au centre de la séparalion.
SA ae
Nous avons donc effectué des électrophorèses en plaçant les bandes dans toutes les positions possibles :
1. Dans une même cuve : côté électrodes et côté opposé aux électrodes : expériences 65, 74, 87.
Dans des cuves différentes
A) Côtés semblables par rapport aux électrodes :
a) Côté électrodes et côté électrodes : expériences 60, 86, 87.
b) Côté opposé aux électrodes et côté opposé aux électrodes : expériences 84, 85, 89, 93, 95.
B) Côtés différents par rapport aux électrodes : expériences 58, 60, 86, 87.
Les échantillons examinés sont identiques dans chaque série d'expériences : se sont des sérums, normaux ou pathologiques et des extraits de tissus.
Résultats.
De ces expériences, nous avons extrait le tableau TL qui donne les élongations de différentes fractions en mm, par rapport à la ligne de départ.
Il est impossible de retrouver d'une manière constante des élongalions identiques pour les différentes fractions protéiques d’un niême échantillon.
L'expérience 87 effectuée dans une même cuve montre une similitude remarquable des élongalions, mais 1l n'en est pas de même de l'expérience 74! Si deux des bandes de l'expérience 86 (côté électrodes) accusent des différences acceplables, 1l n’en est pas de même de la troisième étudiée cependant dans des conditions rigoureusement identiques.
Conclusions.
Ainsi, une même expérience ne donne pas des déplacements identiques des fractions étudiées selon que l’on opère dans une même cuve ou dans des cuves différentes. Ceci rend très délicat le problème de l'identification des protéines en opérant simullanément avec un témoin. Nous y reviendrons plus loin.
Quels sont les facteurs qu'il faut invoquer pour expliquer ces varialions ? Le problème est délicat puisque les expériences ont élé menées simultanément dans des condilions identiques. La nature du tampon ? Les variations se reproduisent aussi bien avec le tampon phosphaté qu'avec le tampon véronal-acétate. La température ? Nous verrons qu'elle varie peu à l'intérieur de la cuve. L'homogénéité du papier ? Elle peut être mise en avant car nous allons montrer dans le chapitre suivant que le papier filtre est une cause d'erreur au cours de la lecture photométrique. Son hétéro-
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généité est indiscutable, Dès lors, n'expliquerait-elle pas cérlaines perturbations dans le cheminement des protéines : varialions du flux électro-osmotique, intensités différentes du courant d’électrolvse d'une bande à l’autre entrainant également une variation de chaleur dégagée par effet Joule, certes minime, mais suffisante pour contrarier la migration des fractions ? -
Les procédés de lecture photométrique
Homogénéité du papier-filtre.
Mrrkpen et Masseyirr (43) ont constalé que ladsorpion d'albumine par le papier produisait une (rainée sur la bande el abaissait la teneur des albumines en augmen- (ant celles des globulines. Cette adsorplion serait d'autant plus grande que le papier serait plus épais. Le choix du papier est done important, et doit être guidé également par ce que nous appellerons « lhomogénéité du papier à la lec- Lure pholtomélrique ».
En eflet, lorsque lon examine le relevé photométrique d'une bande d’électrophorèse après coloration, on est frappé par cerlaines irrégularités du diagramme qu'il convient de corriger pour obtenir un tracé régulier. Nous avons essayé de préciser l’ordre de grandeur des varialions dues aux inégalités du papier.
EXPÉRIENCES GROUPÉES SOUS LE N
a) Une bande de papier Whalman n° 1 blanche est rendue transparente à l’aide du liquide Transparenzol.
b) Une deuxième bande vierge, non soumise à l’électrophorèse,
est colorée et décolorée dans les conditions habituelles. Elle est de même rendue transparente.
Chacune de ces bandes est passée au photomètre de lecture.
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FrG. 1.
Diagramme obtenu par la réunion exacte de tous les points
déterminés par pholométrie (papier Whatman n° 1, coloration noir amide 10 B).
Sérum normal.
: b FIG. 2. — a) Tracé obtenu par leclure photométriaue d'une bande d’électrophorése vierge rendue transparente (papier Whatman n° 1). — b) Tracé oblenu par lecture pholométriaue d'une
bande d'électrophorèse colorée el décolorée dans les conditions habituelles (papier Whatman n° {, coloration noir amide 10 B).
La figure 1 montre un tracé de sérum normal let qu'il est obiénu par la réunion exaele de tous les points déterminés par photométrie et la figure 2 les tracés oblenus avec la bande blanche et la bande colorée el décolorée.
On voit ainsi l’ordre de grandeur des varialions du tracé impulables à l'inégalité du papier. On constate que ces irrégularités ne sont pas dues à une adsorplion du colorant par le fond du papier-fillre puisque la bande colorée-déco-
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lorée ne montre pas de variations plus grandes que la bande vierge.
Les écarts constatés sont de l'ordre de 0.02 à 0,03 unités photométriques. Ils peuvent cependant atteindre exceplonnellement 0,06 à 0,09 unités. On réalise leur importance relative en pensant que le pic des albumines correspond généralement à 1 unité, et celui des y globulines à 0,2-0,3 unités.
Des lors, il est important de repérer visuellement les fractions sur la bande colorée et sur le diagramme pour ne pas risquer de créer des sous-fractions illusoires. La mesure directe des élongations des fractions visibles sur la bande et leur report sur le diagramme constitue un procédé sûr de repérage exact.
Choix du colorant.
Nous avons ulilisé la coloration au noir amide 10 B parce que ce colorant donne les résullats le mieux en accord avec ceux de l'électrophorèse selon Tiserits. On comprend facilement l'intérêt qu'il y à à l'utiliser pour un travail de recherches. Cependant, de nombreux auleurs (21), (14), (53) se servent du bleu de bromophénol dont l'emploi est plus simple, mais il exige l'intervention d’un facteur de correclüon (mulüplication du pourcentage d’'albumines sériques par 2,35 si l’on prend la somme des chiffres trouvés pour chacune des globulines égale à l'unité}. Ce facteur de correction peut être soumis à de nombreuses critiques si l’on songe que l’adsorplion du colorant peut ne pas être la même entre deux fractions globuliniques où seulement entre deux globulines provenant lune d’un sérum normal et l'autre d'un sérum pathologique (27). Ce facteur est réduit à 1,15 dans la coloration au noir amide 10 B : il affecte les globulines si l’on prend le pourcentage d’albumines égal à Punité. BENHamoU et PoroNovskr (8) estiment que, dans la coloralion au noir amide 10 B, seules les globulines nécessitent un coefficient de correction de 1,25 (!. Pour notre part, nous avons renoncé à appliquer un coefficient de correction, quel qu'il soit.
D'autre part, la coloration au bleu de bromophénol exige une quantité de protéines plus importante que celle au. noir amide 10 B (20 mm’ au lieu de 8 à 10 pour le cas d’un sérum), ce qui n'est peut-être pas un inconvénient dans l'analyse d’un sérum, mais constitue une gêne lorsque l’on dispose d’une solulion protéique en faible quantité on peu concentrée (cas des protéines tissulaires)
La technique de coloration au bleu de bromophénol que nous avons essavée et qui donne de bons résultats est la suivante (21) :
a) immerger pendant 10:minules la bande séchée dans une solution à 1 %o de bleu de bromophénol dans l'alcool absolu saturé de chlorure mercurique,
b\ laver 10 minutes à l’eau courante, c) Sécher.
C’est un procédé pratique et rapide qu'il est très intéressant d'utiliser en clinique pour l'examen des sérums. fl présente l'inconvénient que nous signalons plus haut d’introduire un coefficient de transformation arbitraire, et pour un travail de recherche, nous lui préférons la coloration au noir amide 10 B, plus longue et plus délicate, avec expression directe du pourcentage des surfaces déterminées par planimétrie.
Procédés de lecture photométrique.
Nous avons eu l'attention attirée sur ce point par les différences des modes opératoires préconisés par les constructeurs de deux appareils d'utilisation courante en France : Jouan et Elphor H.
Si Jouax utilise une simple photométrie à sec de la bande placée entre deux plaques de verre; par contre ELprror rend cette bande transparente par un mélange d'huile de paraffine et d’a-bromo-naphtalène (technique de GRraïsmax et FHanNIG).
La source lumineuse trop faible du photomètre Elphor ne permet pas une évaluation à sec des bandes d’électrophorèse.
La photométrie comparée d'une même bande, rendue transparente par le mélange Transparenzol, avec les deux tvpes de photomèlre nous conduit à des résultats quasi identiques tant au point de vue proportions que forme de la courbe.
Mais si l’on compare, avec le pholtomèlre de Jouax, la même bande à sec et après l'avoir rendue transparente, on aboutit à des différences notables :
a) dans la forme de la courbe qui montre des sommels plus nets dans le cas d’une photométrie à sec,
b) dans les proportions des différentes fractions. Les albumines sont augmentées nettement par rapport aux fractions globuliniques si lon rend la bande transparente. Voici un exemple de résullats obtenus : :
nee
Bande n° 1 (colorat. noir amide) :
Y B Oo Gr Alb.
a) à sec 29,2 127 8,0 5,9 43,6 b) après transparence 28,2 10,8 7 41 49,9
Bande n° 2 (coloral. Bl. Bromoph.) :
Y B Oo Œ Alb..
a) à sec 33,9 17,9 15,6 7,8 24,8 b) après transparence Sn l 19 à 10 Le 6,4 40,1
Les différences importantes ainsi conslalées nous permeltent de dire qu'il est impossible de comparer des résullats d'électrophorèse sur papier qui n'ont pas été oblenus dans des conditions rigoureusement identiques. C’est ce que nous précisons plus loin en réalisant des séries d’électrophorèses qui constituent une sorte d'élalonnage des condilions opératoires.
La déterminalion du pourcentage des fractions par évaluation photométrique de l'intensité des taches se heurte encore à une autre crilique. On lui reproche de ne pas donner sur le diagramme une reproduction fidèle des taches oblenues sur la bande. En effet, chaque tache n’a généralement pas la même intensité de coloration au centre du papier el sur les bords où se produisent divers phénomènes qui provoquent un ralentissement de la migralion par rapport à la zone centrale qui constitue alors un « front » de migralion. Ces phénomènes de bord peuvent être facilement évilés si l’on se sert d’une bande de papier-filtre assez large permetlant de déposer la goutte de solution protéique bien au centre de la piste de départ {sur un front de 1 em. pour une bande de 4 cm. de largeur). Le photomètre Elphor H, qui balaie toute la largeur de la bande, évalue alors la totaulé de chaque tache et la critique d’une évaluation partielle de l'intensité lombe. Par contre, il n’en est pas de même avec cerlains photomètres qui ne permettent de lire qu'une zone centrale très réduite de la bande.
D'autres criliques surgissent à l’occasion de la consléuchon des courbes de Gauss el de la planimétrie, Nous v reviendrons plus loin.
Conclusion,
I ressort des conslalalions ci-dessus que lon est en droit d'atlendre de bons résullals, Irès constants, de la pholométrie des bandes après coloration à condition de suivre une lechnique fidèle et bien établie. La comparaison des résullals oblenus par des techniques différentes s'avère impossible.
POSITIONS ET MOBILITÉS
Une fois obtenue la bande colorée, se pose le problème qualitatif du repérage des fractions.
Ce problème est d’ailleurs identiquement le même qu'ii s'agisse des clichés photographiques fournis par l’électrophorèse classique (procédés de LoNGSWORTH, SVENSSON, PHiLpot, etc.) ou des diagrammes obtenus par photométrie des bandes colorées fournies par l’électrophorèse sur papier.
Le problème primordial que pose l'étude des mélanges de protéines autres que celles du sérum (telles que les protéines tissulaires, végétales, etc.) consiste dans la reconnaissance sans ambiguité des fractions séparées par l’électrophorèse et auxquelles le biochimiste accorde une individualité indéniable.
La solution de ce problème est donnée classiquement
par la détermination des « mobilités » électrophorétiques puisque les fractions séparées — et définies par cette séparation — le sont précisément du fait de leurs vitesses de
migration différentes, autrement dit de leurs mobilités. Il convient ici de rappeler quelques définitions fondamentales :
Dans l’électrophorèse classique en tube en U (électrophorèse libre), la mobilité à d’une particule protéique est représentée par le quotient de la vitesse de migration par l'intensité du champ. Des considérations théoriques déve-
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loppées par Tisezius et sur lesquelles nous ne pouvons Imsister permettent d'écrire les égalités :
Ve q SIK [un == — = E 6xar It
dans lesquelles V, est la vitesse de migration, E l'intensité du champ électrique, q la charge électrique de la particule, n le coefficient de viscosité du milieu, r le rayon de la particule supposée sphérique, S la surface de la section transversale de la solution soumise à l’électrophorèse, | la dis-
VA
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lance parcourue par la particule pendant le temps t, I l'intensité du courant et K la conductibilité spécifique de la solution. La notion de conductibilité spécifique introduit elle-même trois paramètres : la température, la force 1onique et le pH du mélange tampon utilisé comme solvant des protéines. La détermination de la conductibilité spécifique
suppose évidemment une opération indépendante et un appareillage classique mais coûteux. Quant à l'expression de la mobilité, elle implique que l’on fixe et indique les valeurs des trois paramètres et la surface de la section du tube en U {cf. GRABAR (26)].
Malgré ces précisions, on constate, d’un auteur à l’aure — même si l'on tient compte des PH légèrement difiérents auquels ont été faites les mesures — des variations notables de la valeur des mobilités comme en témoignent! les chiffres du tableau If.
M yie
Devant ces imprécisions inhérentes à la complexité biologique, nous nous sommes demandé si une méthode graphique d’application simple ne permettrait pas, au même titre que la détermination très délicate des mobilités, et sans qu'il soit nécessaire d'effectuer d’autres mesures, de résoudre le problème.
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Nous nous sommes engagé dans cette voie après avoir constaté que l’interprétation de nos propres diagrammes par difiérentes personnes, si elle laissait place à discussion quant au taux des différentes fractions, donnait des réponses très voisines quant aux « positions » de ces mêmes fractions sur
le papier.
DECOMFOSITION D'UH MEMZ DIAGRAMME D'ELECTROPHORESE (Référence 65;:;) PAR SIX PERSONNES DIFFERENTES,
DR SU ré PACS
A AL SE Nm ere
DE
K2 -‘C ti ta HD 74
Nous metlons sous les yeux du lecteur l'interprétation par des personnes différentes de quatre diagrammes pris au hasard se rapportant à des extraits tissulaires (fig. 3-4) et à des sérums (fig. 5-6).
Cette expérience, que nous ne sommes certainement pas les seuls à avoir tentée, avait pour but de dégager la part de subjectivité qui intervient dans la décomposition du dia-
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FrG. 7.
Positions relatives des différentes fractions d’un même sérum. Interprétations du même diagramme par six personnes différentes.
gramme en courbes de Gauss. Or, cette décomposition est nécessaire pour le calcul ultérieur — planimétrique — du taux des différentes fractions. Au simple examen de ces figures, on constate que deux tendances se manifestent :
a) Celle de simplifier à l'extrême et de ne retenir que les fractions « évidentes », bien marquées par les maximum de la courbe |c’est ce que faisait déjà Tisecius qui n’a jamais décrit que les albumines, les «, les & et les -globulines (fig. 6, diagramme 65 II, B)].
b) Celle de décomposer le diagramme en une muititude de courbes de Gauss, ce qui accroît le nombre des fractions et conduit à dissocier arbitrairement les 4, 6 et +-globulines en sous-fractions sans réalité physico-chimique (fig. 6, E, F).
On constate l'influence importante du facteur personnel lorsqu'il s'agit de décomposer un diagramme d’électrophorèse en courbes de Gauss. Ce problème se complique par la suite quand il faut identifier les fractions protéiques. Cependant, comme nous l’avons dit plus haut, l'interprétation d’un même diagramme par différentes personnes donne aux différentes fractions des « positions » très voisines.
FiG. 8.
Diagramme des fréquences groupées relatif à la position (élongation) des globulines au cours de l’électrophorèse à pH 9.1 selon ANTWEILER.
Abscisses : Position des différentes fractions.
Ordonnées : Pourcentage des cas dans lesquels on observe une élongation inférieure ou égale à une valeur donnée, portée en abscisses.
L’espace qui sépare la position de la y globuline et celle de P’albumine a été divisé arbitrairement en 100 parties égales.
Les traits pleins et mixtes partant du point M font comprendre comment ont été construites les abaques relatives aux différentes sortes d’électrophorèse : traits pleins — fréquence 5 %; traits mixtes — médiane (fréquence 50 %).
N. B. — Si nous avons choisi comme terme de référence l’espace yÿ—A c’est :
1°) Qu'il n’est pas possible dans lélectrophorèse sur papier de compter les élongations à partir du point où l’on a déposé le mélange : les phénomènes de capillarité, d’électro-osmose, etc., s’y opposent, ou compliquent les mesures.
.2°) Qu'il n’y a, en général, aucun doute sur l'existence et la position de ces deux fractions extrêmes, l’une (y globuline) à migration très lente, l’autre (albumine) à migration rapide.
Partant des onze interprétations de la fig. 6, nous extrayons le graphique de la fig. 7 qui représente les positions des différentes fractions rapportées à l’espace +-A.
Dès lors, notre méthode de travail se conçoit aisément. Elle a consisté à effectuer des mesures aussi précises que possible (sur agrandissements photographiques) des diagrammes d’électrophorèse reproduits dans de très nombreux mémoires. Nous en avons de la sorte réuni plusieurs centaines. L'emploi des diagrammes des fréquences groupées nous a permis d'établir à partir de ces relevés les variations normales des positions des différentes fractions protéiques des sérums humains.
À titre d'exemple, nous présentons, dans la fig. 8, le diagramme relatif aux 67 électrophorèses reproduites dans l'ouvrage d’ANTWEILER et obtenues avec le tampon de MicHaeuis pH = 9,1. Les droites en trait plein, pointillé ou mixte de la fig. 8 font également comprendre comment ont été obtenues les abaques A, /B, C de la fig. 9, abaques qui sont relatives :
A) À l'électrophorèse selon ANTWEILER, tampon MicHAr- PIS DE
B) À l’électrophorèse selon Tisezius, en tampon véronal sodique de pH = 7,9-8,2, force ionique 0,1, d’après les résultats de Koïw et collaborateurs (35).
C) A l’électrophorèse sur papier (en tampon véronal sodique également) d’après le travail de Koïw, lequel avait précisément pour objet de comparer l'électrophorèse sur papier et l’électrophorèse en tube en U sur les mêmes échantillons de sérum.
Passage aux mobilités.
On conçoit maintenant que si l’on construit de même, à partir des chiffres des « mobilités » publiés par différents auteurs et reproduits partiellement au tableau IT ci-dessus des diagrammes ou abaques dans lesquels les mobilités sont données en abscisses dans l’espace -A, il devient possible de déterminer par lecture directe, avec une précision très suffisante dans la pratique, la mobilité des différentes fractions protéiques qui apparaissent sur un diagramme d’électrophorèse quelconque. Nous donnons en D, sur la fig. 9, l’échelle que nous avons utilisée pour tenter de transformer en « mobilités » les « positions » déterminées par ailleurs.
Le diagramme d’électrophorèse que nous avons fait figurer sur les abaques C et D montre de plus — sans qu'il
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soit besoin de donner plus amples explications — comment on peut repérer, d’après la position des perpendiculaires
Electrophorèse sur popier Tampon pH 715 P=013 Papier \Whaotman n°1
F1G. 10. — Positions relatives des fractions à et B globul. dans l’électrophorèse sur papier. Appareil Elphor H, tampon phosphate pH —= TA
Trait plein : fréquence 5 % ; Trait pointillé ——— : fréquence 25 %; Trait mixte — - — - — : médiane (fréquence 50 %).
Electrophorèse sur popier
Tampon Véronal.acérate pf8,6 p:0; Papier Whotman n21
FiG. 11. — Positions relatives des fractions o,, «, et B globul. dans l’électrophorése sur papier. Appareil Elphor H, tampon véronal-acétate pH = 8,6.
Trait plein : fréquence 5 % ; Trait pointillé — — — : fréquence 25 %; Trait mixte — -—-— : médiane (fréquence 50 %).
abaissées des sommets des « pics » successifs, soit les positions relatives des différentes fractions (fig. 9 C), soit les mobilités correspondantes (fig. 9 D) ; il suffit d'amener 7 et À, pieds des perpendiculaires correspondant à la + globu-
line et à l’albumine, sur les demi-droites MC, MA, de telle sorte que A reste parallèle à CA. L'interprétation est d’aulant plus facile que le diagramme est à plus grande échelle.
Par la suite, nous avons réalisé une sorte d'étalonnage des mobilités dans nos conditions opératoires en consirulsant des abaques à partir de séries de sérums normaux dont nous donnons par ailleurs les chiffres (résultats du tableau IV).
Pour la commodité des comparaisons et de l'expression chiffrée des résultats de l’élecirophorèse, nous préférons toutefois ramener par le calcul toutes les élongations mesurées à ce qu'elles seraient pour l’espace 7; — À = 100. Ceci revient, on le voit, à exprimer les élongations en pourcenlages comme cela se fait dans l'expression des proportions relatives des différentes protéines par rapport aux protéines totales.
Exemple d'application.
Diagramme (A) de la fig. 6 (tampon véronal-acétate).
L'abaque-type (fig. 11) permet de reconnaître les 2 fractions séparées en tampon véronal-acétate en dehors des albumines et des y globulines, à savoir : a, « et 6 globulines.
La fraction appelée 4 sur le diagramme (et que certains auteurs reconnaissent) appartient en réalité eux «, globulines. Les 2, et +, globulines du diagramme se trouvent dans la zone des 2, globulines et la décomposition en deux fractions est une nécessité de construcüon. Il en est de même pour les courbes 8, et 8, qui représentent les 8 globulines.
Nous pensons toutefois qu’il n’est nullement besoin d'exprimer en « mobilités » Tisezius les « positions » déterminées par électrophorèse sur papier (1).
Bien plus, dans un protéinogramme tel que celui de la fig. 3 (diagramme 58 ter) qui correspond à une électrophorèse sur papier de protéines tissulaires, il ne nous semble pas non plus indispensable de « baptiser » les différentes fractions. Il suffit, croyons-nous, de les désigner par leurs élongations dans l’espace +-A arbitrairement égalé à 100. On pourrait se contenter de calculer les taux des protéines dans les différentes sections ou tranches verticales (0 à 10, 10 à 20,... 90 à 100) par planimétrie des surfaces déterminées. Ce mode d'expression aurait l’avantage de permettre
(1) D’autres auteurs, dont ARDpRrY R. (6) ont indiqué le moyen de passer des mobilités Tiselius aux mobilités en électrophorèse sur papier. Cet auteur propose un procédé de repérage des fractions protéiques en se référant à la position de l’albumine.
ee
instantanément la comparaison des protéinogrammes électrophorétiques et des courbes de relargage. En résumé :
1. Nous proposons d'interpréter les diagrammes d’électrophorèse en se référant à l’espace +-A, espace séparant la +; globuline de l’albumine, généralement facile à repérer.
2. La méthode statistique (diagrammes des fréquences groupées) permet de fixer les positions médianes et extrémes des fractions électrophorétiques nettement individualisées dans les sérums, telles que les 4, et +, globulines et la 8 globuline.
3. Un graphique établi sur papier calque et représentant les « positions » des différentes fractions dans l’espace y-A est appliqué sur le diagramme d'’électrophorèse à interpréter et permet de connaître, sans aucune ambiguité, d'après la position des différents pics, à quelle fraction il . rapporter les protéines auxquelles ces pics correspon-
ent.
4. L'extension de ce procédé graphique permet au besoin d'exprimer en « mobilités » les « positions » de chaque fraction.
5. L'expression des résultats quantitatifs d’une électrophorèse gagnerait en objectivité dans certains cas (protémes lissulaires ou protéines de nature inconnue) si les taux des différentes protéines constituant le mélange, au lieu d’être rapportés à des fractions globuliniques &, a» 8, etc. étaient simplement déterminés par planimétrie après division en parties égales (décimales) de l’espace qui sépare la protéine ayant la vitesse de migration minimum et celle ayant la vitesse de migration maximum. Ce procédé rendrait facile la comparaison des diagrammes d’électrophorèse el des diagrammes de relargage.
Nous venons d'étudier une méthode originale d’identification des protéines qui nous a rendu les plus grands services. Nous n’avons pas voulu cependant négliger deux autres procédés de repérage qui à priori peuvent paraître plus simples. Nous envisagerons donc :
1) l'identification des protéines à l'aide d'une bandetémoin,
2) le repérage du point neutre par une solution de Dextran.
IDENTIFICATION DES PROTÉINES A L'AIDE DE BANDES-TÉMOIN
Nous avons déjà signalé plus haut les différences très importantes de la migration rapportée à la ligne de départ, et cela dans des conditions opératoires cependant identiques.
Nous avons recherché ‘s’il y avait moyen de reconnaître sans difficulté des protéines inconnues en faisant migrer simultanément des protéines dont les fractions étaient préalablement identifiées.
Mode opératoire.
On remplace le support classique par un support construit spécialement ne comportant pas de séparation médiane. On peut alors disposer entre les deux bandes larges portant la solution à étudier une bande-témoin plus étroite (bande classique de largeur 38 mm. coupée par moitié dans le sens de la longueur, chargée soit avec un sérum normal, soit avec une solution d’albumine pure, ou la fraction IL-ITT W de Cohn (y globuline + prothrombine), ou un mélange albumine-fraction II-ITI-W (électrophorèse en tampon phosphate).
Comme 1l fallait s’y attendre, les fractions de même nature ne se retrouvent pas en des positions rigoureusement identiques par rapport à la ligne de départ. Ceci n’est pas d’ailleurs surprenant dans le cas où l’on compare une fraclion isolée, migrant seule, avec un sérum, dans lequel les fractions interferent.
Cependant, si l’on exprime ces « positions » en « mobilités relatives » par rapport à l’espace +-A, on obtient des chiffres qui restent sensiblement dans les limites de variaon des positions calculées statistiquement.
Il est donc possible, pour identifier des protéines de nalure inconnue (protéines tissulaires par exemple) de coupler ces deux procédés :
a) faire une bande-témoin avec un sérum où l’on calcule les « mobilités relatives » de chaque fraction :
b) comparer avec l’abaque de l’espace y-A obtenue staustiquement.
C’est ce que nous avons fait dans le cas des protéines des tissus sains et des tissus cancéreux (voir 2° partie).
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EMPLOI DU DEXTRAN
Kunkez et ‘Tiserus (36) ont étudié le phénomène osmotique qui, à lui seul, peut provoquer le déplacement des protéines sur la bande de papier-filtre et se superposer à la migration sous l'influence du courant électrique. IIS utilisent à cet eflet le Dextran, substance électriquement neutre. MacHEBœŒur (39 et 41), dans son étude sur l’électrorhéophorèse, en a fait également usage.
Nous avons ajouté systématiquement du Dextran à la solution protéique étudiée pour pouvoir juger de l’importance du flux osmotique que nous pensions être à l'origine des différences d’élongations constatées au cours d'expériences menées dans des conditions rigoureusement identiques. Nous avons dû y renoncer car la présence de Dextran altère le diagramme en provoquant la formation d'une trainée de colorant dans la zone des y globulines et en arrière de celles-ci. Son emploi ne peut donc revêtir qu'un intérêt théorique. Nous indiquerons cependant brièvement son mode d'utilisation.
Réactif : Dextran Clin, à employer en solution aqueuse.
KuxkeL et Tiserius emploient 0,005 ml. d'une solution à 3 %. Dans ces conditions, nous n'avons pas retrouvé la présence de Dextran après électrophorèse (coloration au bleu de bromophénol et au noir amide 10 B) ; les résultats ne sont pas meilleurs avec 0,005 ml. d’une solution à 10 %.
Il a fallu employer 0,020 mi. d’une solution à 20 % pour obtenir des taches nettes (blanches entourées d’un fond bleu). Mais alors, le diagramme est perturbé et on ne peut procéder qu'à un simple repérage qualitatif des fractIOnS.
CHAPITRE III
Etude de la valeur de la planimétrie
L'appréciation des proportions relatives des divers constituants du mélange soulève le problème de la décomposition en courbes de Gauss et de la valeur de la planimétrie. Nous nous sommes eflorcé de résoudre plusieurs ques- Uons :
1) La somme des surfaces des courbes de Gauss est-elle identique à la surface totale du diagramme ?
2) La marge des erreurs commises entre plusieurs planimétries d’un même diagramme et par des opérateurs différents est-elle importante ?
3) Lorsque la construction oblige à décomposer une fraction apparemment homogène en deux ou plusieurs courbes de Gauss, les résultats sont-ils identiques à ceux que l'on obtiendraäit en ne construisant qu'une seule courbe ?
1. Rapport de la somme des surfaces des courbes de Gauss à la surface totale du diagramme.
Deux courbes de Gauss contiguës chevauchent el possèdent ainsi une surface commune ç qui est évaluée 2 fois au cours de la planimétrie ‘voir figure 12, p. 64), tandis que la surface 5’ n’est jamais estimée. La construction des courbes doit normalement respecter l’équivalence de 6 et 5”, sinon une erreur évidente allectera le calcul de la proportion de chaque fraction.
Dans un grand nombre d'expériences, nous avons comparé la somme des surfaces des courbes de Gauss à la surlace totale du diagramme déterminée par planimétrie. Dans presque tous les cas, l'erreur ainsi commise est pratique: ment nulle : 0 à 0.5 % et ne dépasse jamais 1,5 %.
2. Planimétrie d’une même courbe de Gauss par deux opérateurs différents.
Voici l'exemple d'une décomposilion en courbes de Gauss (fig. 6 D) planimétrée deux fois par deux personnes différentes entrainées à celle opération. Les résultats son les suivants :
Frac- Fractions Pourcentages Pourcentages lions assimilées à (1° personne) (2% personne) A A 54 04,4 54,4 54,3 di; To 3,0 “e ui 7 Ho à % , : * - 2 a, AREA ARE | Gt 115,5 2 } 15.7 6,9 | LENV ER 6,8 5,8 | 2 1 SO CN MN Fe LRU [97 2% (de Y: J 3,9 4 4 NV Vo 8,9 16,9 8,8 | 16,6 8,8 | 16,8 8,8 | 16,9 Ya Fe 3,9 4 4,1 100,0 100,0 100,0 100,0
Si l'on multiplie les exemples, on retrouve cette constance des résultats et l’on constate la quasi-similitude des proporlions calculées par le même opérateur où par deux opéraleurs différents.
3. Planimétrie d’une même fraction décomposée en une ou plusieurs courbes de Gauss.
On a vu que par nécessité de construction il fallait parfois décomposer en deux courbes de Gauss le pic correspondant à une même fraction homogène. Voici quelques exemples de planimétries faites dans des cas où le choix entre une ou deux courbes en cloche est discutable. Ils se rapportent aux fig. 5 et 6 :
EEE
, Fig. 5.D “Fig. 6 À Fig. 6 D Fig. 6D fract. pourcent. | fract. pourcent. | fract. pourcent. | fract. pourcent. y 1153 Y. 8,1 y, { B, 6,8 No jets) Yo 8,1 Vo 8,9 Bs 2,9
Ys 4 Total 26,8 16,2 16,9 Son LE 2088 DAME ANS ; 19,2 É 917
Les différences de pourcentage que l’on peut trouver ainsi ne sont pas considérables. Mais par contre, les valeurs numériques que l’on peut lirer de chaque interprétation faite par plusieurs opérateurs sont très dillérentes. Il n’est que de considérer les diagrammes des fig.-3, 4, 5 et 6 pour s’en apercevoir. C’est pourquoi nous avons tenté de préciser la façon dont devait se faire la décomposition d'un diagramme en courbes de Gauss (voir mode opératoire)
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Mode opératoire proposé
Nous avons cru‘bon de faire un exposé détaillé qui comporte des renseignements techniques précis suggérés par deux années de pratique. Les résultats décrits dans la deuxième partie de ce travail ont été oblenus de cette façon.
L'exposé du mode opéraloire comprendra 3 parties :
1) Les conditions techniques.
2) L'interprétation des diagrammes d’électrophorèse el la construction des courbes de Gauss.
3) L'étude statistique de sérums normaux précisant la valeur des résullats que l’on est en droit d'attendre ea travaillant dans les conditions opératoires décrites.
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PRÉPARATION DE LA BANDE DE PAPIER-FILTRE
La bande de papier-filtre présente deux faces : l’une d'apparence rugueuse, l’autre plus fine sur laquelle sera déposée la solution protéique. Tracer 3 lraits de eravon perpendiculaires à la longueur : CD à 358 mm. d'une des extrémités, AB à 80 mm. de cette même extrémité et C’'D' à 8 mm. de l’autre extrémité. La solution à examiner sera répartie le long de AB. CD et C’D’ sont des repères pour la mise en place des bandes sur le support de l'appareil.
Immerger entièrement la bande de papier-filtre dans la solution tampon servant à l’électrophorèse. Attendre 10 minultes. Essorer grossièrement la bande entre deux épaisseurs de papier-filtre. Déposer quelques gouttes de tampon sur la partie horizontale striée du support. Faire adhérer le papier sur l’un'‘des côtés du support, tendre légèrement, faire adhérer l’autre extrémité. Introduire le support dans la cuve, le trait AB étant situé du côté de la cathode. Poser le couvercle sur la cuve.
Attendre’ 15 minutes avant de déposer la solution de protéines, temps nécessaire à lhumidification régulière de la bande par le tampon.
DÉPOT DE LA SOLUTION PROTÉIQUE
Prélever la solution à analyser à la pipette de précision. En essuyer les bords extérieurs avec du papier-liltre. Appuyer son extrémité arrondie el rodée sur un carré de papier-filtre ; le liquide descend de lui-même. Faire affleurer le niveau du liquide à hauteur de la graduation choisie.
Pour le sérum sanguin, une prise d'essai de 8 mm° (quelquefois de 10 mm‘) est nécessaire pour que l'interprélalion soit valable (facteur dépendant du taux de protéimes). Pour analyser certaines solutions protéiques, la prise .d'essar doit être encore bien supérieure : 30 à 40 mm° et plus si l’on veut pouvoir déceler certaines fractions protéiques se trouvant en faible quantité.
Enlever le couvercle de la cuve et déposer la solution sur le trait AB sous forme d’une fine traînée. Opérer en maintenant la micro-pipetle très verticale et en la promenant délicatement d’un lent mouvement de va-et-vient sur le trait de crayon en ayant soin de s'arrêter à 1 cm. de chacun des bords de la bande de papier-filtre. L'étalement se fait de lui-même. Il est cependant quelquefois nécessaire de souf- Îler légèrement dans la pipette lorsque le liquide analysé esi très visqueux. Prendre soin de ne pas crever le papier el d'élaler très régulièrement la solution à analyser, ce dernier point élant indispensable pour l'obtention de diaorammes homogènes. Un appui pour la main est souhaitable. Remettre le couvercle de verre. Brancher la cuve au redresseur (fiche noire à la cathode et rouge à l’anode). Faire passer le courant et régler la tension d’alimentation à 110 volts.
Laisser la séparation électrophorétique s'accomplir pendant 14 heures (1).
RÉVÉLATION DES BANDES
Arrêler le passage du courant avant d'ouvrir la cuve. Prendre garde qu'en soulevant le couvercle les gouttelettes . condensées à la partie inférieure du verre ne tombent sur les bandes. Retirer le cadre et laisser sécher les bandes à la température ordinaire en posilion horizontale.
Dans une cuve de verre appropriée, verser la solution salurée de noir amide 10 B, préalablement filtrée pour éviter le dépôt des grains de colorant sur la bande de papier-filtre, ei y plonger les bandes pendant 10 minutes. Agiter. Retirer la bande et la laisser égoutter. 2e
(1) Certains auteurs préconisent de placer les cuves en chambre froide pour maintenir une température constante pendant la durée de l’électrophorèse (compensation de la chaleur dégagée par effet Joule). Nous avons vérifié la température à l’intérieur de la cuve au cours d’électrophorèses. L'augmentation moyenne de température est de 0°5 après 1 heure, de 1° après 2 heures, de 1°5 apres 4 heures et de 2° après 14 heures. Il ne semble pas que la mise en chambre froide améliore nettement les résultats.
DÉCOLORATION
La décoloration des parties du papier non chargées de protéines s'effectue en plongeant successivement la bande dans différents bains du mélange méthanol-acétique. Les temps d'immersion du papier doivent être’ augmentés au fur el à mesure que l’on passe d’un bain dans un autre. Si l'on emploie des bains de décoloration neufs, laisser par exemple les bandes :
10 minutes dans le 1* bain
20 > > LES 30 > > gme » 1 heure » AIRES 2 heures » DURS
ce qui porte la durée totale de la décoloration à 4 heures. Effectuer des agitations répétées au cours du passage dans chacun des bains.
La quantité de liquide utilisée dans chaque bain est fonchion du nombre de bandes mises à décolorer simullanément. Les temps que nous donnons ci-dessus sont valabies pour des bains de 1 litre servant à décolorer 3 bandes à la fois. Les bains peuvent resservir plusieurs fois, surtout les premiers. Pour le dernier lavage, il' est recommandé d’emplover un mélange méthanol-acétique neuf.
Si l’on utilise des bains qui ont déjà servi plusieurs fois, prolonger la décoloration jusqu'à obtention d’une bande dont le fond non chargé de protéines ne soit plus que faiblement teinté en bleu (1).
Plonger les bandes décolorées dans de l’éther pendant 2 ou 3 minutes. Laisser sécher à l’air, ce qui ne demande alors que quelques minutes.
Remarque. — Récupération du mélange méthanol-acide acétique utilisé pour la décoloration du fond des bandes ayant subi l’action du Noir Amide.
Le procédé préconisé par le constructeur de l’appareil est la distillation. Cette méthode présente des inconvénients :
1° Formation d’acétate d’éthyle au cours du chauffage.
2° Impossibilité de récupérer l’acide acétique.
3° Passage d’une partie de lacide acétique ou d’acétate d’éthyle dans le distillat (le titre en acide a été vérifié).
Nous avons utilisé l’adsorption sur charbon végétal activé R. P. qui a l’avantage de permettre la récupération du mélange dans les proportions désirées.
(1) Une technique de décoloration plus intéressante consiste dans une extraction du colorant en excès par lixiviation à chaud dans un appareil du type KUuMAGAWA (voir DREVON, 19).
La filtration continue sur colonne est apparue comme un procédé lent et peu commode, le charbon devant être renouvelé, fréquemment. j AE
Aussi, nous avons préféré réaliser un simple contact en récipient fermé pendant 24 heures entre le mélange à décolorer et une quantité suffisante de charbon. Au bout de ce temps, une simple filtration sur papier permét d’avoir un mélange clair prêt à l'emploi.
Wozrr R. et MAaGNIN P. (64) ont critiqué le procédé de récupération du mélange méthanol-acide acétique par le charbon. Ces auteurs ont prétendu, en effet, que le liquide plusieurs fois régénéré était susceptible d'enlever une partie du colorant fixé sur les protéines. Ils ont pensé que ce fait était imputable à l’accumulation dans le solvant des sels tampons dont le papier est imprégné au cours de l’électrophorèse.
Pour notre part, nous n'avons jamais constaté qu’un mélange récupéré décolore plus fortement les protéines qu’un mélange neuf. D'abord, il semble que lors de son passage dans les solutions de lavage, la bande de papier ait déjà abandonné dans la solution de colorant le tampon qu'elle retenait et WoLrr et MAGNIN ont montré que le tampon mélangé au colorant ne modifiait pas la teinture des protéines. Ensuite, pour justifier expérimentalement leur point de vue, ces auteurs ont laissé séjourner pendant 24 heures les bandes de papier dans le mélange méthanol-acétique additionné de quantités croissantes de tampon. Ce laps de temps est très supérieur à la durée habituelle du lavage et l’on est en droit de se demander si une décoloration aussi poussée n’est pas susceptible de provoquer à elle seule les différences constatées. La décoloration au Kumagawa résout d’ailleurs le problème de façon plus heureuse.
EVALUATION PHOTOMÉTRIQUE DE LA TENEUR DES BANDES EN PROTÉINES
Immerger les bandes 15 minutes dans le mélange huile de paraffine + 4-bromonaphtalène (1).
Essorer légèrement la bande ainsi rendue transparente el la placer entre les 2 lames de verre du photomètre en prenant soin de ne pas inclure de bulles d'air dont la présence fausserait la lecture. Pour ce faire, poser délicatement la bande de papier sur la première plaque en commencant par une extrémité et en progressant lentement. Poser ensuile la deuxième plaque de verre sur la deuxième face de la bande en opérant de la même façon. Si, malgré ces précaulions, quelques bulles se sont formées, les chasser vers l'extérieur en appuyant au centre de la plaque et en dirigeant progressivement celte pression vers le bord.
__ Essuver soigneusement les plaques de verre à l’extérieur avec un tampon de papier-filtre. Introduire alors l’en-
(1) Nous avons utilisé avec autant de succès l'huile de paraffine seule.
semble composé des lames de verre et de la bande colorée dans lé châssis denté, la ligne correspondant à la piste de départ de la solution protéique étant placée du côté du zéro de la graduation. Vérifier la position de repos du galvanomélre en agissant sur la vis de rappel de manière à amener l'aiguille du cadran sur le trait le plus à gauche de l'échelle. Allumer l’ampoule du photomètre et la laisser chauffer » minutes. Introduire le châssis denté. Faire le zéro sur la graduation de droite du cadran lorsque paraissent les premiers millimètres de la bande. Déplacer le châssis vers la droite de mamère à amener AB au-dessus de la fente lumineuse.
Commencer alors la lecture en déplaçant le cadre millmètre par millimètre. Les inlensités lues à lampèremetre sont portées en ordonnées sur une feuille de papier mullimétré en regard des déplacemients inscrits sur l'axe des abscisses. On obtient de bonnes courbes en représentant par une longueur de 2 mm. chaque division de l’ampèremetre et chaque avancée de 1 mm. sur la bande.
Si l’on doit conserver la bande, éliminer par l’éther Île liquide avant servi à la rendre transparente.
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CHAPITRE II
Interprétation des diagrammes d’électrophorèse
Construction des courbes de Gauss
La décomposition d'un diagramme d'électrophorèse en courbes de Gauss élémentaires repose sur les principes suivanis :
1° Les sommets des « pics » indiquent la présence d’une fraction imdépendante.
2° Les verticales abaissées des minimum du diagramme délimilent les zones dans lesquelles se placent les fractions successives.
3° La teneur du mélange en un constituant donné est proportionnelle à la surface délimitée par la courbe de Gauss correspondante.
Après avoir tracé point par point, sur papier calque, le relevé photomé MAL retourner le papier (voir plus loim conseil pratique) et opérer comme suit :
— Abaisser, des maxima et des minima du diagramme. une perpendiculaire à l’axe des abscisses (fig. 12, 1°).
— Projeter sur le diagramme, à l'agrandissement convenable, les familles de courbes de Gauss re produites sur microfilms, en faisant coïncider le sommet des courbes de Gauss avec le sommet des pics successifs, et la base des cour-bes avec l’axe des abscisses. Repasser au cravon le tracé le mieux adapté à la forme du diagramme.
—— Il est recommandé de commencer la décomposition par un « pie » nettement marqué et dont la forme se rapproche le plus de celle de l’une des courbes en cloche du micro-
film. C’est le cas par exemple du pic correspondant à l’albu- mine dans un sérum sanguin.
Remarque. Si le pic des albumines présente une légère üissymétrie, comme c’est le cas dans l'exemple choisi, tracer l'axe en joignant les milieux des segments de droite aan ar a2 a°2 — a3 a°3-— tracés à différents niveaux en menant des parallèles à l'axe des abscisses (fig. 12-1°). Ce procédé paraît meilleur que celui qui consiste à abaisser la perpendiculaire à l’axe des abscisses à partir du sommet s, puis à tracer la branche SE symétrique de la branche sx (fig. 12-4°). Ce dernier procédé, en effet, oblige à inclure deux ou plusieurs courbes de Gauss à lintérieur d’une fraction protéique manifestement homogène.
__ Les courbes principales (A, alpha, béta, gamma...) une fois tracces, il est souvent nécessaire de dessiner des courbes secondaires (alpha 0, béta 2, etc... Nue 12-3°) tele les que leur composition avec la courbe principale immédialement voisine redonne le diagramme lui-même. Pour tracer ces courbes secondaires, dont il ne faut pas abuser, on se laissera guider par les trois principes suivants :
1° Le croisement de deux branches sera fait sur le milieu des verticales abaissées des minima.
2° Les extrémités” droites et gauches des courbes de Gauss secondaires (toujours obtenues par projection), rejoindront le pied de la courbe de Gauss non contiguë.
N. B. — Il arrive que cette dernière construction soit possible sur la courbe de Gauss principale de droite et non sur celle de gauche (fig. 12-2° entre A et alpha 2). On s’efforce alors de trouver une courbe intermédiaire respectant à la fois les fluctuations du diagramme (c’est le cas de alpha, par exemple) et le principe de la « section médiane », c’est-à-dire telle que la verticale passant par le point de rencontre des deux branches soit divisée en deux parties égales (point M entre M1 - M2, fig. 12-3°).
3° Les surfaces telles que sigma, sigma’ (fig. 12-4°) devront être égales. L'œil apprécie assez correctement cette égalité.
lemarque. — Certaines considérations, valables surtout pour les sérums dans lesquels des recoupements de la méthode électrophorétique par la méthode chimique sont possibles — conduisent parfois à dissocier une courbe principale telle que gamma en deux courbes secondaires telles que gamma 1 et gamma 2. La construction devra évidemment permettre de vérifier la condition gamma = gamma Î{ + gamma 2 (fig. 12-4°),
Conseil pralique.
Les courbes ainsi tracées doivent pouvoir être réajustées alin de respecter la forme même des courbes de Gauss et les différents principes énoncés : c'est la raison pour laquelle il est recommandé de tracer les courbes au cravon, et au verso du diagramme établi sur papier calque. De la sorte, les
ENCORE
essals successifs, les coups de crayon et de gomme ne touchent pas le tracé lui-même. Lorsqu'on croit être parvenu à là meilleure décomposition possible, on peut, en remplacant la feuille côté recto, dessiner au nel sur celte face le tracé définitif. ;
V'érificalion :
En planimétlrant {outes les courbes de Gauss ainsi tracées (eu en déterminant leur surface par le calcul ou par les lables) la somme des surfaces élémentaires doit être égale à la surface totale comprise entre le tracé du diagramme el l'axe des abscisses. La surface totale ne peut — bien entendu — être connue que par planimétrie.
PLANIMÉTRIE
Pour évaluer à l’aide du planimètre la surface de chacune des courbes de Gauss oblenues, fixer la feuille de papier sur une surface plane et placer le traçoir de l'appareil sensiblement au centre de gravilé de la courbe ; le bras nrobile du traçoir doit alors former avec l'autre bras un angle à peu près droit. Amener le lraçoir en un point déterminé de la courbe: Noter le chiffre lu : les centaines et les dizaines sont inscrites sur le cylindre et le vernier donne les unités. Décrire rigoureusement la courbe avec le tracoir dans le sens des aiguilles d’une montre et revenir au point de départ. La différence des lectures avant et après le parcours donne la surface de la courbe. Un coefficient permet de convertir les unités planimétriques en unités de surface si on le désire.
La surface de chacune des courbes ainsi planimétrée est exprimée en pourcentage de la somme des surfaces de toules les courbes.
REMARQUES GÉNÉRALES
Inégalités du diagramme. — Le relevé, millimètre par millimètre, de la densité optique du papier, fixé et coloré, en fonction des élongations conduit à un tracé présentant de petites irrégularités dont il n’y a pas lieu de tenir compte. Un tracé tel que celui de la figure 12-6° sera interprété comme si la courbe était continue comme en 12-5°.
Chevauchement des extlrémilés des courbes de Gauss. — 1 arrive que les pieds de deux courbes de GAUSS non voisines chevauchent légèrement l’un sur l’autre. On doit en tenir compte en abaissant légèrement le sommet de la courbe construite entre les
Dot) qe
deux courbes qui chevauchent. C’est ce qui a été fait dans le tracé de la courbe alpha 0 (fig. 12-3°) pour tenir compte du chevauchement (indiqué par les hâchures) des courbes A et alpha 1.
Interprétation des diagrammes d'électrophorèse
construction des courbes de Gauss
Rire:
Interprétation des diagrammes d'électrophorése. Construction des courbes de Gauss.
CHAPITRE III
Etude des sérums normaux
Pour le but que nous nous proposions, il importait de faire 1” «étalonnage » de la méthode électrophorétique. Nous l'avons réalisé à partir de sérums d'individus sains, analysés en assez grand nombre pour pouvoir appliquer à l'ensemble des résultats la méthode de statistique graphique qu'autorise la construction préalable du « diagramme des fréquences groupées ».
Nous rappellerons brièvement en quoi consiste un diagramme des fréquences dont l’application aux données biologiques a fait l’objet d’une mise au point à laquelle nous renvoyons (17). Tout résultat biologique portant sur une « population » assez importante est soumis à de larges variaüons. Or, 1l est intéressant de connaître non pas les valeurs extrêmes qui sont exceptionnelles, ni la moyenne des résultats, mais la fréquence avec laquelle se retrouve une valeur déterminée de la variable.
Sur un graphique à coordonnées rectangulaires, où porte en ordonnées les valeurs Y de la variable et en abscisses le pourcentage X des déterminations avant donné une valeur inférieure ou égale à une valeur Y de la variable (fréquences groupées).
Nous avons utilisé la méthode statistique pour l'étude d’une série de sérums dits « normaux » fournis par des individus chniquement sains, et nous avons établi un diagramme des fréquences :
a) De la mobilité relative de chacune des fractions &, wo et 6-globulines en fonction de l’espace +; — À = 100 (; — À représente la distance entre les pieds des verticales des courbes de Gauss correspondant aux pics de la -globuline et de l'albumine).
b) Des proportions de chacune des fractions : albumine, a, 2 @ et y-globulines.
A titre d'exemple, nous donnons la représentation graphique du diagramme des fréquences portant sur les pro: portions des albumines (tampon véronal-acétate de pH = 8,6) (figure 13).
DIAGRAMME des FRÉQUENCES
moyenne interquartile
fréquence 50% : 502 Ecart-type: t68 Cœæfficient de varietion: 135;
5% 25% 50% 75% 95% FiG. 13. — Diagramme des fréquences de la proportion des albumines. Electrophorèse en tampon véronal-acétate de pH = 8,6. — En abscisses : pourcentage de fréquence. — En ordonnées : va-
leurs des proportions.
Des constructions identiques à celles de la figure 13, faites pour chacune des données, permettent de fixer la moyenne, l’écart-type et le coefficient de variation, tels qu'ils figurent au tableau IV ci-dessous :
Ainsi se trouvent nettement situés — quant à leur précision — les résultats que l’on est en droit d'attendre de ia
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méthode d’électrophorèse sur papier dans les conditions opératoires décrites où interviennent :
a) Le type de l'appareil (cuves, photomètre).
b) Le colorant employé.
c) Les conditions opératoires proprement dites : nature du tampon, pH, température, durée de l’électrophorèse.
d) L'interprétation des diagrammes.
Il convient, en matière de conclusion, d'insister sur le fait que ces résultats ne sont pas comparables avec ceux obtenus avec un autre type d’appareillage dans des condiions opératoires différentes.
En particulier, ce serait faire une grave erreur que de vouloir mettre en parallèle les résultats d’une électrophorèse sur papier, avec coloration des protéines par teinture au noir amide 10 B, avec ceux fournis par l’électrophorèse libre selon Tiselius, avec lecture réfractométrique des gradients de concentration. Il n'est pas non plus exclu que des différences systématiques se produisent en électrophorèse de zone sur papier, en relation avec l’appareillage ou avec le mode de teinture. Ces restrictions faites, nos conclusions finales resteront valables puisque notre principe de travail a consisté essentiellement en une comparaison, toutes les conditions des mesures restant identiques.
Deuxième Partie
APPLICATION DE LA MÉTHODE D'ÉLECTROPHORÈSE SUR PAPIER A L'ÉTUDE DES TISSUS CANCÉREUX
de y ’ : p “e
HT MONRAD
Dans l'étude des protéines des tissus cancéreux. trois considérations nous ont guidé :
1) Considérer le problème de l’évolution du cancer sous son angle cellulaire réel en utilisant comme matériel de travail la tumeur elle-même.
2) Envisager le cas des cancers sponlanés dont le stade initial de croissance est encore fort mal connu et dont le processus évolutif est certainement très différent de celui des tumeurs provoquées (24).
3) Uüliser exclusivement l’électrophorèse de zone qui seule pouvait nous permettre d'isoler éventuellement les protéines.
L'étude des protéines tissulaires par électrophorèse a déjà donné lieu à de vastes travaux et les résultats publiés sont nombreux. Les auteurs utilisent essentiellement les appareils à cuve (électrophorèse libre) dont le principe est celui proposé par Tisezius. Mais, en dehors de son prix coûteux, cet appareil offre le désavantage de nécessiter une dialyse préalable des extraits tissulaires. Boscx (il) et Crepax (15) étudient ainsi les protéines musculaires du lapm. Mrrer et ses collaborateurs (46) celles de la souris. KiRKHAM et Taouas (34) font l’électrophorèse des protéines des noyaux cellulaires, et Sonor et ses collaborateurs (54) (55) étudient par la même méthode les tumeurs provoquées du rat. L’électrophorèse de zone à été plus rarement utilisée. Cependant, l’électrophorèse sur papier a trouvé emploi pour l'étude des protéines cellulaires. Ainsi, HENNiNG et ses collaborateurs (32) étudient lymphocytes, leucoevtes, tissu lymphatique et foie.
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La méthode utilisée
L'investigation des PRENRE ussulaires s'effectue eu plusieurs temps à
1) Prélèvement des tissus.
2) Extraction des protémes par les méthodes de brovage ou de congélation-décongélation.
3) Electrophorèse proprement dite.
Nous ne décrirons pas ici la conduite de l’électrophorèse qui a déjà fait l’objet d’une étude spéciale (1°° partie), mais nous nous attacherons à exposer et justifier la facon dont nous réalisons la mise en solution des protéines tissu laires.
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PRÉLÈVEMENT
Les fragments {ssulaires étudiés proviennent d’exérèses chir urgicales opérées sur des malades du Centre Régicnal Anticancéreux de Lyon. Pour chaque malade examiné. les prélèvements comportent : 3
1) un fragment de lissu cancéreux, 2) un fragment de tissu sain Juxta ou péri-tumoral.
La nature des tissus est estimée par le chirurgien au moment du prélèvement. Pour êlre certam de la nature exclusivement saine ou cancéreuse de ces tissus, et éliminer les zones où il y a mélange des deux lissus, les prélèvements ont été assez distants. Ils sont de la taille d’une biopsie. Leur poids habituel est de l’ordre de un à deux grammes. Cependant, il nous est arrivé souvent d'examiner ‘des fragments pesant moins de 0,50 g.
Aussitôt après ablation ‘et dans la salle d'opération même, les fragments tissulaires sont introduits, sans antiseptique, dans des flacons stériles soigneusement bouchés que l’on conserve à la glacière jusqu'au moment de l’examen (1). Ce séjour en chambre froide dure de une à six heures.
EXTRACTION DES PROTÉINES TISSULAIRES
L’extraction des protéines solubles à partr des tissus. ne peut se faire qu'après destruction de la structure cellu- Jaire, réalisée par broyage des tissus en présence de sable : à basse température. Ce mode d'extraction paraît le mieux adapté au but que nous voulions atteindre.
(1) Le séjour à la giacière évite la dénaturation des protéines et aussi l’attaque par les microorganismes. Certains prélèvements proviennent en effet de lésions infectées et peuvent être le siège d’une intense activité microbienne. On ne doit cependant pas s’exagérer l’importance des conditions de conservation des tissus ; une étude systématique nous a montré que l'infection des lésions n’a pas d'influence sur la composition protéique des tissus. Les antiseptiques sont à éviter car certains passent pour contracter des combinaisons avec les protéines et pour altérer leurs propriétés physico-chimiques (31) (20).
Pres
A) Réaclifs : 1) Solution-tampon (identique à celle employée pour lélectrophorèse) (11) :
Phosphate disodique 2 OH, 0,023 M
Phosphate monopotassique. 0,01 M Chlorure de potassium.... 0,05 M RO DH = E74E6
Conservation à la glacière.
2) Sable lavé aux acides et calciné (MERCK).
B) Mode opératoire :
Laver abondamment le prélèvement avec la solutiontampon afin d'éliminer toute trace de sang. Exciser les petits vaisseaux. Essorer alors le tissu avec un tampon de waze. Peser le tissu et le hâcher finement dans un morte: de verre refroidi extérieurement par de la glace. Faire je broyage avec un poids égal de sable et en ajoutant goutte à goutte le mélange-tampon que l’on utilise à raison de 1 ml. par g. de tissu. Le broyage doit se faire lentement de manière à ne pas produire d'échauffement. Laisser en contact pendant une heure en chambre froide. Centrifuger alors le broyat à grande vitesse et recueillir le liquide surnageant pour l’électrophorèse.
Avant d'adopter définitivement ce mode opératoire très simple, nous avons essayé plusieurs autres techniques dont nous dirons quelques mots :
I. —— Essai d'utilisation d’un microbroyeur
Dans le but de réaliser un broyage plus homogène, nous avons fait l’essai d'un microbroyeur de verre conseillé par cerlains auteurs (34) et construit d'après Porrer et ELVENSEM (49).
Appareillage :
Ce microbroyeur est composé d’un tube de verre ayant la forme d'un tube à centrifuger dans lequel vient s'adapter un gros agilateur à extrémité renflée et arrondie. Ce renflement est rodé sur la partie interne du tube et y coulisse à frottement dur. Sa partie inférieure, celle qui vient en contact avec le fond du tube, est munie d'une vingtaine de pointes de verre favorisant la dilacération du tissu. L'agitateur est relié au moyen d’un tube de caoutchouc à vide à l'axe d'un petit moteur électrique placé verticalement et pouvant tourner à grande vitesse. Le microbroyeur est placé au sem d’un bac de glace pour empêcher l’échauftement produit au cours du broyage. |
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Mode opéraloire :
Placer le tissu à broyer dans le fond du tube avec un peu de poudre de verre et la quantité de solution-tampon appropriée. Mettre le moteur en marche. En montant ou descendant le tube, HUE sans aucun risque le broyage du tissu en quelques minutes.
Résultats :
Ce mode de destruction cellulaire ne nous à pas donné les résultats escomptés et s’est révélé inférieur au broyage au mortier en présence de sable. En effet, malgré le rodage du verre, malgré la présence de pointes sur l’agitateur et celle de poudre de verre dans le tube, le tissu tourne avec le piston et se trouve mal dilacéré. D'autre part, il se produit en un temps très bref un échauffement important qui n'est pas empêché par le refroidissement extérieur du microbroyeur. Il peut en résulter une altération des protéines extraites.
IT. — Essais de congélation-décongélation.
La congélation suivie de décongélation passe pour être une bonne méthode de destruction de la structure cellulaire (37) (31) (15). Cette destruction est d’ailleurs le reproche adressé à cette méthode lorsqu'on désire obtenir des coupes de tissus (38).
La formation des particules de glace pendant la congélation provoque une augmentation de volume du liquide intracellulaire et réalise l'éclatement de la structure -cellulaire (31). Cependant, les congélations ‘et décongélations répétées peuvent entraîner une dénaturation.
Mode opératoire :
Nous réalisons la congélation par détente de gaz carbonique liquide.
Mettre directement le tissu sur le détendeur à circulation de gaz carbonique faisant office de porte-objet. Le fragment tissulaire peut être au préalable placé au sein de quelques gouttes de solution-tampon qui favorise la congélation. Le « dégel » se fait par retour à la température ambiante.
Nous avons également essayé le broyage au mortier du tissu congelé, mais cette modification ne nous a pas permis d’obtenir de meilleurs résultats.
Comparaison des méthodes de broyage au mortier et de congélation-décongélation :
Nos expériences n° 68, 71 et 89 ont été faites en appliquant simultanément au même tissu l'extraction après broyage au mortier et la congélation-décongélation en présence de tampon aux phosphates de pH — 7,15. L’électrophorèse a ensuite été pratiquée avec ce même tampon.
Résullals :
Le procédé par gel et dégel successifs ne permet pas d'obtenir un liquide extractif assez riche en protéimes cellulaires et conduit à l'obtention de diagrammes élestrophorétiques moins nets que le broyage en présence de sable. C'est la raison pour laquelle nous n'avons pas retenu ce procédé.
CONDITIONS D'EXTRACTION
Choix du tampon.
Nous avons donné les deux formules de solutionstampon que nous avons utilisées (voir 1° partie). |
Si, pour l’électrophorèse d'un sérum, l'emploi du tampon véronal-acétate de pH = 8,6 est pleinement .ustifié puisqu'il conduit à la séparation de cinq fractions protéiques (albumines et globulines a, 2, 8 et y) au leu de quatre en utilisant le tampon aux phosphates (albumimes, 2 6 et globulines), il n’en est pas de même lorsqu'il s’agit des tissus.
Nous avons vérifié la valeur de l'extraction et de l’électrophorèse des protéines lissulaires avec la solution-tampon phosphatée de prélérence au tampon véronal-acétate dans deux séries d'expériences portant sur les tissus sains el cancéreux du sillon glosso-pharvngé et de la parotide.
Expériences n° 62 ef 115.
L’extraction des protéines tissulaires est faite par broyage au mortier (technique décrite ci-dessus) en utilisant dans les mêmes conditions d’expérience, d’une part le tampon phosphaté, et d’autre
part, le tampon véronal-acétate, à raison de 1 ml. par g. de tissu.
Les électrophorèses sont conduites parallèlement avec un tampon identique à celui ayant servi à l’extraction.
Les avantages résultant de l’utilisation du tampon aux phosphates de pH — 7,15 apparaissent nettement :
a) nombre de fractions séparées plus important : quatre au lieu de deux dans le tissu parotidien sain ;
à b) détails du diagramme plus accentués : sommets plus élevés, laches plus nettes et mieux séparées.
Le nombre des fractions protéiques tissulaires séparées el leur concentration est donc plus important lorsque l’extraction des protéines et leur étude électrophorétique sont
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conduites en tampon aux phosphates de pH = 7,15 que
lorsqu'elles sont effectuées en tampon véronal-acétate de pPHi=
N. B. — Nous avons pensé pouvoir effectuer l’électrophorèse directe du broyat tissulaire déposé sur la’ ligne de départ de la bande de papier-filtre sans avoir recours à une extraction préalable par le mélange-tampon.
C’est l’objet de nos expériences n°5 10, 11, 14, 15, 20, 43 et 50.
Ces expériences ont porté :
a) sur des organes animaux : foie, rein et muscle de lapin ;
b) sur des tissus humains : sein (tissu sain) et vulve (tissu cancéreux). +
Elles ont consisté à faire migrer parallèlement dans la même cuve d’électrophorèse en tampon phosphates à pH — 7,15 :
a) d’une part, un broyat obtenu par simple trituration au mortier en présence de sable sans addition de tampon. La puipe obtenue est déposée sur la piste de départ à l’aide d’une tige de verre effilée ;
b) d’autre part, un broyat du même organe prélevé dans les mêmes conditions et dont les protéines ont été extraites par ta méthode décrite ci-dessus.
L'électrophorèse directe du broyat tissulaire montre, apres coloration de la bande de papier, des taches séparées par de nombreuses traînées qui ne modifient pas l'allure générale du diagramme, mais rendent alléatoire son évalua- Uon quantitative. L'électrophorèse du liquide d'extraction au contraire nous permet de retrouver les mêmes fractions bien séparées et sans aucune « traînée ».
L'intérêt de mettre les protéines en solution avant électrophorèse est donc évident. Nous n'avons pas poussé davantage cette tentative.
En résumé : le principe de travail adopté est le suivant :
1) Extraction des protéines par broyage au mortier en présence de sable purifié et de tampon aux phosphates de DÉRESNT ES:
2) Electrophorèse sur papier de 14 heures au sem de ce même tampon.
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TITRE II
Les résultats obtenus
Pour chaque expérience groupant tissu cancéreux et tissu sain péritumoral, nous avons noté les renseignements suivants se rapportant au cas étudié :
a) Localisation de la tumeur.
b) Age et sexe du malade.
c) Nature de la lésion : ouverte où fermée, surinfectée ou non.
d) Appréciation de la gravité de la maladie et de la malignité de la tumeur au moment de l'opération selon les indications du chirurgien. L'évolution de la maladie a été contrôlée ultérieurement.
e) Traitement recu par le malade avant l'intervention.
f) Résultats histologiques.
À. — Localisation des tumeurs.
Les tumeurs (66 cas étudiés) peuvent être classées en
six groupes (1) :
Groupe 1 : Tumeurs du col utérim, de la vulve, du vagin et de la vessie (17 cas).
Groupe 2 : Tumeurs du rectum (9 cas).
Groupe 3 : Tumeurs de la peau (13 cas).
Groupe 4 : Tumeurs du plancher de la bouche, de la langue, du pharynx et du larynx (15 cas).
Groupe 5 : Tumeurs du sein et du testicule (3 cas).
Groupe 6 : Tumeurs de la parotide et des glandes salivaires ou sous-maxillaires (9 cas).
(1) Classification proposée par le Chirurgien, Professeur Agrégé DARGENT.
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B. — Age et sexe.
Sur 66 malades examinés, il y a 30 hommes et 36 ler mes. Leur âge varie de 27 à 83 ans et la médiane de l'âge donnée par le diagramme des fréquences est de 57 ans.
C. — Nature de la lésion
Pour 10 lésions fermées, il existe 36 lésions ouvertes et 20 lésions ouvertes infectées ou surmfectées.
D, —— Gravité de l’état du malade.
Au moment du prélèvement, 16 cancers sur 66 étaient considérés comme non évolutis.
E. __ Traitement reçu.
Avant l'intervention, la plupart des malades n'avaient recu aucun traitement et 12 seulement avaient été soumis à la radiothérapie.
F. __ Les résultats histologiques.
Ont été dénombrés : 35 épithélioma, 8 tumeurs mixtes, oO
3 cylindromes, 3 carcinomes et 14 tumeurs diverses. 3 résultats histologiques sont demeurés inconnus.
Ces renseignements nous permettent de classer les résultats de différentes manières :
1° Statistique générale portant sur l’ensemble des cas. 2° Groupage d’après la localisation de la tumeur.
S1 la méthode statistique au moyen des diagrammes des fréquences peut être utilisée pour la statistique générale en raison du nombre suffisant de cas étudiés, il n’en est malheureusement pas de même à l'intérieur de chaque groupe de localisation où le nombre de résultats obtenus est trop faible (1). Il faut donc considérer ce travail comme une étude d'orientation indiquant quel groupe de tumeurs esi suscepüble de fournir des résultats intéressants .
3° Résultats histologiques.
4° Résultats d’après l'infection des lésions.
Ko
5° Résultats selon l’évolutivité de la maladie.
(1) Nous avons été limité dans cette étude par le temps et par
la nécessité de prendre sans discrimination les cas qui s’offraient à nous.
STATISTIQUE GÉNÉRALE
Nous avons appliqué la méthode des diagrammes des fréquences :
1. A l'étude des positions relatives dans l’espace --A des protéines des tissus sains d’une part et des tissus cancéreux d'autre part.
2. Aux proportions des albumines 4, 8 et y globulines des tissus sains et des tissus cancéreux.
L'étude de chacune des fractions protéiques des extraits tissulaires sams et cancéreux au moyen des diagrammes des fréquences nous a permis d'obtenir le tableau comparatif cidessous :
299 292 +825 [Ms
0 - 349 367 613 677 100 F1G. 14. — Statistique générale des tissus sains et cancéreux obtenue au moyen des diagrammes de fréquence [66 cas]. — Les
positions des fractions sont exprimées en fonction de lespace y — À = 100.
Traïits creux : tissus sains. Traits pleins : tissus cancéreux.
On remarque dans ce tableau la quasi identité de position et de proportion de chacune des protéines du tissu sain et du tissu cancéreux. Il faut cependant noter l'importance du coefficient de variation des mesures.
LOCALISATION DES TUMEURS
Tumeurs du col utérin, de la vulve, du vagin et de la vessie.
Les tissus tumoraux de ce premier groupe montrent par rapport aux tissus sains correspondants :
a) Une diminution des albumines.
b) Une augmentation des 6 globulines.
c) Les fractions 2 et + globulines restent pratiquement constantes.
Les variations affectant les albumines et les 6 glohulines sont également marquées lorsque l’on considère les prélèvements du col utérin seuls. Mais elles sont nulles au contraire dans les prélèvements vaginaux.
Tumeurs du col utérin, de la vulve, du vagin et de la vessie (17 cas).
Positions y — A = 100 Proportions RS EE 4 SR CS Y B OL A Y B œ À INISSUÉS AIRE RARE 06975 68,5 1900 28 DUO 13,8 30,8 Tissu cancéreux ...... 04275 60 100 29 30.2 14,4 21,4 Tumeurs du col utérin (10 cas).
HAS EUR enr DM 70 100 29, 402574 10,7 34,5 DisStRcAnCéreux ne 0 44 68 100 ail 36 8 25 Tumeur du vagin (He cas):
TISSU SAN Let ere 0? 63 100 2125019 19/6225 1MISSUPCANCÉT EUX 20 0 34 64 100 MANS TAS 17 24 Tumeurs de la vulve (4 cas).
Tissu SAP RE 0 44 73 100 34 2D2 10,4 30,4 Tissu cancéreux ...... 0 pi 100 30,2 49,5 20
Dans les tumeurs de la vulve, on retrouve la chute des albumines, mais les fractions à migration moyenne (4 et 8 globulines) se déplacent en bloc, leur taux global :estant supérieur à la somme des 4 et 8 globulines du tissu sain.
.. Au cours de nos expériences, nous avons pu noter par ailleurs une composition protéique pratiquement identique des muqueuses vaginales et vésicales.
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Positions y — A — 100: Proportions en PR Y B (1 A Y B ci A Muqueuse vagi- NOMME GNERE à 0 2001000100 22003550 20.80021;7 Muqueuse vési- Cale Es rene 0 30 60 100 20,70 38,3 18,5 22,5
Tumeurs du rectum.
L'examen du tissu tumoral des tumeurs du rectum montre, par rapport au tissu sain correspondant :
a) Une diminution sensible des 8 et + globulines. b) Une augmentation des à globulines.
Les résultats histologiques se rapportant au tissu cancéreux indiquent : « épithélioma glandulaire intestinal », « adéno-cancer » c’est-à-dire : tumeurs ayant toutes leur origine dans la muqueuse intestinale et non dans l’épithélium malpighien de l’anus à type cutané.
Tumeurs du rec- Hours sens ut Hd Cie he
tum (9 cas). : B . A < B z a Tissu sain :..... DAT AMIE L3227,1000,$ 021,1 Tissu cancéreux. (D 289,50051 100 27 PROPRES ALES
Tumeurs de la peau.
Le tissu sain donne des diagrammes électrophorétiques assez difficiles à interpréter en raison de sa faible teneur en protéines extractibles dans nos conditions de travail. Le tissu tumoral voisin, par contre, révèle une plus grande richesse protéique en donnant des courbes à fractions nettes et bien séparées.
Cependant, on peut noter, d’une manière générale, dans le tissu cancéreux :
a) Une diminution des mobilités relatives des « et 6 globulines.
b) Une diminution nette du taux des albumines et des G et globulines.
c) Une augmentation compensatrice des à globulines pratiquement doublées (ce résultat est à rapprocher de celui obtenu avec les tumeurs du rectum).
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Les fragments de peau examinés ont été prélevés en diiférents endroits : joue, face, orbite, cuir chevelu, oreille. D'après les résultats histologiques, les prélèvements cancéreux se sont révélés comme étant des épithélioma spinocellulaires, pavimenteux ou baso-cellulaires.
Positions y — À — 100 Proportions Tumeurs Me UE Er tes te re à peau (13 cas). : B ü A y B c A TISSU SAONE fr AE 7L5, 100 0036,32021 6002 I Tissu cancéreux. 0 DD DECO 100 1 30:52 19/5205 20270
Dans un cas de tumeur mélanique du membre injérieur, l'extrait obtenu à partir du tissu sain ne comportait qu une fraction protéique située dans la zone des ‘albumines alors que le tissu cancéreux traité dans les mêmes conditions a donné les résultals suivants, révélant ainsi une différence profonde :
Fraction située dans la zone des albumines : 19,9 % > > » >» a giobulines : 23,6 % » » » » B globulines : 27 % » » > > y globulines : 29,5 %
Tumeurs du plancher de ia bouche, de la langue, du maxiüilaire, du massif incisif, du larynx, du pharynx et de l’amygdale.
Ici encore, le tissu cancéreux montre une augmentation très nette des « globulines avec baisse légère de toutes les autres fractions.
Si l’on considère seulement les tumeurs du plancher de la bouche (histologie : épithélioma spino-cellulaires), on constate que l'augmentation des 4 globulines est encore plus nelle puisque cette fraction est presque doublée.
oo oo
Tumeurs du plancher de la bouche, de la langue, du maxillaire, du massif incisif, du larynx, du pharynx et de l’amygdale (15 cas).
Positions y — A — 10 Proportions a Ce — “5 à _ = — LS B (2 A Y B œ A Tissu sain ...... 0 34 65 TOURS 101 16,6 26,5 Tissu cancéreux. 0 35 63 100 90,6 22,825 809216 Tumeurs du plancher de la bouche (4 cas).
Tissu sain ...... 0 2908000 1D0 39108022 0er 0 2076 Tissu cancéreux. 0 320000, 100 3 OA LU ES RD)
Ci Lex à de L 4 :E
res
Tumeurs du sein et du testicule.
Les tumeurs du sein (épithélioma du type IT et épithéhoma intermédiaires) montrent trois fractions protéiques distinctes que nous avons identifiées comme étant des albumines et des globulines 6 et +. Elles montrent par rapport au tissu sain correspondant :
a) Une augmentation nette des albumines et très importante des $ globules.
b) Une diminution marquée des > globulines.
Le tissu sain, très riche en graisse, étudié séparément, ne nous a pas permis d'extraire une quelconque protéine et l’étude du lipidogramme semblerait dans ce cas particulièrement intéressante.
L'augmentation importante de l’albumine et la chute des y globulines, que nous avons observées dans l'étude d'un séminome classique, rapproche les tumeurs du sein et du testicule, ce type de variations n'étant constaté que dans ce genre de néoplasmes (1). Malheureusement, ce sont là des constatations sans grande portée puisqu'elles n’intéressent que trois cas isolés.
Tumeurs du sein (2 cas).
Chiffres moyens :
Mssthemuüuscuiairensainen tr Le 59 13,8 De ISSU CANCÉTEN TRE CE 30,5 32 #0) Tumeur du testicule (1 cas).
HAS SURESNES ce URL CITES 26,1 Ar 33,4 19,5 S'ÉHADOMOME RME Er EE de 11,9 15 DE) 38,1
Tumeurs de la parotide et des glandes salivaire et sous-maxillaire.
Ce groupe de tumeurs, qui a déjà fait l’objet d’une étude anatomo-clinique au Centre Régional Anticancéreux de Lyon (16), nous a donné des résultats intéressants.
L'étude du tissu parotidien sain a montré deux types de diagrammes électrophorétiques comprenant soit quatre soit cinq fractions protéiques dont l'identification est parti-
(1) Le rapprochement sein-testicule n’a d’ailleurs été fait que sur les indications du chirurgien, ces tumeurs représentant l’une et l’autre des tumeurs non ulcérées, c’est-à-dire non surinfectées et soumises à des influences hormonales.
A ee culièrement délicate. Nous représentons en À et B (fig. 15) deux des courbes ainsi obtenues, ainsi que les movennes des résultats se rapportant à chacun de ces types de diagrammes.
dieu; 5 4 A ne ETTE
A 8 24,5 239 6.6 0 34.5 67 100 0 27 485 A 100 FiG. 15. — Tissu parotidien sain. — Diagrammes électrophoré-
tiques montrant la présence de 4 (A) ou 5 (B) fractions.
Ces résultats sont chiffrés d’après nos conventions habituelles (positions relatives dans l’espace y-A). En réalité, il semble que dans le cas particulier des diagrammes du type B à cinq fractions protéiques, la notation habituelle ne soit pas applicable ; en effet, on constate qu'aucune des positions des protéines dans les diagrammes du type À ne correspond à une protéine de même mobilité dans les diagrammes du type B. L'électrophorèse d’un sérum faite simultanément, nous montre que les fractions 1 et 2 correspondent respecüvement aux albumines et aux à globulines. Le pic 3 se situe entre les 6 et y globulines, le sommet 4 en arrière des 7 globulines et lorsque la fraction que nous appelons 5 est présente, sa migration est encore plus lente. Le problème reste donc entier quant à l’appellation des protéines à migration lente.
Dans le {issu parotidien tumoral (1) et ceci s’est vérifié dans toutes les expériences que nous avons effectuées, nous n'avons Jamais pu mettre en évidence la présence d’une protéine quelconque dans nos conditions d'extraction et d’électrophorèse habituelles (pH = 7,15 — tampon aux phosphates). Ces conditions se sont d’ailleurs montrées encore supérieures à celles réalisées avec un tampon véronalacétate de pH = 8,6 qui n'a jamais permis d'obtenir que
(1) Voir la classification des tumeurs parotidiennes (16).
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deux fractions visibles dans le tissu parotidien sain, le même vide protéique caractérisant toujours le tissu cancéreux.
Ces faits marquent donc une différence importante dans la composition des tissus parotidiens sains et cancéreux. Dans tous les cas étudiés, les histologistes ont invariable ment répondu : « tumeur mixte de la parotide ».
Dans un cas non plus de tumeur mixte mais de cylindrome, nous avons obtenu un résultat tout différent avec un ussu cancéreux contenant trois fractions protéiques distinctes : albumines, + globulines et une fraction intermédiaire migrant entre les 4 et les 8 globulines. Par rapport au tissu sain, qui accuse une structure protéique classique à quatre fractions, le tissu cancéreux montre une élévation importante des albumines.
Proportions Positions RE ne D mr RECRUE y— À — 100 Fract. Fract. Fract, Fract.
4 3 2 1 Tissu parotidien SAR ne oc 0 39.92, 02 .100:1, 25,9." 39,17, ‘17,2, 17,8 Cylindrome ..../| 0 42 28,1 38,1 33,8
Dans un cas se présentant à l'examen histologique comme une tumeur mixte, le tissu parotidien cancéreux était composé de deux fragments macroscopiquement distincts, l’un dur, l’autre mou, qui ont été analysés séparément. L'analyse de la partie molle de la tumeur n'a pas permis de mettre en évidence la présence des protéines rencontrées d'ordinaire dans les tissus tumoraux parotidiens. Par contre, le fragment dur s’est montré riche en protéines avec prédominance très nette des fractions à migration rapide sur les fractions à migration lente, ce qui est un aspect très différent de celui du tissu sain correspondant. On constate ainsi que, pour deux tissus cancéreux, certes différents, mais anatomiquement très voisins, il peut exister des différences accusées dans la répartition des protéines.
Lorsqu'on examine les fumeurs mixtes des glandes sous-maxillaires, le tissu cancéreux possède une certaines richesse en protéines représentée par une seule fraction ou constituée par plusieurs fractions migrant en bloc. Le tissu sain a une structure voisine de celle du tissu parotidien et montre quatre fractions distinctes, ne différant que par de faibles modifications de leur taux.
Dans un cas de tumeur de la glande sous-maxillaire chez un homme de 62 ans pour lequel les histologistes ont répondu « tumeur mixte et cylindrome », nous avons
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observé la présence de plusieurs fractions protéiques parliellement dénaturées. Certains auteurs admettent que cette localisation chez l’homme serait cliniquement plus grave que chez la femme.
Conclusions.
En ce qui concerne la mobilité, on peut constater une légère tendance à la diminution des mobilités dans le tissu cancéreux avec quelquefois migration en bloc des protéines de mobilité moyenne (4 et 6 globulines).
Dans la plupart des cas, les albumines sont légèrement diminuées. Elles sont augmentées d’une manière assez nelte dans les tumeurs du sein et du testicule et dans un cas de cylhindrome de la parotide (petit nombre de résultats)
Les à globulines constituent la fraction la plus souvent et la plus intensément modifiée. Elles ne sont jamais diminuées mais augmentées dans des proportions allant du simple au double.
Les & globulines, peu modifiées, sont : soit légèrement diminuées, soit augmentées.
Les y globulines n'accusent pas de variations ou sont faiblement diminuées. Leur abaissement marqué dans un cas de séminome et deux cas de tumeurs du sein ne peut être retenu en raison du nombre trop faible de résultats.
HISTOLOGIE
Les tissus tumoraux examinés ont été répartis en deux groupes :
a) Epithélioma spino-cellulaires, pavimenteux, papillaires el malpighiens.
b) Tous les autres résultats histologiques comprenant : tumeurs mixtes, cylindromes et adéno-cancers.
Chacun de ces groupes représente sensiblement la moilié des observations recueillies.
Les résultats obtenus dans le cas des épithélioma sont comparables à ceux de la statistique générale des tissus cancéreux où des tissus sains. On note seulement un ralenlissement relatif de la vitesse de migration des 8 globulines.
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Par contre, le deuxième groupe histologique montre une nette augmentation des & globulines et le même ralertissement de la vitesse de migration des 8 globulines.
SE DRE AAA D
< ie Proportions TROT ra r B d À
Epithélioma ...... 0 26,5 64 100! 30,8 23,5 20,4 25,3 Tumeurs autres que
épithélioma ..... 0 30 56,5 100 | 25,4 25,8 27,4 21,4 Statistique générale tissus sains (fig. 14). 10 36,7 67,7 100 | 29,9+8,25 26,1+8,9 18,6+9,95 23,9+9 Statistique générale | tissus canc. (fig. 14). 10 34,9 61,3 100 29,2+8,4 25,6+8,6 21,4+13,4 24,4+5,6
Que faut-il conclure de ces résultats ? Sans aucun doute que la siructure protéique des tissus cancéreux est assez constanie quelle que soit leur nature et que l'augmentation des 4 globulines souvent constatée par rapport au tissu sam est essentiellement le fait des tumeurs autres que les épithéloma d’origine malpighienne.
INFLUENCE DE L'INFECTION DES LÉSIONS
Dans ce court chapitre, nous étudions l'influence possible de la flore microbienne sur la richesse protéique des tumeurs. Pour ce faire, nous distinguons 3 sortes de lésions :
a) lésions fermées, en principe amicrobiennes,
b) lésions ouvertes,
c) lésions ouvertes infectées et surinfectées.
Les lésions fermées correspondent aux tumeurs de fa parotide, des glandes salivaires, aux tumeurs du sein et du testicule.
L'infection des lésions n’a donc aucune influence sur la
structure protéique des tissus cancéreux, comme cela ressort des chiffres ci-dessous :
INFLUENCE DE L'ÉVOLUTIVITÉ DE LA MALADIE
À propos de chaque observation, le clinicien a donné une appréciation de la tendance à l’évolution de chaque cas. Cette appréciation, basée sur une évaluation clinique fournie par le même observateur, est forcément assez subjective. Le chirurgien a toujours fixé ce coefficient d’évolutivité sans connaître les résultats chimiques et il est curieux de confronter cette évaluation avec les données analytiques.
Nous avons chiffré cette évolutivité en malignité allant de + 0 à +++. Tous les prélèvements de malignité + 9 ont servi à établir une statistique que nous avons comparée avec l’ensemble des résultats obtenus sur les tissus cancér'eux.
On remarque essentiellement :
a) une augmentation des à globulines ;
b) une chute des 8 et > globulines qui différencie assez nettement les tissus cancéreux peu évolutifs et les tissus d'évolutivité rapide.
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Tissus cancéreux non évolutifs ...... 00565002 20,8 31,9 26,3 Statistique générale tissus canc. (fig. 14). |0 34,9 61,3 100 | 29,2+8,4 25,6+8,6 21,4+13,4 24,4+5,6
Comment interpréter ces variations ? La teneur plus élevée en + globulines des tissus à évolutivité rapide pourrait être rapportée à une infection. Par contre, il faudrait parler du rôle des globulines & et expliquer leur diminution dans les tissus de malignité élevée. La diminution des « globulines dans le tissu cancéreux en évolution rapide reste sans explication actuellement mais doit être rapprochée de l'augmentation des globulines 4 signalée dans le plasma des cancéreux (33).
CHAPITRE II
Discussion des résultats
C’est à la lumière d’une comparaison entre les résultats que nous avons obtenus dans l'analyse des {issus cancéreux et de ce que l’on sait classiquement sur les modificauons des protéines sériques ou plasmatiques dans la maladie cancéreuse, que nous aborderons la discussion qui s'impose.
Il est clair que de nombreuses anomalies peuvent être constatées dans la composition protéique du sérum cancéreux. Nous les rappelons ci-dessous. On admet — plus par nécessité logique que par suite de preuves formelles — que les protéines plasmatiques « reflètent les activités des diflérents tissus ou organes de l’ensemble du corps ». Cependant tout prouve que de très nombreuses affections produisent des modifications similaires des protéines plasmatiques et ceci suggère que nombre des anomalies signalées sont produites par la réaction de l'hôte à la présence de la tumeur beaucoup plus que par la tumeur elle-même et le déversement dans le sang de ses produits de résorption.
Il faut d’ailleurs reconnaître avec Winzzer R.-J. (63) que nos moyens d'investigation sont encore très grossiers et que « c’est peut-être l'étude des fractions les moins abondantes, ou encore la connaissance de petites fractions absentes du plasma normal et qui peuvent être présentes dans le plasma cancéreux qui présenterait le plus d'intérêt ». Cette remarque est faite pour les protéines plasmatiques ou sériques, mais elle vaut aussi — et nous la faisons nôtre — pour les protéines tissulaires.
Il faut encore remarquer que la signification physiologique des modifications que l’on observe nous échappe encore presque complètement ; à quelques exceptions près (fibrinogène, protéine spéciale du type Bence-Jones) le lieu de formation des protéines dans l’organisme est encore une énigme.
RS ER
Cette ignorance constitue — hélas — le leit-motiv de notre : argumentation.
Il importe cependant d'étudier de plus près le sort de chacune des protéines : nous le ferons en les examinant par ordre de mobilité croissante :
y Globulines.
Depuis que l’on attribue à cette fraction un rôle de vecteur des anticorps, de nombreuses investigations ont porté sur ses variations au cours de la cancérisation (1). Mais si quelques recherches immunologiques semblent en faveur de la présence — dans cerlains cas — d'anticorps spécifiques (voir Winzcer p. 526) aucune variation dans la teneur en -globulines n’a pu être démontrée. Une seule exception paraît être celle du myélome multiple et de certaines leucémies, encore que l’on hésite sur la nature de la fraction excédentaire. Dans cette affection la B-globuline paraît également augmentée, et nous verrons plus loin que le sens de cette augmentation n’était pas clairement établi par suite de la présence des lipides liés à cette fraction.
En fait, la fraction anormalement augmentée dans les myélomes présente souvent une mobilité [Apaws et coll. (1; intermédiaire entre celle des y et des G-globulines. Homogène à pH 8,5 elle forme à pH 4,5 deux composés distincts [Meur et GoLpen (42)]. En admettant même l'existence d'une protéine nettement « anormale » du type Bence-Jones, dans le sérum des mrélomateux, nous ne savons encore rien de net sur le lieu de sa formation, qui paraît être la moelle osseuse.
Dans les extraits tissulaires qu'il nous a été donné d'observer, l’absence de variation des y-globulines constitue le ui dominant ;: aucun problème ne se pose donc à leur endroit.
6 Globulines (et Euglobulines IT).
VarGuEs et ses coll. (61), (62) ont constaté dans le sérum des malades porteurs de tumeurs malignes une augmentation des 6-euglobulines (quelquefois des 4-euglobulines) et souligné que l’augmentation des 6-euglobulines se relie directement à l'augmentation de la lipémie et de la cholestérolémie. ADNER (2) et Boserr1 (12) ont retrouvé les mêmes anomalies
(1) Dans le cas de tumeurs infectées, ce sont les y-euglobulines (fraction Et, et Er, de SANDOR) de point isoélectrique 6,6-6,4 “ constituées de y-globulines de vitesse normale qui sont augmenées.
dans plusieurs types de tumeurs, en particulier dans les mvyélomes (3 cas sur 5). Les leucémies myéloïdes et lymphoïdes donnent lieu également à une hyper 6-euglobulinémie considérable, qui serait en rapport avec le degré de l'infection.
. Ces 6-euglobulines {fraction En de Sandor) sont des protémes de point isoélectrique voisin de 6,0 et précipitent lorsqu'on amène le pH de 6,6 à 6. L'analyse électrophorétique les montre surtout constituées de 6-globulines (50) dont on sait depuis longtemps que la caractéristique essentielle est la richesse en stérols et en phospholipides [Brix, Tiserius et SVENSON (10) OncLEY (47)].
Nos recherches électrophorétiques sur le tissu cancéreux n'ont fait apparaître que de façon exceptionnelle une augmentation des &B-globulines. Mais il faut se souvenir — et souligner une fois de plus — que la méthode d’électrophorèse sur papier colore spécifiquement les protéines. Dans une Hpoprotéine elle ne colore que la fraction protéique. Nos résultats ne sont donc pas en contradiction avec ceux que nous venons de rappeler ; ils ne sont pas non plus en coniradiction avec les résultats obtenus toujours sur le sérum par la méthode d’électrophorèse libre puisque cette méthode ne permet pas de dissocier la partie protéique de la partie lipidique, et que les mobilités et les taux des 6-globulines sont en fait ceux de lipoprotéines plus ou moins chargées en lipides.
Tout ce qu'il est permis de conclure, c’est que l'hyper &-globulinémie fréquemment signalée dans le sérum des cancéreux ne paraît pas liée à une augmentation des globulines du tissu tumoral.
N.B. — La mobilité électrophorétique du fibrmogène est intermédiaire entre celle des y et des 6-globulines. Son augmentation dans le plasma cancéreux est nette, mais n'est pas spécifique de l'affection. Un moyen rapide d'appréciation a été décrit par PLAN dans sa thèse (48) sous le nom d’index de thermocoagulation plasmatique. Synthétisée selon toule vraisemblance dans le foie, il va sans dire que nous n'avons jamais rencontré cette protéine dans nos exlraits tissulaires.
Globulines alpha.
On admet classiquement une augmentation des 4-globulines dans le sérum des cancéreux, mais on sait fort peu de choses sur la signification physiologique de cette augmentation. Même ignorance si l’on s’adresse — pour étudier les :-globulines — à la méthode de précipitation fractionnée par l'alcool de Cohn ; le contexte physiologique fait complètement défaut. On sait seulement que l’hyper +-globulinémie
est liée autant aux infections et aux inflammations qu’au cancer (26). C'est la raison pour laquelle nous avons soigneusement recherché s’il y avait des différences significatives entre tissu tumoral infecté et non infecté : nous avons dû conclure que l'infection n’intervenait pas (voir p. 91). We
Dès lors il faut reconnaître au moins deux origines à l'hyper a-globulinémie sérique. L'une peut être l'hyper «-globulinémie tumorale, l’autre pourrait être une réaction de l'hôte et n’a pas d'explication connue. Il faut une fois de plus déplorer notre ignorance du lieu de la formation ainsi que de la signification physiologique des différentes fractions protéiques du sérum.
a, Globulines.
Pour s’en tenir aux faits bien établis, on retiendra que la fraction «,, si nettement augmentée dans certaines tumeurs, est considérée comme la fraction vectrice des glucides. L’augmentation du « sucre protéique » connue depuis fort longtemps (travaux de Berry et coll. (9) ) doit être rapprochée de l'augmentation de la copule protidique des #,-globulines. Il faut répéter à ce sujet ce que nous avons déjà dit au sujet des lipoprotéines : l’analvse électrophorétique libre mesure « en bloc » la mobilité et le taux des glucoprotéines ; l’électrophorèse sur papier avec coloration au noir amide individualise dans les glucoprotéines la seule copule protidique.
Il est donc intéressant de mettre en parallèle l’augmentation de l’&,-globuline et celle du sucre protéique ; ce parallèle a été tenté par VarGuEs en ce qui concerne les euglobulines 5, dont on soit qu'elles sont précisément constituées par la fraction +,-globulinique. On sait d’ailleurs depuis les traxaux de SEIBERT et coll. (1947) (30) qu'il existe une relation élroite même chez les individus normaux entre la teneur du sérum en 4,-globulines et le taux des polysaccharides liés aux protéines, de même que l’on connaît depuis longtemps leur commune augmentation chez les tuberculeux et les cancéreuxi40) 120)
a, Globulines.
On sait depuis longtemps que le sérum des cancéreux contient une proportion plus élevée que le sérum normal de protéines spéciales et de polypeptides. La méthode de Howe précipite ces protémes en même temps que l’albumine ; l’électrophorèse leur attribue une mobilité moindre que celle de l’albumine ; quant aux polypeptides on les dose classiquement par différence entre l'azote du défécat trichloracétique
BAT Nes
et celui du défécat tungstique ou phosphotungstique. Le dosage peut être fait soit par la méthode de Kjeldahl, soit: par détermination de l'index {vrosine. La méthode polarographique de BrpicxA (13) ) appliquée au liquide de défécation sulfosalicylique permet d'apprécier la teneur en cystine ou molécules riches en cystine. Cette teneur est augmentée
chez le cancéreux, mais la réaction n'est pas spécifique de l'affection.
Les travaux de Wixzier ont permis d'identifier les subslances responsables de la « vague » polarographique aux mucoprotéimes ; ces mucoproléimes de point isoélectrique :-4,5 migrent à pH 8,5 avec les 2,-globulines.
Ainsi, plusieurs techniques différentes dans leur principe permettent la mise en évidence dans le sérum cancéreux de substances appartenant à la fraction globulinique 4. Ces différentes techniques ont d’ailleurs été proposées avec des fortunes diverses pour servir de « tests » non spécifiques aux élals cancéreux. Mais aucune hypothèse valable n’a encore été faite sur la signification de cette 2,-hyperglobulinémie.
Albumines.
Il semble que l'augmentation de la fraction 4, aille de pair avec une diminution de l’albumine, fraction la plus niobile et la plus abondante des protéines sériques. La réaction de Kahn proposée en 1925 et étudiée par de nombreux auteurs entre 1925 et 1930, puis de 1941 à 1944 consiste essenliellement dans la mise én évidence de cette diminution de l’albumine,: diminution qui n'a pas non plus un caractere spécifique.
1217. * LAPPATE OT y Sn
Conclusions générales
1. — Les conditions pratiques donnant à l’électrophorèse sur papier une précision suffisante ont été définies.
2. — Appliquées à l'étude des protéines tumorales et des protéimes du tissu sain qui entoure la tumeur, la méthode a permis de faire les constatations suivantes :
a) La comparaison statistique générale entre tissu sain el tissu cancéreux, sans distinction de localisation, ne montre que peu de modifications dans les mobilités et dans les taux respectifs des différentes fractions protéiques.
b) Par contre, si l’on s'adresse à certaines sortes de tumeurs, on trouve des variations parfois importantes se traduisant essentiellement par une augmentation des alpha-globulines.
c) Cette augmentation est plus marquée dans les tissus cancéreux non évolutifs que dans les tissus d'évolution rapide.
d) Les variations des autres protéines sont moindres. Les albumines sont légèrement diminuées. Les bêta-globulines sont augmentées dans quelques cas et les gamma-globulines, lorsqu'elles varient, sont faiblement abaissées.
e) Le degré d'infection des lésions n’a pas d'influence sur la composition protéique des tissus cancéreux.
f) Le tissu parotidien tumoral est caractérisé par l’absence de protéines extractibles dans nos conditions opératoires.
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