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Que Les Hommes n'accordent leur estime si je suis testé fidèle à mes promesses! Mue je sois couvert dopprobre ef méprigé de mes confrères st jy manque!
Dans le présent travail nous résumerons les résultats actuels d'une série de recherches commencées depuis plusieurs années, et rela*ives aux propriétés des points isoélectriques de constituants des organismes normaux ou pathologiques, avec les conséquences auxquelles ont conduit ces recherches à propos de l’organisme cancéreux. Si l’on excepte les problèmes spéciaux de pure physico-chimie, et les notes publiées par la suite sur des sujets de même ordre par des continuateurs indépendants, la totalité des résultats biologiques à été obtenue en collaboration étroite avec À. DE COULON et publiée par aïlleurs en commun, au double titre de l’Institut de Physique biologique de Strasbourg et du Centre anticancéreux de Lausanne. La bibliographie des travaux actuellement parus sur ces problèmes est donnée ci-dessous ; nous renvoyons aux mémoires originaux pour tous les développements qui pourraient dépasser le cadre de ce résumé.
Qu'il me soit permis d’exprimer ma bien sincère reconnaissance à M. le Doyen et à MM. les Professeurs de la Faculté de Médecine de Strasbourg pour la bienveillance avec laquelle ils m'ont accueilli, la cordiale sympathie et l’appui que j'ai toujours trouvés auprès d'eux.
LES PROPRIÉTÉS DES AMPHOLYTES ET DE LEURS POINTS ISOÉLECTRIQUES
Rappel des notions élémentaires relatives aux ampholytes et à leurs points isoélectriques.
Nous rappellerons d’abord d’une manière tout à fait élémentaire les points principaux de la théorie du point isoélectrique.
On sait aujourd’hui que beaucoup de propriétés physico-chimiques des substances protéiques ne sont qu’un cas particulier de propriétés générales des substances ampholytes ; celles-ci sont des électrolytes susceptibles de posséder à la fois des fonctions acides et des fonctions basiques :
F1G. 1. — Schéma de la dissociation de la valence acide (pK,) et de la valence alcaline (pK) d’un ampholyte OHRH en fonction du pH. Ordonnées: ax — degré de disscciation (en %); abscisses: pH; pH; — pcint isoélectrique.
tels sont par exemple les acides aminés, qui ont des-COOH dissociables et des groupements aminés hydrolysables. On trouve des ampholytes dans un grand nombre de familles de corps de la chimie organique (acides aminés : glycocolle ; hélianthine, rouge méthyle ; bétaïne ; celluloses, etc.) ; ou même de la chimie minérale.
Ces corps se ramènent, directement ou indirectement (hydrolyse), à un type général OH-R-H, avec un ion H+ et un ion OH libérables ; mais ces deux ions ne se dissocient pas de façon comparable, et les pro-
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priétés acides ou basiques d’un ampholyte dépendent de la réaction du milieu: dans un milieu très acide, à forte concentration en ions H+ (faibles pH), la dissociation de la fonction acide est, en vertu de la loi de masses, diminuée ou même bloquée, tandis que la fonction alcaline est au contraire libérée (fig. 1) : la molécule se comporte alors à la manière d’une base libre, d’un cation, et peut être salifiée par un acide ; dans les milieux alcalins (pH élevés) pour des raisons exactement inverses la dissociation de la fonction basique diminue, celle de la fonction acide augmente : l’'ampholyte se comporte donc comme un acide libre, un anion, et peut former des sels avec des bases. Il s’ensuit que pour une certaine valeur de la réaction, intermédiaire entre ces deux extrêmes, l’ampholyte doit avoir ses deux valences également peu dissociées, soit même toutes deux bloquées : à ce moment il est en quelque sorte « hermaphrodite », électriquement neutre.
Si donc nous mettons cet ampholyte dans un champ électrique (par exemple en faisant passer un courant continu à travers sa solution, placée dans un tube en U), l’ampholyte dans un milieu acide se transportera au pôle -, et inversement dans un milieu alcalin au pôle +, ; au stade intermédiaire où il est électriquement neutre il ne se transportera ni comme un anion ni comme un cation, mais restera indifférent. Ce point de transport électrique nul est dit point isoélectrique et est caractérisé par la valeur qu’y présente la réaction du milieu (pH isoélectrique, pHi) ; il faut bien noter qu’il ne coïncide généralement pas avec la neutralité chimique du milieu : il a une valeur spécifique pour chaque ampholyte et constitue une 2mportante constante caractéristique de celui-ci.
L'intérêt pratique de ces notions est que le point isoélectrique se présente en général cemme un point critique des propriétés de l’ampholyte: pour les protéiques en particulier (LoEg) il correspond à un minimum de solubilité, un maximum d’instabilité en solution (floculation), une viscosité minima, une liaison minima avec les électrolytes périphériques (c’està-dire une faculté minima de combinaison), un maximum ou un minimum de propriétés optiques (pouvoir rotatoire ; diffusion, VLÈS et VELLINGER) (fig. 2); et pour les gels, un gonflement minimum par l’eau, et au contraire une igidité maxima. On voit donc que ce qui importera le plus pour définir les propriétés d’un ampholyte tel qu’une substance protéique à un moment déterminé, sera la valeur de la réaction du milieu par rapport au point isoélectrique de l’ampholyte, c’est-à-dire la distance entre le pH et le pH.
La détermination expérimentale du point isoélectrique peut se faire de différentes façons: par exemple en utilisant sa définition théorique, et en cherchant le pH pour lequel le transport du corps par un courant électrique est nul. Cette mesure (cataphorèse) consiste à placer en série sur un circuit de courant continu (avec un gradient de potentiel de l’ordre de 2 à 4 volts par centimètre, et une intensité de 3 à 4 milliampères) des
1 Un ampholyte «moncvalent», c’est-à-dire n’ayant qu'une acidité et une basicité, ne possède qu'un point isoélectrique ; le calcul et l’expérience montrent qu’un ampholyte polyvalent peut en présenter plusieurs.
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tubes en U dans chacun désquels se trouve placée une sclution de la substance à un pH déterminé (fig. 3); les pH sont régulièrement échelonnés, et on note pour chacun le sens du transport, qui doit être inverse aux deux bouts de la série si celle-ci encadre bien le point isoélectrique
FIG. 3. — Schéma d’une expérience de cataphorèse (VLÈS, ACHARD, PRIKELMAIER).
On peut aussi utiliser la propriété du minimum de solubilité au point isoélectrique, en ajoutant une quantité d’alcool constante dans des volumes égaux de solutions à divers pH, et en observant dans quel pH le précipité est maximum (indice d'alcool) ; mais il n’est pas toujours évident que les deux définitions soient rigoureusement équivalentes.
On sait d’autre part (MicxaEris, VLÈS, STEARN) que lorsque plusieurs ampholytes sont simultanément en solution dans le même milieu, ils sont susceptibles, dans l'intervalle d'échelle de pH qui sépare leurs points isoélectriques, et surtout dans ce domaine de réaction, de se combiner entre eux, de s’associer en complexes, où les uns fonctionnent comme anions, les autres comme cations ; la théorie de cés complexes apporte une série de notions importantes au point de vue biologique ; nous en donnerons un résumé dans le chapitre suivant.
I. — RÉSUMÉ DE LA THÉORIE DU POINT ISOÉLECTRIQUE
L'expérience montre que la méthode fondamentale pour la détermination du peint isoélectrique, là cataphorèse, se présente au premier abord, dans les systèmes biologiques, avec des particularités qui demandent une révision préalable de la théorie du point isoélectrique : c’est ainsi qu’une cataphorèse de sérum dans l'échelle des pH montre, par exemple, plusieurs points de ansport nul ou Symétrique, dont quelques-uns ont des caractères aberrants par rapport aux propriétés usuelles des points isoélectriques.
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Nous avons donné à cet effet (VLÈS (3) 1924) une révision de la théorie des ampholytes dans le cas où le système examiné est un mélange de plusieurs constituants, et qu’ils sont susceptibles de s’unir en complexes, comme cela doit être le fait dans le cas des substances protéiques ; nous avons montré que ces complexes d’ampholytes sont eux-mêmes des ampholytes ayant un point 150électrique particulier, avec l’ensemble des propriétés physicochimiques dévolues à de pareils points (minimum de solubilité) ; mais ces complexes ne doivent avoir qu’un domaine de cohérence et d’existence limité dans l’échelle des pH, et s'égrènent en leurs constituants si on les écarte trop de la zone d'intervalle des points isoélectriques de ceux-ci. La cataphorèse d’un système d’ampholytes doit donc mettre en évidence dans l'échelle des pH toute une série de points isoélectriques expérimentaux, dont les uns appartiennent aux constituants, et les autres à des complexes de ceux-ci dépendants du pH du système; d'autre part, entre ces points isoélectriques, il doit exister des pornts neutres de seconde espèce, sorte de faux points isoélectriques, dont la théorie peut rendre compte. Tout récemment, le même problème des complexes d’ampholytes a été repris par STEARN (11) (1926-1027) qui, sans connaître nos résultats, en a retrouvé un certain nombre.
10 Point 1soélectrique d'un ampholyte monovalent. — Rappelons que le point isoélectrique d’un ampholyte possédant une valence acide et une valence alcaline (ce que nous appellerons l’ampholyte monovalent) est lié aux constantes de dissociation pK de ses valences terminales ; si l’on compte celles-ci (aussi bien l’acide que l’alcaline) d’une façon uniforme dans la notation en pH, le point isoélectrique pH; est:
pH, = (pK, + pK).
20 Points 1soélectriques d'un ampholyte polyvalent. — Lorsque
l’ampholyte devient polyvalent (par exemple une valence alcaline et deux valences acides) le phénomène se complique, en ce qu'il peut y avoir pour les points isoélectriques plusieurs valeurs possibles qui ne sont pas nécessairement confondues. Par exemple dans le cas ci-dessus l’une des valeurs est relative à la dissociation simultanée des deux valences acides a, et a, pour laquelle on a:
PH = 7 (PKa + PK + pK) l'autre est relative à la dissociation d’une seule valence acide, et est du type:
Be PH = 2 (PK ua PK).
En somme on a d’une façon générale pour l’ampholyte polyvalent : ù
pH, = —
dans lequel # représente la totalité des valences acides ou alcalines, actuellement dissociées, et ZpK la somme de leurs constantes respectives. On voit donc qu’un ampholyte polyvalent, le long de l'échelle des pH où la totalité de ses valences ne sera pas toujours simultanément opérante, pourra présenter autant de points isoélectriques qu’il y aura(n —-1) valences.
3° Mélanges. — Un mélange de deux ampholytes A et B pourra, en fonction du pH, donner lieu à la formation de complexes, toutes les fois qu'ils seront dans une zone de pH où l’un pourra fonctionner comme anion et l’autre comme cation, c’est-à-dire principalement 1 dans la zone qui sépare les points isoélectriques des deux corps (fig. 4) ; il est facile de voir que ces complexes seront eux-mêmes des ampholytes et auront à leur tour des points isoélectriques particuliers, où ils jouiront des propriétés spéciales appartenant à de tels points (en particulier le minimum de solubilité). Lorsqu'il se trouve mélangé un nombre quelconque d’ampholytes, il est possible que les complexes primaires formés entre ces constituants du fait qu'ils sont eux-mêmes ampholytes, forment entre eux des complexes de complexes, lesquels peuvent aller, si les conditions de bH le permettent, jusqu’à la constitution d’un complexe global (fig. 4) de point isoélectrique résultant total.
1 La transformation des ampholytes d’anions en cations aux points isoélectriques ne se fait totalement que dans le cas, usuel pour les protides, où les degrés, de dissociation « de ces ampholytes sont pratiquement nuls à ces points. Mais si « n’est pas nul, il y à au delà des points isoélectriques une certaine marge (dont l'étendue dépend précisément de «), où des molécules présentent encore les propriétés nécessaires à une combinaison : on aura affaire à un équilibre statistique, où existeront des restes de molécules-anions dans la zone des cations et réciproquement ; le point critique de la transformation totale sera en réalité donné par le moment où le degré de dissociation de la valence inté essante sera nul ou négligeable.
Le point isoélectrique d’un complexe peut être calculé aux dépens des points isoélectriques des constituants et de leurs pK; par exemple, pour le cas de deux ampholytes monovalents :
Re:
pH, = ZDHI PRE Do) (pKa étant relatif à la valence acide du constituant de pHi le plus bas, et pKb à la valence alcaline du constituant anion, de pHi le plus élevé ; c’est-à-dire les deux valences intéressées par ia jonction immédiate des radicaux).
F1G. 4. — En haut: charge électrique E de deux ampholytes A et B mélangés, lorsque le pH varie. pH; À, pH; B, points isoélectriques de A et B; Z, zone de pH où A et B, de charges inverses, peuvent s'associer en complexes (VLÈS).
En bas : association en complexes, dans l'échelle des pH, d’ampholytes de points isoélectriques P,, P,, ... en complexes d'ordre divers de points isoélectriques P,_;, P,-5, P;-3-1-6... (VLÈS).
Nous avons étendu le problème à celui d’un complexe entre un ampholyte divalent et deux monovalents («sel neutre ») ; enfin en généralisant on aboutit à une formule d’un mélange d'ampholytes en nombre quelconque :
pHi, = = (Z tm. pH, - ZEm’.pK,.) S
m étant le nombre total des valences, acides et alcalines, libérées ou non, d’un constituant ; #’ étant le nombre des valences d’un constituant engagées dans le complexe, et possédant des constantes pKm ; t le nombre de molécules d’un constituant entrant dans le complexe ; s le total des valences des divers constituants restés libres, c'est-à-dire non engagées dans le FHRDICe et actuellement fonctionnelles.
Un exemple expérimental a été réalisé au moyen de perse d'acide aspartique M /20 et de glycocolle 1,6 M portés à des pH divers ; on a recherché les complexes réalisés par leur minimum de solubilité (précipité en présence d’acétone-éther).
Les constantes de calcul sont :
Poids pKa. pKb. ‘pi moléc.
VE 2,2 5,36 (divalent) A:10,4 2,85 (monovalent) glycocolle 76 0,64:,-2,38 5,98
Le calcul! des complexes donne un certain nombre de combinaisons ampholytes possibles (mais dont plusieurs peuvent ne pas exister dans les conditions réelles, et n’être que virtuelles (fig. 5) :
pHi
ac. aspartique 133
ac. aspartique monovalent, pH bas... 2,8 et 5,0
OHAH.GH 4 états de l’aspartate ; é ac. aspartique diva-
monoglycinique nt Eee ét élevés AR: 5,1 ét 7,4 OA) prcaspartate délvcinique 27e Le. TT à : monovalent ..... 2,9 OHG.AH 2 glycinates aspartiques DV Er ser 5,1 OHG.AH.GH 2 glycinates asparto-monoglyciniques .... - : OH.GA.(GH}? 1 glycinate asparto-diglycinique ............ AE
L'expérience fournit trois minima de solubilité, l’un vers pH3 (ac. aspartiques monodissociés), l’autre de 6,5 à 8, avec maximum vers 7,5 (vraisemblablement les aspartates monoglycinique,
1 Recalculé avec les nouvelles constantes de l’acide aspartique, postérieurement déterminés par E. VELLINGER. (Aych. phys. biol., vol. V, p. 45, 1926). Ces valeurs rectifient un erreur de chiffres qui s’est introduite dans une publication américaine antérieure.
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diglycinique, glycinates aspartoglyciniques), le troisième aux pH très élevés (212) (et qui doit être le jeu d’un produit ionique sur les sels de Na en présence de la forte concentration en NaOH).
49 Quantités de substance. — On peut substituer aux constantes pK, qu’il est quelquefois difficile de déterminer expérimentalement, des quantités de constituants et de constitués ; par exemple pour deux constituants monovalents :
pHi, = ZpHi - 7,07 + 1/2 là, n
(avec +, si #’, concentration du constituant de plus fort pHi, est la plus grande ; et — si #, concentration du constituant de plus faible pHi, est la plus grande ; q, % du complexe formé) ; d’une façon générale une chaîne de 7 ampholytes monovalents aura par exemple un pHi, résultant :
y pHi, = ZpHi - (r-1) ;,07-1/2 189) (ge étant un terme de quantités de substances).
5° Cohérence du complexe. — Il faut d’ailleurs remarquer que le complexe total ne peut être formé et cohérent qu’au voisinage immédiat du pHi résultant total ; en cas de variation du pH du milieu extérieur, il cesse d’être complètement cohérent, et Les éléments risquent de se détacher un à un réversiblement de la masse indivise à mesure que le pH dépasse le pHi d’un des constituants1 (fig. 4). Ceci est extrêmement important au point de vue biologique : le complexe d'ampholytes ne doit avoir, dans l'échelle des DH, qu’un domaine d'existence limité.
60 Cataphorèse des complexes d'ampholyies. — Il résulte des considérations précédentes qu’un mélange de deux ampholytes soumis à cataphorèse pourra présenter le long de l'échelle des pH, trois points isoélectriques apparents: deux qui correspondront aux constituants isolés du mélange, et un troisième qui correspondrait au complexe (que nous appellerons le diamphide) ; en général un mélange de m ampholytes pourra présenter un nombre plus grand que "» de points isoélectriques des constituants isolés, des pHi de complexes partiels de premier ordre, de deuxième, etc., et éventuellement un résultant général d’un complexe total, m-amphide. (fig. 4, en bas).
1 Voir note de la page 8.
Au point de vue de la charge électrique et de la cataphorèse, l'existence de points isoélectriques multiples donnerait lieu aux propriétés suivantes :
Soit un diamphide de constituants A et B, et de points isoélectriques pHi,, pHiz. Au voisinage de chaque point isoélectrique le composé qui lui est relatif est chargé + du côté des faibles pH et — du côté des forts pH. Le complexe diamphide pHiz va dans la zone pHiz -pHi, être de signe inverse du constituant À ; à mesure qu’on s'éloigne de pHis vers pHi,4 la quantité du complexe diamphide formé diminue : la valeur absolue du total des charges qu’il porte diminue donc également. Par contre la quantité du composant À isolé qui se libère du complexe augmente. Le mélange (complexe + composant A) existant à un pH intermédiaire aura donc d’abord des charges qui seront en majorité du signe du composant À seul, à son tour en excès. Les deux charges limites de la zone étant inverses, il y aura entre les deux un point où la cataphorèse effective du système sera en apparence pratiquement nulle (ou plus exactement très faible mais égale dans les deux sens: c’est la différence des déplacements apparents qui sera nulle).
Ce point, que nous appellerons le point neutre de seconde espèce, pHN ou pN, se comportera pratiquement comme un point isoélectrique, avec ceci de particulier que le système apparaîtra comme négatif du côté des pH plus bas que lui et comme positif du côté des forts pH: par conséquent la répartition des déplacements est inverse de celle qui conviendrait à un ampholyte des deux côtés de son vrai point isoélectrique. Si l’on regarde les choses de plus près, il est d’ailleurs évident que le système n’a pas la même composition des deux côtés de ce point neutre, alors que ce peut être le cas pour le point isoélectrique.
Il résulte de ceci, que si l’on envisage une échelle de pH suffsamment grande, un mélange de deux ampholytes aura des chances de présenter cng points de cataphorèse expérimentalement nulle : trois points isoélectriques vrais et deux points neutres de seconde espèce.
Si la cataphorèse, aux points neutres de seconde espèce, donne un résultat apparent simulant un point isoélectrique mais avec inversion de rapports, les autres procédés techniques, comme l’indice d'alcool, peuvent donner des résultats différents : il n’y a pas
nécessairement de minimum de solubilité ou de stabilité aux points neutres de seconde espèce comme il y en a aux points isoélectriques. Voici deux exemples montrant l’existence du point neutre de seconde espèce PN à côté du point isoélectrique pH.. 19 Purée de muscle de Souris (expérience n° 84, VLÈS et DE * CoULON, Souris injectée avec de l’édestine).
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Un autre exemple peut être tiré de cataphorèses d’oxyhémo” globine cristallisée (O*Hb de première cristallisation, dans eau physiologique NaCL 9 %, de pH ajustés par HCI ou NaOH, ou dans des tampons Walpole acétates-acétiques). Le point 1soélectrique trouvé classiquement par les auteurs (MICHAELIS et TAKAHASHI, MICHAELIS et DAVIDSON) est pH 6,7. Mais avec une échelle de pH assez étendue on trouve un point neutre vers 10, et un autre vers 5,1. D’après les caractères spectraux, ces points neutres de deuxième espèce coïncident avec des points critiques dans les rapports entre le groupement prosthétique: et la globine.
O?Hb dans eau physiologique + HCI ou NaOK.
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1° Le premier (fig. 6-7), utilisé dans toutes les recherches des débuts (1--2), est constitué par des tubes en U (x) placés horizontalement, installés en série par six sur. un support général, et reliés entre eux par des godets de liaison (3) où plongent des tubes courbes de raccord (2) (siphons). Les tubes en U sont limités par
F1G. 6-7. — Dispositif de cataphorèse. En haut: tube en U démonté (x) avec siphons pour l’équilibration hydrostatique (2), et godets de jonction (3); tube monté (4); en bas: 6 tubes en série sur un support commun. (VLÈS et DE COULON).
des robinets au delà desquels sont deux ampoules élargies où se collectera le produit transporté par cataphorèse. Les siphons débouchent dans ces ampoules, à travers un bouchon en caoutchouc, et sont eux-mêmes obturés par un tampon de coton mouillé, pour éviter les perturbations hydrauliques pendant le réglage.
— JS —
L'établissement préalable de l'équilibre hydrostatique entre les différents godets avant l'expérience est réalisé au moyen de tubes transversaux à robinets reliant les siphons d’un même tube en U. Aux extrémités de la série, la liaison avec le circuit électrique est effectuée par un contact cuivre-sulfate de cuivre. La force électromotrice que l’on met aux bornes du système, est de 220 à 230 volts ; un milliampèremètre est placé en série dans le circuit, et il passe de 2 à 4 milliampères pour un ensemble de 6 tubes ; la chute de potentiel par tube est de l’ordre de 30 à 40 volts, soit environ 2 volts —- cm de gradient. La durée moyenne d’une cata-
phorèse est dans ces conditions de 1 à 2 heures.
20 Un second dispositif, employé postérieurement par A. DE COULON, puis RosSIER (21), consiste à mettre les divers tubes (du même modèle que précédemment), non en série, mais en parallèle. La nécessité d’avoir un même gradient de potentiel, et d'autre part d'assurer le passage d’un nombre égal de coulombs dans tous les tubes, impose un réducteur de potentiel, ainsi qu’une résistance ohmique et un milliampèremètre en série avec chaque tube. Dans ce dispositif, les branches transversales à robinet pour l’équilibration des godets ont été supprimées, et l'équilibre hydrostatique est réalisé par des siphons indépendants que l’on enlève au moment de la mise en circuit. L'’intensité est portée à 6 milliampères par tube, et dans certains cas (ROSSIER), la cataphorèse a été réduite à une dizaine de minutes.
3° Un troisième type de dispositif (VLÈS (20)) a dû être réalisé pour répondre à un certain nombre de desiderata : d’abord l’augmentation des quantités de substances mises en jeu pour les besoins d'analyses chimiques, puis la nécessité dans certaines opérations d’une asepsie correcte, à laquelle s'oppose l'introduction initiale du système à transporter, à travers les robinets mêmes et les ampoules par lesquels on devra le recueillir à la fin (fig. 8).
Les tubes sont formés dans ce cas d’un U horizontal portant deux robinets D'D’ et trois ampoules de 10 cc., deux terminales B B' et une médiane A ; c’est par celle-ci qu’on va introduire la substance à transporter. Les tubes de sortie C C', remplis de coton mouillé, plongent dans des godets GG’, pour la jonction avec le reste du circuit. L’équilibration hydrostatique est réalisée au moyen de siphons indépendants que l’on retire avant l'ouverture des ro-
pinets.
Quel que soit le dispositif utilisé, la mise en train d'une opération de cataphorèse demande toute une série de précautions très précises, pour éviter des perturbations de.divers ordres (bouchages défectueux, bulles d’air, fuites, effets hydrostatiques, inégalités
LP
F1G. 8. — Tubes à cataphorèse (VLÈS).
de champ, etc.) ; l'opérateur doit se soumettre préalablement à un apprentissage soigneux, au moyen de matières colorantes par exemple (hémoglobine), de façon à apprendre à corriger ses fautes de techniques.
IL. — Sur la sigmfication des points isoélectriques obienus par différentes méthodes.
Malgré la simplicité apparente de la définition théorique du point isoélectrique (pH pour lequel l'ampholyte présente égalité de dissociation de ses valences acide et alcaline), sa caractérisation présente néanmoins un certain nombre de problèmes où des ambiguités peuvent se glisser, et qu’il importe de préciser.
C’est ainsi que, théoriquement et expérimentalement, différen{s procédés permettent de mettre en évidence le point isoélectrique, La cataphorèse répond à la définition théorique, au moins en principe ; d’autre part les méthodes, de solubilité, indice d’alcool, etc., permettent d’en avoir une définition secondaire, puisqu'en fait l'égalité de dissociation des valences acides et alcalines peut correspondre à un minimum de dissociation, et par conséquent à un minimum de solubilité. Mais il faut se demander si en pratique les deux définitions sont toujours rigoureusement équivalentes. L'expérience a montré (VLÈS et DE COULON (7), p. 202) que
tout au moins pour un système compliqué comme le sérum, il n’y avait pas identité parfaite entre les deux définitions, et que ce fait ne devait pas être perdu de vue dans les interprétations. En effet les deux opérations expérimentales ne mettent pas en évidence le même type de processus. L'indice d’alcool ou la précipitation par l’acétone donnent le minimum de solubilité d’un complexe total, dans un pH qui est celui initial de la solution (légèrement modifié par l'introduction des premières portions du liquide organique précipitant qui a une basse constante diélectrique). Par contre la cataphorèse effectue une véritable séparation, ‘analogue à ce que serait une électrolyse, en scindant des complexes dont nous retrouvons les éléments séparés sous forme de «flocons» et de «précipités » ; ce sont les points isoélectriques de ces éléments que nous mettons le plus souvent en évidence. La cataphorèse pénètre donc en quelque sorte plus avant dans la structure moléculaire des complexes et peut mettre davantage en lumière les constituants que le constitué global.
Une autre notion à laquelle il faut prêter attention est la scission de la définition du point isoélectrique qui a été tentée récemment par Sô- RENSEN, LINDERSTRÔM-LANG, LUND1, lesquels distinguent des points isoélectriques et des points isoioniques. La détermination de la capacité de combinaison avec les acides et les bases permet de déterminer pour un
ampholyte l’«ionisation spécifique » de son hydrogène : h — eu qui est A
le rapport de la concentration f des ions H+ pris ou donnés par lui à la concentration c\ de l’ampholyte. La réaction isoionique de l’ampholyte est la valeur du pH (ou plus exactement du paH) pour lequel l’ionisation spécifique de l’hydrogène est nulle, h — o: point où l’ampholyte est incapable de se combiner à un acide ou à une base. Par contre la valence moyenne de l’ampholyte, qui met en jeu la faculté de combinaison avec n'importe quel électrolyte, les sels en particulier, est
D Bu + 8 px ru 8 s- PIRE GX CA
(Bu Ps, Bpx quantités d'ions H+, et d'ions provenant du sel BHS, en suivant la notation actuelle de BRÔNSTED ? pour la définition des acides et des bases ; cr, est la concentration de la molécule r- valente), et définit une notion qui n’est pas identique à la précédente ; le pH (ou plus exactement le paH) pour lequel la valence moyenne de l’ampholyte est nulle, r — o, est le point isoélectrique proprement dit. Suivant les conditions expérimentales, l’un ou l’autre des points, isoionique ou isoélectrique, peut être mis en évidence, et leur deux valeurs peuvent ne pas coïncider.
1 SGRENSEN, LINDERSTRÔM-LANG et ELLEN LUND. — The influence of salt concentration on the acid-binding capacity of egg-albumine.
Carlsberg, n° 5, 16. 1926.
2 BRôNSTED. — Einige Bemerkungen über den Begriff der Säuren
und Basen. Recueil trav. chim. Pays-Bas. 1923. 42. 718.
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III. — La technique de l’alcool-acétone et les propriétés des produits transportés.
La cataphorèse directe, effectuée sur une purée musculaire, met en évidence le transport d’un nuage opalescent plus ou moins laiteux, venant parfois déposer des flocons sur le fond des ampoules. Il apparaît cependant comme évident que la substance ainsi figurée ne doit représenter qu'une petite partie des matières en jeu, et que toute une série de substances restées solubles doivent aussi être transportées sans être visibles. Dans une cataphorèse de sérum, le nuage laiteux n'existe même plus, et toutes les substances transportées le sont à l’état invisible. On est donc conduit dans les divers cas à compléter l'observation directe par une réaction tendant à précipiter en bloc les diverses substances transportées aux électrodes.
Le précipitant choisi a été dès le début l’alcool-acétone (alcool à 960, r volume, acétone pure 1 volume), mis en présence du liquide prélevé dans les ampoules, à raison de deux volumes pour un de celui-ci. Les précipitations ainsi obtenues ont mis en évidence à partir du tissu musculaire l'existence de deux systèmes insolubles qui ne sont pas identiques d’aspects ni de propriétés, et qu'on a caractérisés, l’un sous le terme de flocons et l’autre sous le terme de précipité ; les mêmes aspects se sont présentés dans la cataphorèse de sérum, sans préjudice d’une identité de substances dans les deux cas.
Le système correspondant au terme «flocons» se présente sous forme de gros flocons aux bords estompés, légers, et flottant dans un liquide à opalescence bleuâtre, comme les précipités de certaines globulines. Le système «précipité » montre au contraire un résidu d'aspect pulvérulent, formé d'éléments plus denses, à bords plus nets, collant souvent au fond du tube, et plongé dans un liquide limpide sans opalescence bleue. Des intermédiaires se montrent entre les deux aspects, et peuvent d’ailleurs provenir de mélanges. La différence d’aspects est accentuée par un chauffage ménagé, dans lequel on plonge par exemple à la fois le tube flocons et le tube précipité, pendant quelques minutes, dans un bain-marie à 809. Le tube flocon prend un aspect bleu et le tube précipité un aspect gris, caractéristiques.
Des essais sommaires de séparation et de caractérisation des deux éléments, rendus difficiles par la faible quantité de matière
récupérable, ont montré, sur le muscle, que le système des flocons était principalement protéique, soluble dans un excès d’alcali, donnant la réaction du, biuret et la réaction xanthoprotéique. À partir de sérum, les fractions correspondant aux «flocons » se sont montrées principalement constituées par des globulines, précipitant par le sulfate d'ammoniaque à demi-saturation.
Le «précipité » pulvéruient a donné au contraire le plus souvent, lorsqu'il est pur, des réactions protéiques plus faibles, souvent même nulles pour certains échantillons ; sur sérum, les traces de protéiques, lorsqu'il y en a dans la fraction correspondante, ne
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F1G. 9. — À gauche : deux types de cristaux observés dans un « précipité » (muscle de veau). À droite: pour comparaison, SO{Ca. e, extinction.
précipitent qu'avec le sulfate d’ammoniaque à saturation, et seraient donc plutôt des albumines ; mais celles-c1 sont notablement plus évidentes avec les flocons. Le « précipité » est insoluble dans un excès d’alcali, soluble dans HCI concentré, partiellement dans NO'H ; la solution neutralisée devient louche par l’acide oxalique (Ca), ne rougit pas par l’iode ; la réaction de PETTENKOFFER faible ou nulle (tandis que les flocons l'ont fourni). Sur la paroi des tubes ont été souvent observées des traces de dépôts cristallins de diverses sortes, dont les uns étaient des lamelles irrégulières, polychroïques en lumière polarisée, d’allongement négatit et ressemblant à des lamelles de cholestérine ; et les autres de petits cris-
taux nets monocliniques, d’allongement positif, moins biréfringents (gris de premier ordre) que des cristaux de SO* Ca d'aspect analogue et de mêmes dimensions (fig. 9). Si l'on se reporte aux données acquises depuis BOTTAZZI et QUAGLIARIELLO sur les constituants du plasma musculaire (myosine et moyprotéine, la première provenant des myofibrilles et entraînant de la cholestérine, des acides gras et du P; la seconde, albumine provenant du
FiG. 10. — Phénomène Tyndall en lum ère polarisée, pour les « flocons » et les «précipités» d’un sérum. Chaque tube, éclairé par dessous, est examiné à travers un prisme biréfringent de WOLLASTON qui en fournit deux images polarisées rectangulairement. Les deux images du tube de flocons montrent une lumière diffusée très inégale d’intensité, ce qui indique une part considérable de lumière polarisée dans le plan de diffraction ; au contraire les deux images du tube de précipité sont presque égales.
sarcoplasme), il ne serait pas impossible que le tube «précipité » ne renfermât des dérivés de la fraction «myosine», et le tube «flocon » la fraction myoprotéine, donc les représentants du sarcoplasme.
Il résulte des considérations précédentes que la distinction entre « flocons » et «précipité» est en tous cas étroitement liée à la technique employée pour la précipitation, et que si l’on change celle-ci, les résultats peuvent devenir différents. Effectivement, si au lieu de précipiter par l’alcool-acétone on précipite par l'acide picrique à demi-saturation, on fait floculer une substance qui correspond sensiblement aux flocons seuls de la technique d’alcool-acétone.
Propriétés physiques. — Une propriété physique fort importante, qui peut permettre la distinction des flocons et des précipités, est fondée sur la polarisation du TYNDALL. Les «flocons », dispersés par agitation, fournissent une pseudo-solution à opalescence bleuâtre dans laquelle la lumière diffusée à 90° présente une très notable polarisation. Au contraire les tubes de «précipité », grisâtres, n’ont qu'une polarisation latérale faible, sinon nulle. Il est commode d'examiner le phénomène en regardant les tubes à travers un prisme biréfringent de WOLLASTON, qui donne côte à côte, d’un même tube, deux images polarisées rectangulairement ; avec les « flocons », on voit l’une éclairée et l’autre presque éteinte, tandis qu'avec les « précipités » les deux images ont à peu près la même intensité (fig. 10).
On sait que de tels caractères de polarisation sont liés en général à la dimension des systèmes diffusants ; il est probable que les flocons réalisent un ensemble micellaire de petits éléments, solution colloïdale, tandis que les précipités doivent être formés d'éléments plus gros, moins efficaces au point de vue de la polarisation.
Il est bien entendu que la similitude d'aspect entre les résultats du produit de l’alcool-acétone dans la purée musculaire et dans le sérum n'implique nullement une similitude de constituants, mais simplement une analogie de réponses dans une même réaction.
ITe Partie
LE POINT ISOÉLECTRIQUE CELLULAIRE A L'ÉTAT NORMAL OÙ PATHOLOGIQUE
Au cours de recherches antérieures (1923) sur la physico-chimie du protoplasme cellulaire et principalement de l'œuf d'Oursin (VLÈS; VLÈS-ACHARD-PRIKELMAIER; VLÈS-REISS-VELLINGER ; REïss, etc.), on avait abouti à la conception que le pH intérieur de beaucoup de. cellules aussi bien animales que végétales, doit être normalement situé au voisinage du point isoélectrique de certains constituants du protoplasme, et que ce fait peut conditionner l'équilibre physico-chimique des substances protéiques cellulaires.
Nous nous étions demandé (VLÈS et de COULON (1) (2) 1924) en renversant le problème, si des perturbations pathologiques des conditions cellulaires ne pouvaient pas se répercuter sur les relations entre le point 1soélectrique et le PH apparent, et si la différence entre ces deux valeurs ne permettrait pas de définir une sorte de caractéristique de l’état de la cellule ou de l'organisme, qu'on pourrait utiliser pour mettre en évidence et étudier les modifications pathologiques du milieu cellulaire. Nous avons été ainsi conduits à reprendre l'étude de la cataphorèse d’un certain nombre de tissus, en parallèle avec l'intervention de diverses affections. Commencées sur ces bases, nos recherches, parties au début avec le but précis d'étudier les propriétés physico-chimiques des tumeurs, ont rapidement dépassé ce cadre, et nous ont amenés en présence d’un problème beaucoup plus général de physiologie pathologique dont on verra le développement par la suite.
Les recherches ont porté au début sur les points isoélectriques des muscles des Souris blanches ; jusqu’à présent, elles ont nécessité plus de 10.000 de ces animaux. La recherche du point isoélectrique a été effectuée par la technique des cataphorèses en tube
en U sur la purée musculaire, préparée par les méthodes de congélation (VIÈSs, REISs, VELLINGER). Après cataphorèse observée, le contenu liquide de chaque ampoule terminale de tube en U était reporté en tube à essai, et additionné d’un volume double d’alcool-acétone, lequel précipitait en quelques heures une série de substances transportées à l’état soluble. Ces précipitations avaient d'ailleurs des caractères différents suivant les circonstances, et nous avions été conduit à distinguer deux types de substances résultant de cette action: les «flocons», gros flocons aux bords estompés, légers et baignant dans un liquide à opalescence bleuâtre, substance principalement protéique (représentant vraisemblablement la myoprotéine du sarcoplasme) ; et les « précipités », résidu d'aspect pulvérulent formé d’éléments plus denses, à bords plus nets, et plongés dans un liquide limpide non opalescent, formant souvent un culot au fond du tube ; ces dernières substances, pauvres ou nulles en protéiques, apparaissent souvent sous forme cristalline, et renfermant vraisemblablement surtout des dérivés non protéiques de la fraction myosine du muscle (2) (p. 49):
Le pH du fragment de muscle était dans les premières expériences estimé au microscope par la méthode des indicateurs ; mais l’on s’aperçat vite que les variations de ce pH étaient très faibles (pH 6 + 0,5) à la limite de précision des méthodes employées, alors que les variations des points isoélectriques étaient considérables ; de sorte que l’étude de la distance entre le pH et le pH; revenait à l'examen des variations du pHi seul ; aussi porta-t-on dans les recherches ultérieures l’examen principal sur ce dernier point.
I. — Points isoélectriques du muscle de Souris
Dans les conditions expérimentales, et dans les limites de pH utilisé (5 à 12) la purée de muscle de Souris a présenté en général trois points isoélectriques : l’un À, est approximativement compris entre pH 6 et pH 8. Le second B, est presque toujours inférieur à 5, limite de l'échelle au delà de laquelle il est simplement perçu par extrapolation ; le troisième C est en général supérieur à 10, et souvent aussi au delà des limites de l’échelle utilisée. Le point A de la cataphorèse directe et celui des « flocons » coïncident à très
peu près; par contre les points isoélectriques des « précipités », souvent moins nets et plus difficiles à voir, sont intermédiaires entre ceux des flocons et coïncident en général avec les points neutres de ceux-ci. C’est le point À cataphorèse et flocons que nous avons principalement étudié. Le pH intérieur des mêmes fibres musculaires s’est montré, comme nous avons dit plus haut, approximativement voisin de 6 (5,5 à 6,5), de sorte que le point 1isoélectrique À a été pratiquement le plus voisin du pH du système.
Si on examine des Souris normales, ou ayant subi des actions expérimentales ou des lésions pathologiques, on observe les résultats suivants:
19 Souris mâles normales. — Les Souris mâles normales, examinées depuis des échantillons très jeunes (3 à 4 semaines, 9 grs.) jusqu’à des vieilles Souris, ont montré un point isoélectrique À {cataphorèse et flocons) se plaçant régulièrement dans une zone comprise entre pH 5,8 et pH 7, avec une indépendance manifeste du poids et par conséquent de l’âge du mâle envisagé ; rares sont les exceptions. Le point C est souvent représenté entre pH 9 et pH 10, mais sans généralité (fig. 11).
Toutes les expériences postérieures, sauf indications spéciales, ont été faites sur des mâles, et les témoins nécessaires ont été pris dans des mâles normaux adultes. Les premières expériences avaient en effet montré que les femelles, mêmes normales, présentent parfois des aberrations qui sont liées à leur état génital, et doivent être éliminées de toutes les séries expérimentales ordinaires.
29 Femelles normales. — On observe en effet des variations dans les positions du point isoélectrique À pouvant être mises en relation avec les diverses éventualités de la physiologie génitale des femelles. De jeunes Souris vierges, élevées depuis la seconde semaine de leur vie (fin du régime lacté) à l'abri rigoureux et certain du mâle, se sont comportées le plus souvent comme les mâles adultes, avec un point À dans la zone normale de ceux-ci. Parmi les femelles adultes mises en contact du mâle, des variations ont été constatées dans les cas de gravidité, le point isoélectrique s'élevant vers les forts pH dans une zone comprise entre pH 7 et pH 8, puis descendant au-dessous de la zone normale au moment du terme. Des femelles non vierges, en contact avec les mâles mais apparemment non gravides, se sont montrées irrégulières, les unes ne représentant pas de différences avec les vierges, alors que d’autres étaient fortement aberrantes: il faut remarquer que
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les tout débuts de la gravidité peuvent passer inaperçus pour l'observateur. Enfin de vieilles femelles ont paru se rapprocher des femelles vierges (fig. 12).
L'incertitude sur l’état génital des femelles fait que celles-ci ont été éliminées autant que possible des séries expérimentales.
3° Infections bactériennes. — L'injection de bactéries virulentes produisant une 2nfection rapide (pneumocoque, rouget) a coyrespondu à un relèvement énorme du point isoélectrique, qui est venu
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F1G. 12. — Souris femelles normales. Points isoélectriques À @ et pH o du muscle, avec l’évolution génitale. En gris, zone normale de À chez les mâles. (VLÈS et DE CoULON.)
se placer quelquefois entre pH 9 et pH 10. Des affections chroniques, comme la tuberculose, ont donné des relèvements moindres (entre pH 7 et pH 8) ; un staphylocoque doré a produit au contraire un effet dépresseur, le point À pouvant devenir inférieur à la zone normale, (fig. 13).
4° Tumeurs. — Un phénomène du même type a été observé chez les Souris mâles porteuses de tumeurs greffées (sarcomes ; tumeurs épithéliales, de souche Murray) et de tumeurs de goudron. Les relèvements du point À ont atteint quelquefois pH 09. Dans des cas de régression de sarcomes, il semble que le point A ait
tendu à revenir vers sa place normale. En plus des mâles, on a étudié d'autre part de vieilles femelles portant des tumeurs spontanées de la glande mammaire ou de la vulve : là encore il y a eu des relèvements plus ou moins considérables du point À, sorti de la zone normale. Il est à remarquer que les tumeurs elles-mêmes réduites en purée et soumises à cataphorèse, ont présenté souvent des points isoélectriques éloignés de la même zone normale (fig. 14 a, b).
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F1G. 13. — Souris mâles normales. Points isoélectriques À, @ et pH o du muscle dans les infections bactériennes (rouget, pneumocoque, tuberoulose, staphylocoque). Les points isoélectriques sont décalés. (VLÈS et DE CoULON.)
5° Injections de substances diverses. — A titre de comparaison, diverses substances ont été injectées chez les Souris mâles, et ont correspondu également à des décalages plus ou moins considérables des points isoélectriques. Tel est par exemple le bouillon-ascite des milieux de culture, ou la pulpe de rate fraîche ; la pulpe de rate chauffée conduit souvent au contraire à un abaissement du point. Des substances protéiques pures (caséine, édestine) n’ont introduit que des différences négligeables ou nulles (effet légèrement dépresseur dans la caséine) (fig. 15).
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F1G. 14 b. — Points isoélectriques et pH de purée de tumeurs de Souris, (VLÈS et DE COULON.)
Toutes les substances essayées dont il vient d’être question (bactéries, fragments d’organes, substances protéiques, etc.) peuvent être considérées comme des antigènes étrangers, au sens immunologique du mot, introduits dans l'organisme. On peut se demander si d’autres substances ne pourraient pas, sans emprunter aucun élément antigénique à l'extérieur, créer des mobilisations humorales de l'organisme retentissant sur les points isoélectriques. On a essayé à ce point de vue par exemple la férébenthine (abcès aseptique de fixation), laquelle introduit une importante élévation du point isoélectrique suivie tardivement d’une régression ; et une poudre inerte (émeri), qui a eu au contraire un effet dépresseur principal. L'intérêt de ces deux expériences est qu’elles ont conduit à une technique expérimentale grâce à laquelle on peut faire varier à volonté, dans un sens déterminé, le point 1soélectrique d'un muscle de l'organisme, sans faire appel à des éléments d’in-
Bouillon. acite |
re | :
pH Caseine Edatine Rate: | Rate 21) Rat chaaffé 9 =———— ST
s Xe xQ tTérefenthine ot | XXE CV AMI MN © 61 Cn Ci CY FiG. 15. — En haut: Souris mâles. Points iscélectriques À @ dans le cas
d’injections de substances diverses. En gris, zone normale de A. En bas: Points isoélectriques À @ dans le cas d’injections de térébenthine et d'émeri. En gris, zone normale. (VLÈS et DE COULON.)
fections étrangères et sans introduire d’antigènes extérieurs. Comme on les verra plus loin on a utilisé cette technique pour l'étude des tumeurs (fig. 13, en bas).
6° Action des rayons X. — REISS (10) a trouvé, par l’action des rayons X, une ascension temporaire des points isoélectriques musculaires de la Souris, que les muscles examinés aient été ou non directement soumis à l’irradiation.
7° Interprétations. — On peut résumer l'ensemble des modifications du point À dans les phénomènes physiologiques et pathologiques que nous avons examinés en constatant qu’il y a en somme deux évolutions inverses nettement caractéristiques. L'une dans laquelle le point A s'élève vers les forts pH et crée une augmentation de la différence pHi-pH, qui est souvent suivie, lorsque la lésion a disparu, d’une régression du point À vers les faibles pH. L'autre dans laquelle apparaît d’emblée cet effet dépresseur, non précédé, tout au moins dans les conditions où l’on peut le constater expérimentalement, d’ün effet élévateur.
S1 l'on compare entre elles dans l’ensemble les conditions qui s'’accompagnent de la seconde évolution, on voit que cela nous conduit à mettre en parallèle la crise de terminaison d’infections, la fin de la résorption d’abcès aseptiques, la fin de la gravidité, l'extrême sénilité (tout au moins chez les femelles), et aussi l’injection de protéines étrangères (caséine) ou de corps inertes devant produire des lésions mécaniques (poudre d'émeri). Si tant est que l’on puisse tirer un caractère général de tous ces phénomènes d'apparence disparate, il semble que l’on puisse admettre qu'ils ont pour concomittance la libération et la mise en jeu dans l'organisme d'un stock de produits de lyse d'organes ou de cellules, de dislocation de protéiques, produits en présence desquels l'organisme se trouve placé par suite de changements de régime métabolique analogues à une crise. On peut donc à titre d’hypothèse provisoire relier les déplacements du point isoélectrique A vers les faibles pH avec la mise en train de produits d’autolyse ; nous verrons plus loin l'étude à ce point de vue des produits de dislocation protéique.
Inversement le second phénomène, celui de l'ascension du point isoélectrique À vers les forts pH, qui coïncide avec l'existence des tumeurs, le début de la gravidité, l'invasion et la période d'état de certaines infections bactériennes à virulence précoce, a en commun avec l’abcès aseptique à la térébenthine qui produit
le même phénomène, de se lier à des mobilisations humorales de l'organisme ; ces mobilisations s’accompagnent d’afflux locaux leucocytaires, correspondant à l'installation du changement d’équilibre métabolique qui suit l’inflammation ; il ne serait pas invraisemblable qu’elles se relient, le cas échéant, aux réactions de l’organisme qui aboutissent usuellement à la formation d'anticorps, et il serait important de définir si le sarcoplasme musculaire ne joue pas un rôle dans l'installation de l’immunité.
II. — Sérum
Ainsi donc, le plasma musculaire semble réagir physicochimiquement à des modifications physiologiques, pathologiques ou expérimentales affectant, soit l'organisme entier, soit des régions de celui-ci souvent fort éloignées des muscles examinés. Il est donc probable que les phénomènes sont à un certain point généralisables, et que d’autres éléments de l'organisme, servant éventuellement d’intermédiaires, subissent des répercussions analogues.
Tel est par exemple le sérum sanguin (5) (7) dont une longue étude a été faite chez l'Homme. Ici les techniques de cataphorèse doivent subir une sorte de spécialisation, du fait qu'aucun transport d'éléments figurée n’est directement visible dans les tubes en U, et qu’il faut recourir au procédé de l’alcool-acétone pour y faire apparaître des «flocons» et des «précipités». Nous retrouvons dans le sérum humain, avec des modifications concevables, la plupart des phénomènes décelés par la purée musculaire de la Souris : des modifications pathologiques se traduisent par des décalages souvent très considérables, de points isoélectriques.
Dans les limites des pH utilisés (5-12), le sérum humain normal ou pathologique a présenté (pour les flocons), deux points isoélectriques plus ou moins bien différienciés: « compris entre 5,5 et 6,5, et y voisin de 11-12; deux autres points en dehors des limites ont été décelés par leur voisinage (8 <5 ; à > 12). Ces divers points peuvent ne pas être tous représentés en même temps dans un échantillon.
Sérums normaux. — Chez les hommes normaux adultes, le point a très stable est constant au voisinage de 5,5 ; le point ; toujours présent oscille entre 9 et 12. Par contre, les femmes normales
ont présenté des inégalités suivant leur état génital ; autant qu’on peut en juger par les mesures actuelles, et sous réserve de généralisation, des filles vierges montreraient un point « très stable vers 5,5 (comme les hommes), des femmes adultes, non enceintes, ayant un point « déplacé vers 6,5 ; dans les deux cas, le point + a été très rarement représenté. Dans les femmes enceintes le point « est instable et subit au cours de la grossesse des oscillations cycliques pius ou moins irrégulières à grande amplitude (5,5 — 7,5) ; x est toujours présent, très bas, et oscille comme «; ces oscillations paraissent cesser au moment du terme (fig. 6
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F1G. 16. — Sérum humain normal. Points isoélectriques « et y, points neutres. En gris, zone normale du point &. 1rre colonne, hommes normaux ; 22 colonne, évolution d’un échantillon de sérum en fonction du temps ; 3° et 4° colonnes, filles et femmes, en fonction de l’âge. (VLÈS et DE COULON.)
:Sérums pathologiques. — Dans les sérums pathologiques très divers examinés, le point « a présenté très souvent un déplacement le faisant sortir de sa zone normale et quelquefois même dispäraître complètement de l'échelle employée (pH 5-12). Autant qu’on peut en juger jusqu'à présent, la répartition en fréquence du ‘déplacement est inégale dans les diverses affections. En parti-
culier l'élévation de « au-dessus de la zone normale a paru constante (100 %) dans les infections aiguës à la période d'état (scarlatines, phlegmons, pneumonies, etc.) avec retour à la zone normale (après une phase négative) dans la convalescence ; un décalage est. aussi très fréquent, quoique inférieur à 100 %, dans certaines syphilis, moins accentué dans la tuberculose ou dans le cancer (environ 60 %); une absence complète de points isoélectriques entre pH 4 et pH 12 a accompagné un certain nombre de cas graves. Toute une série d’affections de natures très diverses montre des perturbations de ces mêmes points (fig. 17, 18, 19).
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FIG. 17. — Sérum humain. 1'e colonne, infections aiguës, hommes ; 2e et 3° colonnes, évolutions de fins d’infections ; 4° et 5° colonnes, femmes, infections aiguës, @ point isoélectrique «; en gris, sa zone normale. (VLÈS et DE COULON.)
Points isoélectriques du plasma. Les points isoélectriques du plasma ont été étudiés par RossiER (8) sur du plasma citraté ou oxalaté. On retrouve dans le plasma le point « du sérum situé sensiblement dans la même région ; par contre le point +; ne se voit plus et ilest remplacé par un nouveau.point F, inexistant dans le sérum, et qui se place aux environs de pH 8. Il est
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possible que le point F soit dû à la présence du fibrinogène, rentré :
par exemple en complexe avec la supstener qui Re, dans le sérum le point +. > Sédimentation elobulaire. — On a vu postérieurement que les
déplacements des points isoélectriques du sérum sont liés à d’autres propriétés connues: ainsi ROSSIER (9) a montré que La vitesse : de sédimentation des hématies dans divers cas normaux ou patho-
logiques est une fonction du point 1isoélectrique « du Sérum corres-
bondant : la vitesse de sédimentation (par la méthode de WESTER-
GREN) croit Es le point «x s'élève (fig. 20).
FiG. 19. — Serum humain; affections diverses (tuberculose, néphrites, “diabète etc.). Mêmes notations. (VLÈS et DE COULON.)
: Sérum de Lapin et cancer de goudron. — Une série d’expériences de longue durée a été faite sur le cancer du goudron chez le Lapin,
avec la collaboration de M. le Professeur NICOD. On a suivi pendant .
plus d’un an l'évolution de Lapins dont les oreilles étaient badigeonnées périodiquement de goudron ; on a effectué parallèlement des cataphorèses du sérum des animaux et des biopsies des tumeurs
éventuelles. L'expérience a montré que le sérum des Lapins pré-
sente des variations de ses points isoélectriques lorsque sous l’in-
fluence du goudron il se développe des tumeurs, papillomes où
cancers vrais. Dans le cas des papillomes, le point à subit des os- :
F1G. 20. — Vitesse de sédimentation des hématies (abscisses) en fonction du déplacement du point isoélectrique « du sérum (Rossier),.
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F1G. 21. — Evolution pendant un an des points isoélectriques « chez les Lapins au goudron, dans le cas où il se développe uniquement des papillômes (en haut), et dans le cas où les papillômes se cancérisent
(en bas). En grisé, papillômes ; en noir, cancer (DE CouLon, Nicon, VLÈS).
cillations plus ou moins irrégulières, témoins d’un «aïfiolement physico-chimique»; chaque changement de régime (augmentation, régression des tumeurs, apparition de malignité, etc.) est précédé ou accompagné de perturbations. Lors de la cancérisation, les oscillations irrégulières font place à une ascension lente et continue du point isoélectrique vers de fortes valeurs: il s'établit un nouvel équilibre différent du régime normal (fig. 21).
Recherches récentes sur le point isoélectrique du sérum. — Le déplacement des points isoélectriques des constituants du sérum au cours de maladies infectieuses aiguës a été à nouveau examiné récemment par Rossier (21), lequel a confirmé et étendu les données précédentes. En particulier l'étude complète de l'évo-
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F1G. 22. — Courbe des oscillations des points isoélectriques du sérum au cours d’une infection aiguë chez l’homme (schéma de ROSSIER). T avant la maladie ; II incubation ; III début clinique ; IV période d'état; V guérison clinique; VI baisse des points par oscillations; VII phase négative; VIII retour à la normale.
lution des points isoélectriques au cours d’une maladie infectieuse aiguë chez l’homme (fig. 22) met en évidence que le déplacement semble bien précéder l'apparition des symptômes cliniques, l’abaissement est corollaire de l’amélioration de l’état du malade; le point reste encore décalé après la guérison clinique, revient vers la normale au moyen d’oscillations, et avant de se fixer sur son ancienne valeur subit, comme on l’avait vu, une phase de négativité. D'autre part la grandeur du déplacement ne paraît pas en rapport avec l'importance de l'infection, et il est difficile d’en tirer une valeur pronostique ; il s’agit vraisemblablement là d’un processus biologique général comme la réaction thermique ou la variation de vitesse de sédimentation des hématies, dans laquelle la spécificité n’est pas évidente à priori. Malgré tout, les pertur-
bations des points isoélectriques peuvent avoir des relations avec l’apparition du pouvoir agglutinant du sang et par conséquent la formation des anticorps. Des essais de parallélisme entre les décalages des points isoélectriques dans la syphilis et des réactions spécifiques comme celle de VERNES ont été tentés par ROSSIER et LUCHSINGER (24), LUCHSINGER (14), qui trouvent un acccrd entre les deux réactions pour la syphilis secondaire, mais non pour la tertiaire. LUDDY (18) a recherché sur le Lapin si l’irradiation de l'animal ## foto par les rayons X influençait la position du point isoélectrique « du sérum et la vitesse de sédimentation des globules rouges ; il n’a pu déceler aucune espèce d’influence. AMBARD et SCHMIDT (22) (23) ont examiné l'influence possible des décalages des points isoélectriques dans une série de syndromes morbides, comme la néphrite œdémateuse, etc.
éactions de floculation. — Enfin les modifications pathologiques des points isoélectriques du sérum paraissent théoriquement devoir être reliées aux réponses des sérums dans les réactions classiques de floculation, et pourraient permettre de préjuger du bon ou du mauvais rendement de celles-ci dans certaines affections. Nous avons donné ((7) 1926) une tentative de théorie générale des réactions de floculation que nous résumerons dans le chapitre suivant.
III. — Réactions de floculation du sérum et des constituants humoraux des organismes.
On sait que les réactions de floculation du sérum ou du liquide céphalorachidien sont des types de réactions aujourd’hui universellement utilisées pour le diagnostic, principalement de la syphilis, et dérivant historiquement, (malgré des différences apparentes) des réactions de BORDET- GEnGou et de WASsSERMANN. Ces réactions consistent à chercher certains réactifs susceptibles d’amorcer une floculation en présence d’un liquide pathologique, dans des conditicns critiques déterminées où le liquide homologue normal ne donne naissance à aucun trouble (ou réciproquement). Les types de telles réactions sont par exemple la réaction de Mac Donacx (gel-réaction) où un sérum syphilitique et un sérum normal, mis en présence d'acide acétique glacial et d’une trace de SOL a, floculent avec des allures différentes, le premier rapidement et l’autre très lentement ; ou bien la réaction d'EMMANUEL pour le liquide céphalotachidien, dans laquelle une suspension de mastic additionnée de NaCI flocule en présence d’un liquide de paralytique général, alors qu’elle ne
donne rien avec un normal.
La constatation expérimentale du déplacement des points isoélectriques de constituants du sérum dans les conditions pathologiques peut ouvrir la voie à toute une série de considérations sur le mécanisme des réponses des sérums aux réactions classiques de floculation (telles que les réactions de LANGE, PORGES, MAC DonAGH, MEINICKE, SACHS-GEORGYI, VERNES, BOTELHO, etc. (1)) ; on peut par là aboutir à une théorie générale de ces réactions de floculation, dont nous avons donné le principe précédemment (1926). Il est probable, quoique nous ne l’ayons pas essayé, que l'intérêt de ces notions s’étendrait également aux réactions de précipitation du liquide céphalo-rachidien (EMMANUEL, KIRCHBERG, LAROCHE, GILLAIN et LECHELLE, etc.), pour lequel les mêmes considérations théoriques peuvent s'appliquer ; l'analyse plus fouillée de ces phénomènes pourrait peut être aussi conduire probablement à une théorie des réactions du type WASSERMANN ou même Bor- DET-GENGOU, qui paraissent liées au même groupe de phénomène.
Si l’on envisage le problème de la floculation de la façon générale, un système de particules À possédant des charges (bactéries, micelles colloïdales, etc....) flocule si la différence de potentiel électrocinétique entre la particule et l'extérieur tombe au-dessous d’une certaine valeur absolue, dite potentiel critique de floculalion, cette différence pouvant être positive ou négative. On sait que pour un système donné la zone de pH comprise entre les deux limites critiques, lorsqu'elles sont réelles (celle positive et celle négative), permet de définir dans l'échelle des pH une bande de floculation, dans laquelle doit se trouver le point isoélectrique (différence de potentiel nulle). Ce point isoélectrique n’est pas forcément placé symétriquement au milieu de la bande. La largeur de cette bande est soumise à l’action des sels neutres, qui ont un effet «dépresseur » sur le potentiel, et par conséquent élargissant la bande (fig. 23).
Pour le cas particulier du sérum on sait que les réactions dites de floculation se ramènent à 3 types ; d’ailleurs en pratique les techniques sont le plus souvent mixtes, faisant éventuellement appel à des procédés d’origine diverse :
19 On cherche à produire une variation cffective de pH, soit par quantités variables d'acide, soit par addition à une quantité constante d'acide d’une quantité variable d’un tampon (qui peut
1 Consulter par exemple : Douris. Analyse du sang. Paris, Vigot. 1925,
= AI — être le sérum lui-même) ; à ce type se ramènent la gel-réaction de MAc-DONAGH (acide acétique, régulièrement avec addition d'un autre électrolyte, sel de La), celles de Bruck (NOSH, acide lactique au I /1000, etc.).
29 Dans un pH à peu près constant (solution physiologique de sérum) on introduit des doses variables d’un colloïde, suspensoïde (or de LANGE, hydrate de Fe de VERNES) ou émulsoïde, qui peut éventuellement être un ampholyte (lécithine de PORGES, antigènes divers de MEINICKE, SACHS-GEORGYI, péréthynol de VERNES, RO Li).
ESS ne rs Re Mifreu oxterteux
PH
Fig. 23. — À gauche : Schéma de la bande de floculation d’un système ampholyte en fonction du pH. Ordonnées : F, floculation ; abscisses, pH.; point isoélectrique, pH; ; PHn, pH normal dans lequel est l’ampholyte. Celui-ci est stable, la bande ne rencontrant pas pHn. Il faut un décalage de la bande (figure de droite) pour amener la floculation de l’ampholyte. (VLÈS et DE CoULON.)
3° Dans un pH à peu près constant, on produit une variation de quantité d’un électrolyte (par exemple dilution à l’eau, de KLAUS- NER ; glycocollate de Na de PorGEs ; NaCI, de la technique de MEINICKE).
Dans le premier cas le principe de la réaction consiste à chercher par un déplacement convenable du pH l'un des bords de la bande de floculation (en pH, ou pH:), bande qui n’est pas identique dans les divers sérums normaux ou pathologiques (fig. 24).
Dans les deux autres cas il faut faire appel à des considérations plus compliquées de décalage de la bande de floculation. Dans les conditions ordinaires d’une suspension colloïdale A, stable dans une solution physiologique, le pH de celle-ci, est forcément, du fait
que le système est stable, en dehors de la bande de floculation. L'addition de sérum dans ce milieu, introduit un nouvel élément (globuline?) qui va former avec A, soit un complexe à la manière des ampholytes, soit un enrobement protecteur (ce qui paraît bien revenir au même) si l’on raisonne avec des bactéries. Quel . que soit le mécanisme, en résultat le point isoélectrique du nouveau complexe va être plus rapproché du point isoélectrique du second constituant, voire même le dépasser, et comme conséquence /a bande de floculation entière va se trouver décalée (fig. 24). L'exemple donné plus haut (p. ro) des complexes entre le glycocolle et l'acide aspartique montre en effet que certains de ces
FiG 24. — Schéma des réactions de floculation. À gauche: 1e' type, décalage du pH extérieur de pHn en pH, ou pH,, pour rencontrer la bande de floculation. À droite : décalage de la bande de floculation par formation de complexe avec un autre élément ampholyte de point isoélectrique pHi,, la bande de floculation de nouvau complexe ombant dans le pHn du milieu. (VLÈS et DE CouLoN).
complexes peuvent même avoir leur point isoélectrique en dehors de l'intervalle des pHr des constituants : l'acide aspartique de pHi 5,3 et le glycocolle de pHi 5,9 peuvent donner des aspartates glyciniques de pHi 7,4; alors que les deux constituants, séparés, ne floculent pas dans pH7, le constitué peut éventuellement le faire.
Dans les conditions usuelles de pH, le décalage devra étre différent avec un Sérum normal ou avec un Sérum pathologique dont le point isoélectrique de certains éléments est relevé. T1 se peut que dans le premier cas le décalage de la bande de floculation soit insuffisant pour que celle-ci atteigne le pH du milieu extérieur, et qu’au contraire elle le dépasse dans l’autre cas. Le premier système sera encore stable, le second ne le sera plus.
La première conclusion pratique est la nécessité absolue, dans une réaction de floculation, de s'assurer de la fixité du pH de l’excipient fondamental. Le second corollaire est que des sérums pathologiques dont les points isoélectriqués sont aberrants, par exemple non relevés mais abaissés, devraient introduire des difficultés techniques particulières dans les réactions de précipitation ; ainsi également des réponses non spécifiques aux réactions usuelles pourraient être quelquefois mises en relation avec des
Pr
F1G. 25. — Bande de floculation dans des coordonnées à trois dimensions. F, floculation ; pH, échell: des pH; Q, élément étranger variable (électrolyte, colloïde, etc.); pHn, pH du milieu normal; pHi, point isoélectriqu: du sérum normal, pHi, du sérum pathologique. Une variation de Q à pH constant, ou à pH variable (D) rencontre les bandes de floculation séparément. (VLÈS et DE COULON.)
relèvements de points isoélectriques d’origine indépendante de l’affection incriminée. On sait que dans le WASSERMANN par exemple des réactions positives ont été signalées dans divers cas de scarlatine, tuberculose, paludisme, lèpre, etc.; or dans les mesures
PE
précédentes, on a vu un relèvement ménagé du point isoélectrique dans les scarlatines et quelquefois tuberculoses.
Les phénomènes que nous venons de.schématiser dans l'échelle des pH, les autres conditions étant constantes, peuvent être étendus à des systèmes fonctionnant dans des pH à peu près constants, mais avec une variation continue d'un autre élément, électrolytique ou colloïdal. Un électrolyte par exemple, amortissant le potentiel critique, élargira la zone de floculation, et en déplacera les bords par rapport au pH intéressant (qui variera légèrement d’ailleurs par effet salin). Une variation de la quantité d’électrolyte est donc grossièrement équivalente, au point de vue du résultat pratique, à une variation relative de pH. Les résultats de ce déplacement seront évidemment différents en présence d’un système de sérum normal ou d’un système de sérum pathologique, de bandes de floculation différentes.
En réalité on est obligé de schématiser les choses en considérant un système à 3 dimensions (fig. 25). D’après les données actuelles que nous avons mises en évidence pour les propriétés des sels neutres sous le nom de #assivité (1), il est infiniment probable que la troisième dimension Q devrait mettre en valeur une variable de massivité ; les variations rapides sous l'influence de ce facteur pourraient peut être expliquer comment, dans certaines réactions de précipitation, la floculation est dans de larges limites peu influencée par le pH ‘lui-même (comme dans le cas des précipitines).
Il est facile sur les données schématiques précédentes d'imaginer une interprétation générale du décalage des zones de floculation dans les diverses réactions usuelles. :
1 Consulter : VLÈS, GEx, REIss. — Mémoires sur les propriétés optiques de certaines matières colorantes susceptibles de changer de couleur dans les solutions de sels neutres. Arch. phys. biol., VI, N° 3, 1928. p. 143-223.
JIIe Partie.
NISME ET LE PROBLÈME DE LA RÉCEPTIVITÉ POUR LÉS GREFFES DE TUMEURS
Nous avons vu dans les chapitres précédents un certain nombre de faits, soit généraux, soit relatifs aux tumeurs, qui peuvent être résumés de la façon suivante :
1° Chez la Souris, des points 1soëélectriques de substances musculaires sont susceptibles de présenter des variations, sous la répercussion de modifications physiologiques ou pathologiques qu’on impose à l'organisme. Des phénomènes re existent dans le sérum humain.
29 Chez la Souris, l’évolution de tumeurs (sarcomes greffés, tumeurs épithéliales greffées, tumeurs de goudron, tumeurs spontanées des femelles) rentre dans la catégorie des perturbations qui s'accompagnent d'une élévation de point isoélectrique, tandis que leur régression éventuelle (tumeurs greffées) est marquée par le processus inverse, descente de point isoélectrique vers les faibles pH.
3° Nous avons trouvé des moyens expérimentaux aseptiques pour déplacer le point 1soélectrique intéressant vers les fortes ou les faibles valeurs de pH, au moÿen de substances telles que la térébenthine ou l’émeri, qui ne sont pas des antigènes par euxmêmes, mais créent des mobilisations humorales dans l'organisme ; au moyen de ces substances nous avons la possibilité d'imposer à l'organisme sain, dans le sens que nous voulons, un décalage des points isoélectriques.
‘ Il peut paraître naturel de tenter la soudure de ces deux dernières notions: un décalage préalable des. points isoélectriques de l'organisme sain, dans le sens que fournirait normalement
la tumeur, ou bien en sens inverse, ne va-t-il pas retentir sur l'évolution de celle-ci, dans un cas l’accélérer et dans l’autre l’inhiber?
Faisons remarquer tout de suite que le mécanisme qui est mis en jeu ne se présente pas au premier abord comme spécifique de la tumeur, mais peut avoir une généralité dépassant le problème de celleci: ce que nous modifions, c'est un certain état physico-chimique du terrain dans l'organisme, et il est possible que cette modification puisse avoir une répercussion qualitativement ou quantitativement du même ordre sur la marche de lésions pathologiques très différentes, comme certaines infections virulentes : peut-être cellesci seraient elles également accélérées ou inhibées par les modifications de terrain que nous avons créées ; le problème est du ressort d’une physico-chimie pathologique générale.
Pour étudier et mettre en évidence les relations entre l’évolution expérimentale des points isoélectriques et l’évolution des tumeurs greffées, trois séries d’expériences préliminaires ont d’abord été effectuées, comprenant environ 600 Souris groupées en 76 lots; toutes ces Souris étant des mâles adultes, pour éviter les irrégularités dues aux femelles.
Indice de réceptivité. — Dans chaque lot les Souris ont été divisées en deux groupes : une part servait de témoin et recevait des greffes de tumeurs sans modifications expérimentales préalables de l’an:mal sain ; l’autre part subissait avant la greffe de tumeur une lésion expérimentale devant modifier le point isoélectrique dans tel ou tel sens. On a exprimé pour chaque lot en expérience un He ST indice de réceptivité relatif de la greffe : z TE S étant la proportion exprimée en centièmes des greffes ayant pris sur les animaux préalablement modifiés, et T la proportion des greffes ayant pris sur les témoins du même lot.
19 Première série d'expériences. — Une première série d’expériences (170 Souris en 12 lots) a servi à mettre en évidence Les relations entre les décalages expérimentaux des points isoélectriques el l'indice de réceptivité. Les animaux ont été préparés par injection préalable au pli de l’aine, en une ou deux fois, de substances ayant un effet élévateur initial (térébenthine) ou un effet dépresseur (émeri) sur le point isoélectrique ; puis après un nombre de jours variable suivant le lot d'animaux, on a greffé une tumeur épithéliale, soit du même côté, soit du côté opposé à l'injection précédente. On a exprimé l'indice de réceptivité en fonction du
temps écoulé entre l'injection modificatrice du terrain et la greffe de la tumeur (fig. 26).
a) térébenthine. — Cette série d'expériences a montré que pour la térébenthine l'indice de réceptivité est d’abord positif et croit pendant une quinzaine de jours (c’est-à-dire que les greffes sont accélérées) ; puis il décroît et devient fortement négatif vers le soixantième jour (moins de greffes prises relativement sur les animaux injectés que sur les témoins).
Il y aurait donc une action favorisante au début, inhibante tardive.
F1G. 26. — Souris mâles: en haut, indices de réceptivité pour les greffes de tumeurs, après injection de térébenthine ou d’émeri; en bas, évolution du point isoélectrique À de muscle. (VLÈS et DE COULON.)
b) émeri. — L'indice de réceptivité, d’abord fort au temps o (greffes simultanées à l'injection) devient rapidement négatif: il y aurait donc dès le début une action inhibante.
Si nous mettons en parallèle avec cette évolution de l'indice de réceptivité dans les deux expériences, les valeurs obtenues antérieurement dans l’évolution des points isoélectriques pour les cas correspondants (fig. 15), nous voyons qu'avec la térébenthine le point isoélectrique A s'était d’abord élevé pendant une dizaine de jours et s'était abaïissé par la suite au-dessous de sa valeur normale ; dans le cas de l’émeri au contraire il s'était abaissé d'emblée. Il semble donc apparañrre là un parallélisme grossier entre l’évolu-
tion des points isoélectriques et celle de l'indice de réceptivité pour les greffes. |
29 seconde série d’experiences. — Cette notion préliminaire posée, les expériences suivantes ont eu un double but:
_ A) Vérifier ce parallélisme éventuel entre l’évolution des points. isoélectriques et l’évolution de l'indice de réceptivité.
B) L'évolution dépressive du point isoélectrique paraissant plus intéressante en raison de ses effets inhibiteurs, réunir une collection de corps susceptibles d’abaisser le point isoélectrique, et étudier leurs actions sur les greftes.
Les substances ou les actions étudiées, ont été : la térébenthine, les poudres d’émeri de différentes grosseurs, de corindon, de kaolin, d’or, de charbon de tilleul, de fer, de zinc, de plomb, de platine, de coton hydrophile, etc. ; l'intervention d'infections à virulence rapide (staphylocoque doré) ; l’action de brûlures. Les tumeurs greffées ont été des tumeurs épithéliales (EHRLICH) ; quelques expériences indépendantes ont été faites avec des greffes de tumeurs de goudron. |
Résultats. — La relation aperçue précédemment entre les points isoélectriques et l'indice de récéptivité s’est vérifiée dans les expériences postérieures : les perturbations dans les points isoélectriques (À et C) du muscle, les points neutres de seconde espèce, des substances transportées par la cataphorèse directe aussi bien que des flocons et des précipités obtenus par la technique de l’alcool-acétone, sont grossièrement en concomittance et en parallélisme avec les variations de l'indice de réceptivité. Une baisse d’indice est parallèle à une baisse de points isoélectriques vers les faibles pH ; un retour éventuel de l'indice vers les valeurs fortes s'accompagne de montées' des points isoélectriques (fig. 27, 28, 29, 30).
Au point de vue de l'indice de réceptivité, les substances qui abaissent les points isoélectriques ont fourni des évolutions se ramenant à plusieurs types, que nous étudierons plus loin. Dans le type le plus fréquent, (type A) la greffe au temps o (simultanée à l'injection) donne en général un indice plus ou moins fortement positif, les animaux étant vraisemblablement sensibilisés par les substances ou le traumatisme. Si l’on espace de plus en plus le temps entre l'injection et les greffes, l'indice de réceptivité diminue, passe par O (date critique d'inversion, aucune différence avec les
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témoins) puis devient nettement négatif, avec une valeur minima qui représente l’état le plus réfractaire et qui a pu atteindre —] (toutes les tumeurs inhibées, o °/) ; puis, si l'expérience est assez prolongée, on assiste à un retour vers 0, l'effet de l'injection devenu inopérant (alors que l'effet sur le point isoélectrique peut n'être pas encore nul), (fig. 30;.
FIG. 28. — Indices de réceptivité pour les greffes de tumeurs (en haut), et cataphorèse (ex bas), après injection de poudre de charbon de tilleul. (VLÈS et be CouLon.) te
10 hs 59 400
1®., jours
ç Pire a Basfue
Fi1G. 29. — Indices de réceptivité pour les greffes après injection de diverses » 7 5 = Î poudres d’émeri, de fer, de plomb, de zinc, cu des brûlures. (VLÈS
et DE CCULON.)
F1G. 30. — Ensemble de courbez d’indices de réceptivité pour les greffes de tumeurs (type A) après injection de substances diverses. (VLÈS et DE COULON.)
LA STRUCTURE DES COURBES D’INDICES DE RECEPTI- VITÉ POUR LES GREFFES DE TUMEURS.
Dans des expériences postérieures, on a tenté d'étudier les courbes de réceptivité au point de vue de la structure, d’en classer les types, et d'essayer de les interpréter. Une trentaine de corps ont été ainsi examinés.
Les courbes d’indice de réceptivité ont pu être ramenées à 6 types, l’un À beaucoup plus fréquent, les autres plus rares (fig. 3x). L'analyse de ces types à conduit aux remarques suivantes.
1° Pour la très grande, majorité des corps étudiés, si l’on s'étend sur un espace de temps suffisant, les courbes de réceptivité comprennent à la fois des phases positives et des phases négatives, c’està-dire des portions où la substance agit comme accélératrice des greffes et d’autres où elle agit comme inhibitrice ; ces phases de signe inverse sont très inégalement réparties suivant les types, et quelques-uns par exemple montrent une toute petite période positive incluse entre deux longues périodes négatives. Si l’on était en droit d’extrapoler de telles propriétés aux processus des tumeurs spontanées, on pourrait peut-être expliquer par là les divergences parfois considérables que l’on a rencontrées dans l’ap-
plication de certains essais thérapeutiques, dans lesquels la prévision de l’horaire de la phase utile aurait demandé une précision hors de portée (fig. 31).
2° Un point important est la longueur des répercussions des lésions expérimentales, l'eflet de l'injection de la poudre n'étant pas encore annulé, dans certaines expériences, après des temps de l’ordre de 90 jours. La lenteur avec laquelle l’organisme se débarrasse de l’empreinte est à comparer, toutes choses égales d'ailleurs, à l'intervalle pendant lequel il reste soumis à une sensi-
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meurs (ordonnées : indices i; abscisses : jours). (VLÈS et DE COULON.)
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bilisation anaphylactique ou à certaines immunisations par des anticorps. L'équilibre colloïdal rompu est extrêmement lent à se rétablir. |
39 Aucune spécificité chimique n'apparaît dans l'action des corps étudiés, pas plus dans le type de courbes qu’ils impriment que dans l'intensité des résultats obtenus. Les corps actifs du type le plus important par sa fréquence (À) et le plus intéressant sont des corps pratiquement insolubles en solution aqueuse. Il est donc à prévoir que la clef du mécanisme n’est pas tant dans la nature du corps introduit, que dans la réponse de l'organisme à une certaine irritation, dans laquelle le facteur primordial pourra être par exemple la forme sous lequel le corps est apporté.
L'INTERPRÉTATION DES COURBES DE RECEPTIVITÉ ET LES PRODUITS DE DISLOCATION PROTÉIQUE.
Peut-on définir plus avant cette réponse de l'organisme à l’introduction du corps insoluble ?
Comme nous l’avons vu plus haut, dans le premier travail que nous avions consacré à l'étude des points isoélectriques ((2) 1924), nous avions été amenés à relier, à titre d'hypothèse, les décalages des points isoélectriques avec la décharge dans l'organisme de constituants humoraux divers ; on avait dû en effet grouper ensemble des perturbations physiologiques ou pathologiques de natures très disparates, dont les caractères communs étaient très généraux et dépendaient par exemple de changements de régimes métaboliques amenés, soit par l'installation d’aftections soit inversement par des crises de libération de l’organisme : toutes circonstances où cet organisme se trouve obligé de liquider un stock de produits de déchets, résultant de lyses d'organes ou de cellules. Or, dans le cas présent de l'introduction de poudres inertes, nous savons qu'il existe également des mobilisations humorales importantes, des afflux leucocytaires, des remaniements cellulaires, tels que ceux qui produisent des gigantômes (PODWYSSOZKY, PRENANT, Mirror, DIMITRESCO, etc.). Le cas particulier a des chances de rentrer dans le cas général.
Nous avons pensé pousser le problème plus loin dans le cadre de notre hypothèse en étudiant l'effet sur les points isoélectriques et surtout sur l'indice de réceptivité, de divers stocks de produits
de dislocation protéique. On a essayé en particulier, soit les produits globaux, soit des fractions grossièrement définies résultant d'hydrolyses plus ou moins poussées effectuées sur des complexes protéiques, en particulier par l’action de diastases protéolytiques : pepsine, trypsine, papaïne.
Si des substances protéiques à peine altérées, comme des lysalbinates ou des protalbinates (résultant d’une hydrolyse alcaline très ménagée de caséine) montrent encore une courbe de réceptivité complète du type A, certaines fractions de dislocation plus avancées fournissent au contraire des courbes très particu- Bières, soit entièrement positives, soit entièrement négatives, c’està-dire représentant seulement des portions des courbes usuelles plus compliquées {fig. 32). Ainsi certaine stocks depolypeptides provenant de la « peptone » de Witte et correspondant à l’ancien terme d’albumoses (polypeptides non coagulables par la chaleur, précipitables par le sulfate d’ammoniaque) se sont montrés accélérateurs, sans phase d’inhibition ; inversement des polypeptides résultant d’une digestion pepsique de muscle de Souris poussée jusqu'à
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Fic. 32. — Courbes d'indices de réceptivité pour les greffes de tumeurs, après action des produits de dégradation protéique. (VLÉS et DE
COULON
non-précipitation par le sulfate d’ammoniaque (ancien groupe des peptones) ont fourni une courbe constamment négative, d'inhibition remarquablement constante pendant tout le temps de l'expérience. Il est curieux de noter que des produits de digestion de muscle de Lapin, obtenus dans des conditions parallèles, n’ont
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F1G, 33. — Courbes d'indices de réceptivité des Souris pour les greffes de tumeurs épithéliales, après injection d’acides aminés, d'imines, de dipeptides. Ordonnées : indices i; abscisses : jours séparant l’injection et la greffe. (VLÈS et DE CouLoN.):
eu sur la Souris qu'une efficacité moins caractéristique, ce qui soulèverait peut-être des problèmes d’homologie. Enfin des produits abiurétiques préparés par digestion trypsique de muscle de Souris ont abouti à une courbe compliquée avec des phases diverses.
Quant aux produits ultimes de la dislocation protéique, c’està-dire les acides aminés, imines, etc., leur essai à montré qu'ils réalisent deux types nettement opposés: (fig. 33). Le glycocolle, la leucine, l’histidine et probablement la tyrosine, aboutissent à des valeurs de ? positives, c’est-à-dire sont accélérateurs, au bout d’une dizaine de jours ; par contre l’alanine, l’arginine, la cystine, l'acide aspartique et aussi la proline, sont inhibiteurs presque depuis les premiers jours jusqu’au moins un mois. Les premiers ont des points isoélectriques compris dans un intervalle très étroit entre 5,4 et 6,0, les seconds sont en dehors de cet intervalle, ce qui suggère diverses possibilités au sujet de la formation de complexes dans un milieu protéique cellulaire.
L'étude des produits de dislocation protéique précédemment examinés, et surtout l’examen des courbes incomplètes que fournissent quelques-uns de ceux-ci, conduit à une interprétation vraisemblable des courbes générales d'indice de réceptivité données par de substances quelconques, produits insolubles, antigènes, etc.
Admettons pour un instant que l'opération initiale, c'est-àdire la lésion par le corps irritant, ou l'installation de l’affection, ou l'introduction de l’antigène, ait engagé la dislocation d’un stock de matériaux protéiques dont la lyse s'échelonne sur un temps plus ou moins considérable ; l'organisme va de ce fait se trouver successivement recevoir des décharges de stades divers de produits de dislocation de ces protéiques. Nous savons que cet ordre peut être essentiellement variable : l'apparition des éléments de l’hémigroupe où de l'antigroupe de HOFMEISTER résulte de la plus ou moins grande résistance de telle ou telle portion de la molécule protéique à l'agent d'hydrolyse employé ; les termes que l’on admettait autrefois comme des stades de plus en plus avancés ne sont plus considérés aujourd’hui que comme des mélanges complexes de polypeptides d'origines collatérales et de caractères différents, les albumoses provenant principalement de l’hémigroupe et les peptones de l'antigroupe.
Si nous supposons donc que l'organisme reçoit des décharges successives de stocks de produits de dislocation, 27 va lui être 1mposé à chaque moment un sens ou un ordre de grandeur des valeurs
d'indice déterminé par la navure du stock de produits libérés : par exemple, si pour fixer les idées, nous envisageons une dégradation suivant le schéma classique de la digestion et qui, quoique exceptionnel dans une protéolyse tissulaire pourrait néanmoins être réalisé, et si nous considérons la libération successive de plusieurs fractions d’albumoses, puis une fraction de peptones vraies, puis un reliquat d’acides aminés, les greffes de tumeurs se trouveront d’abord en présence d’un organisme à indice de réceptivité fortement positif (si les albumoses correspondent à celles que nous avons utilisées à partir de la peptone de Witte), puis en présence d’un organisme à indice fortement négatif (peptones du type de celles de la digestion pepsique), puis un organisme à indice croissant ou décroissant suivant le groupe d'acides aminés qui résulreront de la fragmentation ultime. La courbe résultante aurait ainsi grossièrement l'allure d’une courbe du type À par exemple, et il est facile de concevoir que des répartitions différentes quanti-
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F1G. 34. — Schéma de l’évolution d’une courbe d’indices de réceptivité en cas des décharges échelonnées de produits de dislocation protéique.
tativement et qualitativement des produits de scission, pourraient reproduire tous les schémas des divers types que nous avons examinés jusqu'à présent (fig. 34).
Dans ces conditions /es {vpes d'évolution des indices de réceptivité en fonchion du temps jalonneraïent tout simplement les décharges successives en échelons, différant qualitativement et quantitativement, qui pourraient résulter d'une dislocation plus ow moins avancée d'un certain stock protéique initial. Les décalages des points iso-
électriques dans les diverses affections pourraient bien entendu, puisqu'ils sont liés aux phénomènes précédents, être justiciables d'une explication analogue. Remarquons qu’au point de vue expérimental la considération des propriétés des acides aminés que nous avons étudiées en dernier lieu pourrait permettre “une simplification du problème.
LE TERRAIN PHYSICO-CHIMIQUE DANS L'ORGANISME PATHOLOGIQUE
L'ensemble des expériences que nous venons de relater nous a donc amené à l'importante notion de l'influence d'une fréparation phySico-chimique du terrain sur la prise ou l'inhibition des greffes de tumeurs.
Remontant à notre point de départ, nous pouvons résumer ainsi le cycle des faits parcourus: certains états physiologiques (gravidité, etc.), certains états pathologiques (infections virulentes, greffes de tumeurs, etc.) se traduisent, chez les Mammifères étudiés, par des modifications des caractères physico-chimiques (déplacements de points isoélectriques) de constituants de certains tissus. Inversement, une modification expérimentale des mêmes éléments du terrain physico-chimique donne à l’organisme de la Souris, à volonté, des propriétés favorisantes ou inhibitrices pour la prise et l’évolution des tumeurs épithéliales greffées ; ces modifications, peuvent être en particulier obtenues par l’action de substances inertes comme des poudres de corps insolubles, dans lesquelles plus rien de protéique ni d’antigène n’est emprunté à l'extérieur, et que l’on fait agir sur l'animal neuf et sain. Les données suivantes permettent de supposer en première approximation que les variations provoquées dans la réceptivité seraient dû à l'apparition dans l'organisme de certains stocks protéiques en voie de dislocation.
Comme nous l'avons fait remarquer déjà, nous touchons ici à un problème de physiologie pathologique générale. Le terrain que nous avons ainsi expérimentalement perturbé sur l'animal, et qui devient inhibiteur pour les greffes de tumeurs, peut n'être en aucune manière modifié d’une façon spécifique par rapport à ces tumeurs : la réceptivité de l’organisme pour d’autres sortes d’affections de natures très différentes pourrait bien avoir aussiété per-
turbée du même coup. Nous ne pouvons pas encore savoir pour le moment s’il y a un optimum de modification du terrain à atteindre pour rendre négative la réceptivité de l'organisme à telle ou telle affection, et créer ainsi une sorte d’immunité à spécificité apparente. Mais à l'heure actuelle on a l'impression que les modifications imposées à l'organisme représentent un mécanisme profond et général, à rapprocher par exemple des processus généraux non spécifiques comme la fièvre, les chocs protéino-thérapiques, ou l’immunité naturelle, dont nous ne savons pas encore toujours canaliser les effets (sinon dans quelques cas empiriques) pour nous opposer à telle ou telle manifestation pathologique déterminée.
CONCLUSIONS
Dans le présent travail, nous avons résumé un ensemble de recherches sur les propriétés des points isoélectriques des constituants de l'organisme, en relation avec le problème des tumeurs.
A. — La théorie du point 1soélectrique doit subir, pour étre appliquée à des mélanges compliqués comme les systèmes biologiques, un certain nombre de compléments (VLÈS, 1924) :
19 Un mélange d'ampholytes donne naissance à des complexes qui soft eux-mêmes des ampholytes et dont on peut calculer diverses caractéristiques. Ces complexes n’ont, dans l'échelle des pH, qu'une existence limitée, notion importante au point de vue biologique.
29 Les expériences de cataphorèse sur des mélanges d’ampholytes doivent tenir compte de l'existence de tels complexes, et de l'apparition corrélative de points neutres supplémentaires, dits points neutres de seconde espèce.
B. — Les positions relatives du pH et des points 1soélectriques du contenu cellulaire conditionnant l'équilibre physico-chimique de la cellule normale, des p'rturbations pathologiques de l'organisme se traduisent par des modifications de ces relations (VLÈS et DE Cou- LON, 1924-1928) :
19 L'examen de points isoélectriques, déterminés par une technique particulière, de constituants de la substance musculaire chez la Souris, montre que la Souris normale a des points remarquablement fixes. Loute une série de phénomènes, physiologiques ou pathologiques, est capable de! déplacer ces points. La Souris femelle normale subit les répercussions de son état génital, et en particulier de sa gravidité. Les infections bactériennes virulentes produisent un décalage considérable, où l’un des points peut monter de plus de trois unités de pH. Des tumeurs, greflées ou spontanées, des injections de substances diverses, peuvent également modifier
les points isoélectriques.
MD
29 Le sérum sanguin de l'Homme paraît présenter des phénomènes du même type ; des décalages de points isoélectriques s’observent dans diverses circonstances physiologiques ou pathologiques.
3° L'existence d’altérations de points isoélectriques de constituants des sérums pathologiques par rapport aux normaux, permet d'établir une théorie générale des réactions de floculation des sérums, utilisées en clinique pour les divers diagnostics, et de fixer certaines conditions de leur emploi.
C. — L'évolution des tumeurs chez la Souris correspondant à une élévation des points isoélectriques musculaires, et des procédés expérimentaux permettant de faire varier à l'avance les mêmes pornis sur l'animal sain, l'expérience montre qu'une telle modification préalable de l'organisme peut se répercuter sur l’évolution des tumeurs greffées par la suite (VLÈS et de COULON, 1925-1929) :
19 On peut modifier à volonté, par une technique fondée sur ces principes, la réceptivité des Souris pour les tumeurs épithéliales greffées, et accélérer ou inhiber suivant les cas l’évolution de celles-ci.
29 L'analyse du mécanisme sur ces évolutions conduit à admettre qu’elles sont en relation avec la dislocation dans l’organisme de stocks de matériaux protéiques, dont la lyse s’échelonne sur un temps plus ou moins long.
3° L’ensemble de ces expériences met en évidence l'importance d’une préparation du terrain physico-chimique de l’organisme sur la réceptivité pour les greffes de tumeurs. Il est possible que cette modification de la réceptivité ne représente pas une immunisation spécifique pour les tumeurs, mais soit générale à plusieurs types d’affections.
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