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Abstract-Chromium has both a rather general affinity for proteins, and also the 
capacity to activate different enzymatic systems, including the cytochrome c succinic 
deshydrogenase system. These biochem>cal properties have been taken in account 
when choosing chromium 51 as a label for cytochrome c. Biological controls of the 
Cr5l laheled heteroprotein seem to have established the validity of the compound 
in metabolic studies. 

BEINERT~~ 2 avait signal6 dbs 1948 la possibilitt de marquer le cytochrome c par 
biosynthbe g l’aide du fer 55, mais la portCe pratique de la mtthode proposte s’est 
trouvke restreinte du fait des difficult& techniques inhkrentes a la biosynthbse. 

Devant la rkactivitt importante in vitro du chrome 51 g l’tgard des protides a 9 et, 
en particulier, de l’hkmoglobine dont la structure est assez voisine de celle du cyto- 
chrome c, nous avons cherchk g marquer le pigment respiratoire par ce radioisotope. 
Le choix du chrome nous a paru d’autant plus justifit que cet Clement avait dkj& CtB 
signal6 comme capable d’activer un systkme enzymatique renfermant I’hCttroprottide, 
le systkme cytochrome c-dbhydrog&nase succinique.10 

A. PREPARATION DU CYTOCHROME c MARQUE AU CHROME 51 

Au tours d’expkriences prkliminaires, nous avons pu constater que, dans certains 
conditions de milieu, de pH et de tempkature, le chrome 51 trivalent (sous forme de 
5Wr Cls) Ctait retenu g raison d’environ 50 ‘A sur le cytochrome c. Dans des conditions 
exptrimentales identiques, le chrome 51 hexavalent (a 1’Ctat de Na2 Wr 04) ne s’est 
fix6 sur l’hCtCroprot&de qu’en quantitt ntgligeable. 

Par la suite, nous avons adopt6 le mode opkratoire suivant : 

1. Marquage du cytochrome c 
Dans un tube g centrifuger, sont introduits successivement : 

Cytochrome c lyophilisC* 15mg 
Solutt isotonique NaCl 3 ml 
Wr Clst (15 pg de chrome) 15o/.Lc 

Le tube est 1aissC en incubation pendant 45 min B l’Ctuve B 31”. 

* Nous remercions Monsieur Mansir, des Laboratoires DEBAT, qui a fourni le cytochrome c 
&cessaire pour la rkalisation de ce travail. Ce produit est extrait du coeur de boeuf ou de cheval. 

t PrCpart par le DCpartement des Radio&ments, C.E.N., Saclay. 
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2. Isolement et ptkjication du cytochrome c marque’ 
Selon la technique de Keilin et Hartree, r1 du sulfate d’ammonium est introduit de 

facon a obtenir une concentration en ce se1 de 450 mg/ml, puis 0,025 ml de solution 
d’acide trichloracetique a 20 % est ajoute par ml de la solution contenue dans le tube. 

Aprts centrifugation, le culot de cytochrome c est lave a deux reprises a l’aide d’une 
solution renfermant par litre 450 g de sulfate d’ammonium et 25 ml de solution 
d’acide trichloracttique a 20 %. 

A l’issue de la dernibre centrifugation, le surnageant est CliminC et le culot dissous 
dans 3 ml d’eau distillee. Cette derniere solution est soumise a une dialyse a -C 4” 
dans un sac da&ate de cellulose centre de l’eau distillte. La dialyse est poursuivie 
jusqu’a elimination totale des ions NH4, c’est a dire jusqu’a ce que la reaction de 
Nessler devienne negative. 

Dans les conditions experimentales definies plus haut, la proportion de chrome 51 
trivalent fix& sur le cytochrome c a CtC trouvee voisine de 50 %. 

B. ANALYSE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES 
ET BIOLOGIQUES DU CYTOCHROME c MARQUE AU CHROME 51 

Nous avons cherche a savoir si le traitement chimique subi par le cytochrome c 
au tours du marquage n’avait pas entrain6 de modifications sensibles des proprittes 
de l’heteroprott’ide. Dans ce but, nous avons CtudiC, d’une part, la mobilitt Clectro- 
phoretique et, d’autre part, les proprietts metaboliques du cytochrome c radioactif. 

1. Analyse de la mobilite’ klectrophore’tique du cytochrome c marque’ au chrome 51 
Les Clectrophoreses ont CtC realisees sur papier Whatman 1, en tampon veronal de 

pH 8,6 et de force ionique 0,05.12 

Verona1 1984 g 
Verona1 sodique 1093 g 
Eau distillee Q.S.P. 1000 ml 

Pour une difference de potentiel de 10 V/cm, la migration a dure 4 h. 
Apres stchage, les bandes d’electrophorbe ont CM apposees sur un film radio- 

graphique* en vue d’une localisation de la radioactivite, puis traitees par une solution 
saturee d’amido Schwartz dans du methanol contenant 10 % d’acide acetique, en 
vue d’un rep&age de la position du cytochrome c. 

Le cytochrome c radioactif, de mCme que le cytochrome c temoin, parcourt une 
distance de 7 a 8 cm de direction de la cathode; la tache noire du film radiographique 
est superposable au spot bleu rtvelt par l’amidoschwartz. 

2. Etude des effets du cytochrome c marque’ au chrome 51 sur la consommation d’oxygzne 
du foie de rat 

Nous avons utilise dans ce but la technique d’umbreitls et mesure comparative- 
ment le volume d’oxygene consomme par le foie de Rat en presence de la mCme quantite 
de cytochrome c non marque et de cytochrome c radioactif. 

* Kodirex, de Kodak-Paris. 
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Le foie est prelevt chez des rats venant d’Ctre sacrifiCs: l’organe est homogeneist 
dans I’eau distillee ajoutee a raison de 100 ml pour 5 g de foie. 0,2 ml d’homogtnat 
est introduit dans l’espace annulaire de la fiole manometrique qui contient Cgalement : 

Ascorbate de sodium 0,114 M (pH 7) 0,3 ml 
Tampon phosphate 0,l M (pH 7,4) 1 ml 
Eau distillte 05 ml 

Le recipient central contient 0,2 ml de soude 2 N. 
Dans la diverticule lateral est verse 1 ml de solution aqueuse contenant ou non 

le cytochrome c. La fiole est reliee au manombtre, portee dans le thermostat a 39” a 
la pression atmosphtrique. 

Dix minutes plus tard, on fait passer la solution contenant ou non le cytochrome 
dans le compartiment annulaire et l’incubation se poursuit pendant 1 h, pendant 
laquelle un sysdme d’agitation mecanique assure l’homogeneisation de l’ensemble 
(rythme adopt&: 80 oscillations par min). 

Le Tableau 1 montre que la consommation d’oxygene dans le foie de rat en 
presence d’ascorbate de sodium est stimulee par le cytochrome c ordinaire et par le 
cytochrome c radioactif de man&e similaire (la difference entre les moyennes n’est 
pas significative15). 

TABLEAU 1. CONSOMMATION D'OXYGENE (~1) D'UNE PREPARATION DE FOIE DE RAT EN 

PRkSENCE D'ASCORBATE DE SODIUM 

Sans 
addition 

En prbence de cytochrome c 

Tkmoin Radioactif 

594 56 
4.8 :: SO 
43 

._ 
59 

2: :? 66 

5,l i. 0,6 46,94: 8,6 52 ?8,9 

3. Etude de la distribution du cytochrome c marque’ au chrome 51 d l’e’chelle cellulaire 
hkpatique 

Au tours d’experiences preliminaires chez la Souris, nous avions pu remarquer 
une concentration importante du pigment respiratoire dans le foie de I’animal. Nous 
avons cherche a connaitre la localisation intracellulaire du cytochrome c, notamment 
au niveau des organites presentant une forte activite enzymatique respiratoire, 
les mitochondries. 

Nous avons employ6 la methode de Schneider et Hageboom14 qui permet par 
application de champs gravifiques croissants a une preparation de foie homogeneise 
dans un tube de Potter de &parer les noyaux cellulaires, les mitochondries, les 
microsomes et les constituants cytoplasmiques. 

Les organes analysts ont ttt preleves chez la Souris quatre jours aprts injection 
de 3 mg de cytochrome c radioactif. 

Deux lots d’animaux temoins ont recu Pun du chlorure de radiochrome Wr Cla, 
I’autre des prot&nes hettrologues (lapin) marquees Cgalement au chrome 51. 
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Les animaux ont CtC sacrifits par dkapitation. Aprbs prklbvement, le foie a CtC 
lavt ?I l’aide d’une solution de saccharose 0,88 M et homogCnCist k basse tempkrature 
dans un tube de Potter avec un volume de solution de saccharose suffisant pour 
obtenir 10 ml d’homogknat. La radioactivite de ce dernier a CtC mesurke g l’aide d’une 
partie aliquote de 1 ml. La pulpe hkpatique a subi deux centrifugations successives B 
700, puis g 24,000 g dans un appareil rCfrigCrC. 

Les culots comprenaient respectivement les noyaux cellulaires et les mitochondries, 
le dernier surnageant renfermait les microsomes et les prot&nes cytoplasmiques. 
La radioactivitk de ces diffkrentes fractions a ttk comparCe ZI la radioactivitt totale 
de I’homogCnat. 

Les rksultats concernant la distribution de la radioactivitk dans les fractions 
cellulaires du foie de Souris aprks injection de cytochrome c et des deux prkpara- 
tions tkmoins sont rassembk dans le Tableau 2. 

TABLEAU 2. 

Fraction cellulaire Cytochrome c Chlorure 
chromique 

Protelnes 
hCt&ologues 

Noyaux et cellules 
non dktruites 
Mitochondries 

Reste 

29,0 26,8 65,3 
“5;g) 

(*2$$; 

(k3;,;) 

(*4j* 

‘lt2;36) 

(*si* 

(* 49) 
33,6 13,l 

(* 2,5) (k 1,9) 

* La diffkrence entre la moyenne obtenue avec le cytochrome c et la moyenne 
obtenue avec l’une ou l’autre des prkparations tkmoins est significative.15 

DISCUSSION 

L’affinitC du chrome trivalent n’est pas 1imitCe aux seuls protides d’origine sanguine, 
hemoglobine et protkines plasmatiques. La quantitC d’isotope fixt sur le cytochrome c 
est assez importante puisqu’elle atteint environ 50 % de la quantitC totale introduite 
dans le milieu de reaction; cette incorporation n’entraPne pas de modifications de la 
mobilit Clectrophorktique, ni des effets in vitro du composk sur la respiration cellulaire; 
en outre le chromoprotkide marquC s’accumule in vivo de faGon significative dans les 
mitochondries hbpatiques. 

Tous ces tltments militent en faveur de la validitt du marquage du pigment re- 
spiratoire par le radioisotope et soulignent l’inttrbt Cventuel de l’emploi du cytochrome 
c marquC par le chrome 51 au tours de diverses Ctudes mktaboliques. 
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