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Abstract-Exogenous cytochrome c, extracted from beef or horse heart, is sometimes 
used in men as an adjuvant in cancer therapy. Its metabolism in the mouse has been 
studied after intravenous injection of the Wr labelled compound. Kidneys and liver 
accumulate the label, which exhibits no special affinity for the myocardium, muscles 
and brain. This localization differed from the partition observed with the aid of homo- 
logous and heterologous plasma proteins. The identity of metabolic pathway of the 
in vitro 5iCr labelled cytochrome c and its biosynthetically s5Fe labelled analog must be 
pointed out. The simplicity of the methods employing Wr is an important reason for 
the use of this radioisotope as a label for proteins and particularly for biologically 
active proteins. 

LE CYTOCHROME c, extrait du coeur de boeuf ou de cheval, a et6 utilise chez l’homme 
comme medicament adjuvant au tours de divers traitements anticanctreux.ls 2 Comme 
fondement biochimique de cette therapeutique, il a CtC suggere une correction par 
le pigment respiratoire des anomalies enzymatiques de la cellule tumorale.sp 4 

La penetration du compose dans les cellules, mise en evidence in vitro sur des 
cultures,3 a CtC Cgalement observee chez l’animal entier par Beinert a l’aide de cyto- 
chrome c isologue marque par biosynthbe au fer 55. 

Dans ces conditions, il nous a paru interessant de connaitre la repartition du 
cytochrome c heterologue marque in vitro au chrome 51 selon une methode d&rite 
dans une note prtcCdente.6 

La specificitt des rtsultats a CtC vtrifiee par comparaison du comportement du 
pigment respiratoire avec celui du chlorure chromique et de prot&nes htterologues 
(les protCines plasmatiques de lapin), marques tgalement au chrome 51. 

TECHNIQUES 

Le cytochrome c marquk a prCsentt une activitt spkifique comprise entre 6 et 60 
mc par millimole (0,44 a 4,4 &mg); le chlorure de radiochrome de trbs haute purete 
radiochimique renfermait de son c&t 10 mc par mg de chrome Clement. 

Les prottlnes heterologues ont CtC marquees de la facon suivante: h 2 ml de serum 
de lapin, nous avons ajoute 50 PC de WrCls et nous avons laisst le melange 21 37” 
pendant 45 min; le chrome trivalent n’ayant pas reagi a Cte elimine par dialyses 
rep&es a + 4’ dans des sacs d’adtate de cellulose immergts dans I’eau distillee. 

L’experimentation a port6 sur 46 souris, males et femelles, de la souche R.A.P. 
Gif, d’un poids voisin de 20 g au moment de l’injection intraveineuse. Les animaux 
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ont recu 0,5 ml de solution isotonique de NaCl contenant environ 5 PC de chrome 51, 
ce qui correspondait, selon la pretparation, a 3 mg de cytochrome c, a 0,05 pg de 
chrome trivalent ou a 0,2 ml de plasma de Lapin. Les animaux ont CtC sacrifies aux 
temps de 4 h, 4 et 7 jours. Le nombre d’animaux t&s pour chacun des temps a ttt 
respectivement de 5, 13 et 3 pour le cytochrome c, de 3,7 et 3 pour le chrome trivalent 
et de 3,6 et 3 pour les prot&nes plasmatiques heterologues. 

Nous avons pu constater au tours des premieres experiences que le foie et les reins 
Ctaient les seuls organes a presenter une radioactivite specifique nettement superieure 
a la moyenne; compte tenu du role important joue par la rate dans les processus de 
catabolisme protCi’que, nous avons par la suite prelevt cet organe en plus des deux 
organes cites ci-dessus, en vue d’y comparer la repartition de la radioactivite apres 
l’injection des trois substrats marques au chrome 51. 

Nous avons en outre effectue differents essais d’extraction du pigment radioactif 
dans le foie et dans les reins a l’aide des techniques de Keilin et Hartree,’ d’une part, 
et de Hagihara et al.,8 d’autre part. 

RESULTATS 

Les resultats de la distribution dans les differents organes de la Souris du cytochrome 
c et des deux preparations temoins marquees au chrome 51 sont exprimes sous la 
forme d’une moyenne affectee de l’ecart type (Tableau 1). 

TABLEAU 1. REPARTITION COMPAR~E DANS LE FOIE, LES REINS ET LA RATE DE LA RADIO- 
ACTIVITfZ APRES INJECTION INTRAVEINEUSE LA SOURIS DE CYTOCHROME C, DE CHLORURE 

CHROMIQUE ET DE PROTI%NES HbTfiROLOGUES MARQUfiS AU CHROME 51 

Temps de 
sacrifice 

4 heures 

Protelnes 
Cytochrome c Chlorure plasmatiques 

chromique de lapin 

Foie Reins Rate Foie Reins Rate Foie Reins Rate 
- 

17,8 16,3 0,l 16,l 
kt3,7) W,6) (*3,2) &2) $22) (2,;) (:b94, &,) 

4 jours 18,4 
(*1,8) &?l) (:&) ($33) ($1) ($2) $5) ($1) (:<l) 

7 jours 10,6 
(*5,7) (:;4) (%) (:62:) (:$l) $26) (;64,:) $1) (&) 

Chiffres exprimks en pourcentage de la radioactivite corporek tot&. 

Le foie contient h la 4tme h 17,8 % du cytochrome c; cette proportion tombe a 
10,6 % le 7bme jour. Dans le cas des preparations temoins, la proportion passe de 
16,l a 36,7 % (chlorure chromique) et de 18,6 a 26,l % (protCmes plasmatiques de 
Lapin). 

Les reins renferment a la 4bme h jusqu’a 16,3 % de la radioactivite corporelle totale; 
cette teneur relative diminue lentement par la suite (7,4 ‘A au 7eme jour). Par centre, 
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g tout moment, ces organes ne retiennent jamais plus de 2,2 % de la radioactivitd 
lorsqu’il s’agit du chlorure chromique et des prottrnes hCtCrologues. 

Le pourcentage de chrome 51 dans la rate aprks injection de cytochrome c radio- 
actif reste infkieur g 0,7 ‘A le 7kme jour; il s’tl&ve, pour un mCme temps de sacrifice, 
g 1,6 % pour les prot&nes hCtCrologues et g 5,5 % pour les chlorure chromique. 

Les tentatives d’extraction du cytochrome c radioactif dans le foie et dans le rein 
d l’aide des mkthodes usuelles’p s ont CchouC et seule une t&s faible fraction du 
produit marquC a pu &tre isolke. 

DISCUSSION 
Les difficult& d’extraction du pigment exogkne inject6 ne sont pas observCes 

uniquement avec le cytochrome c marquC au chrome; elles ont ttt rencontrkes 
Cgalement par Beinertll avec le m&me produit marqut par biosynthbe au fer 55 
puisque dans ce cas 6 A 13 % seulement du pigment ont pu &tre r&up&s aprbs 
l’injection. 

La raison de cet Cchec semble devoir Ctre attribuke B la labilitt in uivo du cytochrome 
c-Wr ou 55Fe. Cette labilitk, commune par ailleurs g de nombreuses molkules 
protkiques marqukes par l’adjonction d’une atome radioactif (y compris l’iode 131) 
prksente un inconvknient certain dont il faut tenir compte lors de l’utilisation de 
tels composb. 

En I’absence d’une preuve formelle, l’identitk du produit radioactif dCtectC et du 
cytochrome c apparait toutefois comme vraisemblable si l’on tient compte de plusieurs 
observations fondamentales. 

En premier lieu, le sort du chrome 51 1iB au cytochrome c est diffkent B la fois de 
celui du chlorure de chrome Wr (connu pour se fixer rapidement in vivo sur les 
protkines plasmatique& 10) et d e celui de protb’ines sanguines hktkrologues: le 
mktabolisme du cytochrome Wr se signale par une accumulation dans le rein, une 
retention moins durable dans le foie et une fixation nkgligeable dans la rate. 

En second lieu, la rkpartition de 1’hCttroprotC’ide marqut dans la portion protti’que 
par le chrome 51 se rtvkle identique g celle du m&me composC marquC dans I’h&me 
g l’aide du fer 555: aprbs administration parent&ale au Rongeur, le cytochrome c 
s’accumule non pas dans les tissus qui sont les plus riches en pigment respiratoire de 
nature endogkne (myocarde, muscles et cerveadl), mais dans les reins et le foie. 
Compte-tenu de la similitude des rCsultats, des considkrations d’ordre pratique 
militent en faveur du choix du chrome 51 pour le marquage de 1’httCroprotCine 
biologiquement active; en effet, la simplicitk des mtthode’s de marquage g l’aide de ce 
radioisotope s’oppose g la complexitk des techniques de biosynthbe g partir du fer 
radioactif. 
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