
BIOCHIMICA ET B I O P H Y S I C A  ACTA 2 0 5  

BBA 3914 

I ) I ~ T E R M I N A T I O N  D E  L A  D E M I - V I E  

D E  I ' H A P T O G L O B I N E  P L A S M A T I Q U E  H U M A I N E  

.lEAN MORET':'i, JACQUES BOREL, WANDA D()BRYSZYCKA ° ET MAX-F. JAYLE 
l.aboratoire de Biochimie, Facultd de IVlddecine, Paris fFrance} 

(Re~u le I t juillet 1962) 

SUMMARY 

Determination of  the half-life t ime of  human plasma haptoglobin 

H u m a n  haptoglobin ,  labeled wi th  xalI has been admin is te red  to var ious  h u m a n  subjects  
by  inject ion.  The e l iminat ion of the  labeled haptoglobin  was followed dur ing  xx days.  
The half-life t ime  of the pro te in  appeared  to be 4 days.  Breakdown products ,  small  
peptides,  appeared  in the urine. 

INTRODUCTION 

La demi-vie de l ' hap tog lob ine  huma ine  H p  a ~t~ d~termin~e d ' u n e  mani~re approxi-  
ma t ive  par  NYMAN 1. Cet au teur  a suivi, chez 9 suje ts  a t t e in t s  de pneumonie ,  la dimi- 
nu t ion  du t aux  de Hp  apr~s l ' ins t i tu t ion  d ' u n  t r a i t emen t  pa r  des ant ibiot iques .  La 
courbe de d~croissance de la " surcharge  hap tog lob in ique"  lui a permis  de calculer une 
demi-vie  moyenne  de 5-4 jours  (4.4-6.8 jours). 

Un tel proc6d6 ne saurai t ,  6v idemment ,  donner  q u ' u n e  indicat ion approch6e. La 
seule m6thode  p e r m e t t a n t  de calculer  la demi-vie  d ' une  prot6ine p la smat ique  impl ique  
l ' admin i s t r a t ion  de cet te  prot6ine marquee  pa r  un  isotope. C'est  pourquoi  nous avons  
travai!!~ avec de l 'hap toglobine  rnarqu6e pa r  de l ' iode :[31. E n  196o, nous avions d6j~t 
proc6d6 ~ 6 essais. Nous disposions alors d 'une  ins ta l la t ion  de comptage  t rop  peu 
sensible pour  pouvoir  sui_vre !a d iminu t ion  de la radioact ivi t~ p la smat ique  plus de 4-5  
jours. Pour  le pr6sent t ravai l ,  nous avons  utilis6 des scint i l la teurs  et des 6chelles qui 
nous ont  permis  de suivre la radioact ivi t6  r6siduelle pendan t  onze ]ours chez deux 
suj ets normaux .  N ous i ndiquerons  successivement  lesm6thodes  utilis6es et les r6sul tats  
obtenus.  

MATI~RIEL ET MI~THODES 

PreParation de l'haptoglobine marquee 
~ T  . . . .  ~uu~ avons  adapt5 une m~thode  utilis6e par  divers au teurs  pour  marque r  des 

ant i-corps 2 ou de l ' a lbumine  a. Elle consiste h oxyder  de l ' iodure radioact i f  par  de 
l ' iodate  en mil ieu acide, puis ~, fixer l ' iode lib6r& sur la prot~ine en mil ieu alcalin, enfin 

&liminer l 'exc~s d ' iode non fix6 par  la prot6ine. Voici le mode op6r~atoire. 
Purification:. de H p  humaine:  L'hap tog lob ine  est ob tenu  par  La m~thode de OWEX 

Abr~viation: Hp, Haptogiobine. 
* Adresse actuelle: Laboratoire de la.iochimie, Acad6mie de M~licine, ~,Vroclaw, (Pologne). 
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et al. 4. Le s~rum est pass~ sur une colonne de DEAE-cel lulose  en t a m p o n  ac~to-ac6tique 
o .oi  M (pH 4-7)- L 'hap tog iob ine  fizzle est ~lu~e s~lect ivement par  du  t a m p o n  0.o6 M 
con tenan t  NaC1 o.I  M. On s~pare ainsi un cer tain nombre  de fractions con tenan t  H p  
que i 'on dose par  la m~thode  peroxydas ique  5, qui pe rmet  d '6valuer  le t aux  de H p  
nat ive  en g/1. D ' a u t r e  par t ,  ~ par t i r  du coefficient d ' ex t inc t ion  de H p  humaixae E 
1.2I mg/ml  h 278 mt  z, on d~termine  par  spectrom~tr ie  la t eneur  en prot~ine de cos 
fractions, exprim~e ~galement  en g/i. Lorsque ces deux valeurs  coincident,  la puret~ de 
H p  na t ive  est  de IOO %. On ne ret ient  que les fract ions dont  la t eneur  en H p  nat ive  est 
sup~rieure h 95 %- On v~rifie 6ga lement  la puret~ de H p  par  une ~lectrophor~se 
t ravers  un gel d ' amidon .  

Dans  le present  t ravai l ,  nous avons  utilis~ une Hp  lyophilis~e, du type  Z-l ,  don t  
la puret~ ~tait  sup~rieure h 97 %. 9 ° mg sont  dissous duns 0.6 ml  d ' eau  distill~e, On 
obt ien t  une solut ion l impide,  l~g~rement teint~e en jaune,  h laquelle on a joute  o.I  ml 
de t a m p o n  carbona te  o.2 M (pH 9). 

Preparat ion  de xs*I~: Le p rodu i t  de d~part  est  la solution $ 3 du Commissar ia t  ~t 
l 'Energ ie  Atomique .  Elle cont ient  de l ' iodure de sodium sans  entra~neur ni r~ducteur,  
en t a m p o n  c a r b o n a t e - b i c a r b o n a t e .  Son activit~ sp~cifique est de I6  h 20 mC/rnl. A 
0. 4 ml  de solution S 3 ,on  a joute  I o - e o  ~I de I N HC1 pour  neutra l iser  le t a m p o n  carbo- 
na te ,  puis, successivement ,  o.I ml  de KI  0.025 M, o.I  ml  K I O  3 0.02 M, et enfin o.I  ml 
de HC1 0.03 M. Aussi t6t  appara i t  la coloration de l ' iode libre. 

La solut ion est aspir~e h l 'a ide d ' une  propipe t te  duns un tube  de verre termin~ par  
un capiUaire, puis  refoul~e trbs l en tement  dans  la solution de prot~ine agit~e pendan t  
tou te  la duroc de cet te  oI~ra t ion,  La  m~lange est ensui te  abandonn~ h la t e m p e r a t u r e  
du laboratoi re  pendan t  2 h. Une dur6e de contac t  plus iongue n'am61iore pus le rende- 
m e n t ,  nous l ' avons  ex l~r iment~ .  Bien au contraire,  la d~na tura t ion  de H p  par  ies 
rayons  fl et ~, de l ' iode augrnente  avec le temps .  

E l i m i n a t i o n  de r iode  non f ixd:  On a propos~ plusieurs techniques  pour  ~liminer 
l ' iode minera l  non fix6 s~_~r la tyrosine.  La dialyse, m~me en presence d 'hyposulf i te ,  
exige plttsieurs jours,  d~lai incompat ible  avec la vie br~ve de l'iode. La chromato-  
graphie  sur  r~sines (Dowex, Amberl i te)  d~nature  l'haptog.~obine. De m~me, l 'ex- 
t rac t ion  de l ' iode par  les solvants  organiques.  Nous avons essay6 successivement le 
toluene, le chloroforme, Ie t6 t rachlorure  de carbone, le cyclohexane,  le chlorure 
d '~thyl~ne,  le sulfure de carbone et l 'hexane.  Tous ces solvants  d6naturexat H p  plus ou 
moins  rap idement .  Nous avons alors proc6d6 & tine chromatograph ic  . . . . . .  n ̂  *-~*~ 
colonne de DEAE-cel lu lose ,  en t a m p o n  phosphate  0.02 M (pH 6) ; l ' iode n 'es t  pus fix6. 
On lave la colonne jusqu 'h  ce que le t a m p o n  effluent ne soit plus radioactif .  Ce r~sultat  
est ob tenu  avec 90-95 ml de la solut ion t a m p o n  addi t ionn6e de quelques gout tes  
d 'hyposul f i te  o.or M. L 'hap tog lob ine  iod~e est 61u~e de la colonne pa r  du t a m p o n  
phospha te  o.2 M au m~me p H  6" Io -15  ml suffisent pour  r~cup6rer 40 mg de prot6ine 
marquee .  L 'ac t iv i t~  peroxydas ique  de cet te  solution, apr~s addi t ion d 'h~moglobine,  
est d~termin~e;  on mesure  d ' au t r e  par t  sa densit~ opt ique  h 278 mt~ pour  connai t re  sa 
t eneur  en prot~ines;  de ces deux mesures,  on d~duit que la prot~ine lodge ~lu~e est 
pure  et non d~natur~e. I1 reste sur la colonne de DEAE-ce l lu lose  une fraction impor-  
t a n t e  de LIp init iale qui n 'es t  pus ~lu~e par  le t a m p o n  o.2 M. II s 'agi t  des moldcules 
d~natur~es par  Fact ion du r ayonnemen t .  

La quan t i t6  d ' iode  fix~e par  H p  est d~duite de la mesure  de la radioact ivi t6  de H p  
et  de celle des ~luats con tenan t  i ' iode non fix~. Le renzlement de l ' iodurat ion est de 
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IO %. On en d~dui t  que  0. 3 a t o m e  d ' iode  en m o y e n n e  sont  fixes p a r  molecule  de Hp .  
Stdrilisation: Tou tes  les op6ra t ions  p r~c~den tes  sont  fai tes avec  des so lu t ions  

c o n t e n a n t  du  m e r s e p t y l  h la c o n c e n t r a t i o n  de IO -* g/l. N6anmoins ,  il est ind i spensab le  
de  st6ri l iser la solut ion a v a n t  l ' in jec t ion,  et  de la d~bar rasse r  des subs tances  pyrog~nes .  
Le passage  ~ t r ave r s  les filtres d ' a m i a n t e  ( type Seitz) ou de pap ie r  ( type  Cofram) 
e n t r a i n e  une  6 n o r m e  per te  en pro t6 ine ;  de plus,  la  pa r t i e  r~cup6r6e est d6natur~e .  
Nous  avons  donc  recherch~ dans  quel les  cond i t i ons  nous  pour r ions  p r e p a r e r  une  
prot6ine  st6rile et na t ive ,  sans  pe r t e  considerable .  Ce r6su l ta t  est o b t e n u  p a r  f i l t ra t ion  

t r a v e r s  une  bougie  C h a m b e r l a n d  5 L 5- A cet  effet, la so lu t ion  de H p  m a r q u 6 e ,  
dialys~e p e n d a n t  une  nu i t  con t re  du  t a m p o n  p h o s p h a t e  i sotonique,  est  pass~e h t r a v e r s  
la bougie  p r 6 a l a b l e m e n t  st6rilis~e p a r  un  s6~our de 48 h dans  une  6 tuve  ~ x2o °. 

Au t e r m e  de ce t t e  derni6re  op6ra t ion ,  on o b t i e n t  24 ml  de so lu t ion  c o n t e n a n t  
80o t~C d ' iode  fix6s sur  26 m g  de prot6ine.  Son ac t iv i t6  sp~cifique est  de I2 mil l ions  de  
c o u p s / m i n / m g .  

Injections et prdlkvements 

La  solu t ion  de H p  m a r q u e e  est  inject~e ~ des su je ts  sains  ou a t t e i n t s  d 'a f fec t ions  
non  suscept ib les  de modif ier  le t a u x  de leur  hap tog lob ine .  Ces sujets ,  hospital is~s,  
d e m e u r e n t  sous contr61e m~dical  p e n d a n t  rou te  la duroc  de l 'exp6rience.  C h a c u n  a 
re~;u, la veille et  le jour  de l ' in jec t ion ,  Io  ml  de lugol, afin de s a t u r e r  la thyroYde en 
iode. Un  p remie r  pr61~vement de s ang  est  effectu6 I o  m i n  apr~s l ' in jec t ion .  La  mesu re  
de la radioactivitY_ du  p l a s m a  p e r m e t  de calculer  le vo lume  p l a s m a t i q u e  d u  pa t i en t .  

Les ur ines  sont  6ga l emen t  collect6es rou te s  les 24 h e t  leur  r ad ioac t iv i t6  est  mesur6e.  

Fractionnement des protdines sdriques 

T o u s l e s  jours,  ou tous  les d e u x  jours ,  on pr61~ve Io  ml  de sang  sur  c i t ra te ,  que  
l 'on cent r i fuge  auss i t6 t .  (a) A p a r t i r  de I ml  p l a sma ,  on s~pare le f ibr inog~ne p a r  
p rec ip i t a t ion  avec  NaCI 3 M. Or. mesure  sa radioact ivi tY.  (b) A un  a u t r e  mil l i l i t re ,  on 
a jou t e  un  6gal v o l u m e  d ' ac ide  pe rch lo r ique  x,2 M. Des  prot~ines  pr6c ip i ten t .  Le f i l t rat  
con t i en t  s u r t o u t  de l ' o rosomucoide  (80  % environ)  do,~t on mesure  la rad ioac t iv i t6 .  
(c) P o u r  d~ te rminer ,  darts la r ad ioac t iv i t6  d u  p l a s m a  to t a l ,  la  p a r t  qu i  r ev ien t  ~ la 
seule Hp,  nous  avons  ~tabl i  le pro tocole  su ivan t .  I1 repose sur  le fait  que,  h p H  5, en 

o/ de s a tu r a t i on ,  les h a p t o g l o b i n e s  des tyFes  pr6sence de sul fa te  d ' a m m o n i u m  fi 52 /o 
2 - I  e t  2-2  pr6c ip i ten t ,  alors que  leurs  complexes  H b - H p ,  p lus  solubles,  p r~c ip i ten t  
seu lemen t  en t re  54 et  65 % de sa tu ra t io iL  

P o u r  chaque  6chant i l lon  de s6rum,  on op6re  duns  deux  tubes  ~ cent r i fuger ,  qui  
r eqo iven t  c h a c u n  I ml  de s6rum,  5.5 ml  de so lu t ion  de NaC1 ~ o. 9 % et 3-5 ml  de 
so lu t ion  sa tur6e  de sul fa te  d ' a m m o n i u m .  Le p H  final est  a jus t6  ~ 5. Un pr6cipi t6 se 
forrne, cons t i tu6  essen t ie l lement  de ~,-globulines. Au  b o u t  de 3 h, on le s6pare  p a r  
cen t r i fuga t ion .  On le r ep rend  p a r  u n  peu d ' eau .  Cet te  so lu t ion  est  amen6e  ~t un  v o l u m e  
final de • ml  dans  un  t u b e  jaug6 ao pr6alable.  (Nous avons  v6rifi6 que  le l avage  de ce 
pr6cipi t6  pa r  une  solut ion de sulfa te  d ' a m m o n i u m  h 35 % de s a t u r a t i o n  ne modi f i a i t  
pas  sa r ad ioac t iv i t6 . )  

Les op6ra t ions  su ivan tes ,  qui  conce rnen t  les s u r n a g e a n t s  (que nous  d6s ignons  p a r  
l e syrnbole St) diff6rent  d ' u n  t u b e  ~t l ' au t re .  Au  s u r n a g e a n t  du  p r e m i e r  t u b e  (que n o u s  
aiapelons t u b e  s6rum Sm),  on a jou te  u n e  q u a n t i t 6  de sul fa te  d ' a m m o n i u m  eta c r i s t a u x  
suff isante p o u r  ob ten i r  t~,xe t e n e u r  6gale ~t 52 % de la s a t u r a t i o n .  Au  s u r n a g e a n t  d u  
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second  t u b e  (que nous  appe lons  t u b e  complexe  Cxe), on  a jou te  o.x ml  de so lu t ion  de 
Hb  de cheva l  M/I6O en fer. Le complexe  H b - H p  se forme auss i t6 t .  On am6ne  alors  la 
so lu t ion  A 52 % de s a t u r a t i o n  en su l fa te  d ' a m m o n i u m  p a r  add i t i on  de c r i s taux .  On 
laisse les pr4cipi t6s  se former  p e n d a n t  une  nui t .  Ou  centr i fuge.  Les s u r n a g e a n t s  St  Sm 
et St Cxe son t  pr6tev6s q u a n t i t a t i v e m e n t  et amell6S ~t lm vo lume  de Io  ml  pa r  add i t i on  
d ' eau .  Les pr6cipi t4s  P 6 S m  et  P 6  Cxe sont  dissous c o m m e  dans  l a  prt/mi6re 4 tape  et  
amen6s  tt u n  vo lume  de I ml.  

Les su rnagean t s ,  c o m m e  d 'a i l leurs  les pr6cipit4s,  ne diff6rent  ! 'un de l ' au t r e  que  
p a r  l ' absence  ou la p r4sence  de la combina i son  r ad ioac t ive  H b - H p .  I1 est  donc  possible  
pa r  diff6rence, de m e s u r e r  sp6ci f iquement  la r ad ioac t i v i t 6  i m p u t a b l e  au c o m p l e x e  
H b - H p .  O n  dol t  avo i r  en effet" 

(P6 Sin) -- (P6 Cxe) -- (St Cxe) -- ¢St Sin) 

si l ' on  d4signe par  ces symbo le s  la r ad ioac t iv i t6  to t a l e  r e s p e c t i v e m e n t  des prdcipi tds  e t  
des s u r n a g e a n t s  d u  t u b e  s6rum et  du  tube  complexe .  Cet te  va leu r  repr6sen te  la radio-  
ac t iv i t6  li6e tt l ' hap tog lob ine .  

P r ~ l ~ v e m e n t s  u y i n a i r e s  

Chaque  jour ,  l ' u r ine  des su je t s  a 6td collect6e; sa r ad ioac t i v i t 6  a 6t6 mesur6e.  
Nous  a von s  recherch6 la pr6sence d ' iode  l ibre ou d ' i odu re  min6ra l  pa r  e x t r a c t i o n  

ch lo ro formique  apr~s o x y d a t i o n  p a r  l ' eau  oxyg6n6e en  mi l ieu  acide. Nous  avons  6gale- 
mer i t  e x t r a i t  les protfi ines pou r  mesu re r  leur  r ad ioac t iv i t6  sp~cifique, en formart t  le 
complexe  p r o t 6 i n e - t a n n i n  6 d 'ot t  l 'on  d6place  les pro tg ines  pa r  la  caf6ine. Enfin ,  sur  
une  t ro is i6me fract ion,  nous avons  dialys~, l 'ur ine ,  6vapor4 !e d ia lvsa t ,  mesur6 la 
r ad ioac t iv i t4  des deux  par t ies ,  d i a lysab le  et  non d ia lysable .  

M e s u m s  

Les mesures  son t  effectu6es A l 'a ide d ' u n e  sonde A sc in t i l l a t ion  6quip6e d ' u n  
cr i s ta l  en iodure  de sod ium act iv6  au  t h a l l i u m  ( p h o t o m u l t i p l i c a t e u r  51 A V P  Radio-  
t echn ique) ,  d ' u n e  6chelle de c o m p t a g e  Mesco t y p e  L.CSE 5 P pou r  s_oectr~m6trie, ou 
b ien  h l ' a ide  d ' u n e  sonde  Wel l -Type  Sc in t i l l a t ion  D e t e c t o r  de P a c k a r d  montde  sur  une 
4chelle Tr i -Carb  P a c k a r d .  Pou r  tous  ces 6chanti l lon¢,  on op4re sur  un m4me vo lume  
de o.5 ml. La  s6rie compl6te  de t o u t e s  les f rac t ions  obtenue~ ~t ce t t e  d a t e  a 6t6 mesur6e 
les 6 °, 8 ° et  xx ° ~our. 

RI~; S U LTATS 

D e m i - v i e  d~ . . . . . . . . .  ' - ~ - "  

La  Fig. x repr6sente ,  en coord,,nn~.es semi- logar i thmiques ,  la r ad ioac t iv i t6  du  
s~rum to t a l  et  celle de l ' hap tog lob ine  c o r r e s p o n d a n t e  chez d e u x  su je t s  qui on t  requ 
chacun  xo ~t H ml  de solut ion ,  soit  env i ron  xo mg  de H p  marqu6e  par  350 t~C d ' iode.  
Le su je t  L, z5 ans ,  a requ  une  dose 16g6rem, a t  sup6r ieure  tt celle in ject6e ~u suje t  S, 
73 ans.  C e p e n d a n t ,  en ra ison de son ca t abo l i sme  plus  act if ,  la , ~  . . . . .  t~ ,~6  de son 
_¢~rum t o t a l  et  celle de  son H p  d i m i n u e n t  plus  r i t e  que  chez S. 

L a  demi-vie ,  calcul~e d ' apr6s  la deuxi6me p a t t i e  des courbes,  est  r e s p e c t i v e m e n t  
de  3-5 et  4 jours .  Elle  d em eu re  c o n s t a n t e  du  6 ° au  I r  ° jour ,  t e r m e  de l 'exp6rience.  Du 
x ° au  3 ° jour  chez le su je t  L, et  du  I ° au  4 ° j o u r  chez le su je t  S, la r ad ioac t iv i t6  de  H p  
d6crot t  prc~-s de  d e u x  fois plus  r i t e  que  dans  la seconde moi t i6  de  l 'exp~rience.  C'est  la 
l ~ r i o d e  p e n d a n t  laquel le  H p  m a r q u 6 e  diffuse_ d a n s  les espaces ex t ra -vascu la i res .  
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L ' d q u i l i b r e  es t  d o n c  a t t e i r t t  a u  b o u t  de  3 - 4  j o u r s  s e t t l e m e n t ,  ce  q u i  es t  c o n f o r m e  a u x  
e x l ~ r i e n c e s  a n t 6 r i e u r e s  s u r  les p r o t 4 i n e s  p l a s m a t i q u e s .  

Radioactivit~ du s~romuco'ide et du fibrinog~ne 

Nous n ' avons  jamais  d4cel4 la moindre  radioact iv i t4  dans  le fil trat perchlorique.  
Quan t  au  fibrinog6ne, la tr~s faible act ivi t4  mesur4e est due, sans aucun doute ,  ~ la 
difficultd qu 'on  6prouve tou jours  ~ purifier ce t te  prot4ine e t ~  la d4barrasser  de tou te  
con tamina t ion .  

Radioactivi t~ des autres f rac t ions  prot~iques 

Le p rdc ip i t4  /~ 35 % de  s a t u r a t i o n  en  s u l f a t e  d ' a m m o n i u m  es t  f o r m 4  s u r t o u t  de  
7 - g l o b u l i n e s .  Q u a n t  ~ la  f r a c t i o n  q u i  ne  p r 4 c i p i t e  p a s  ~t 52 %,  e l le  c o n t i e n t  s u r t o u t  de  
I ' a l b u m i n e  et des  f l -g lobu l ines .  N o u s  a v o n s  t r o u v 4 ,  d a n s  ces d e u x  g r o u p e s  d e  p r o t 4 i n e s ,  

u n e  c e r t a i n e  r a d i o a c t i v i t 4  q u i  d4c ro i t  c o m m e  ce l le  d e  H p .  N o u s  d i s c u t e r o n s  ce fa i t  
p l u s  lo in .  

Radioacf.ivit~ ur ina i rc  apr~s le 8 ° j our  

L a  r a d i o a c t i v i t 4  de  I ' u r i n e  n ' e s t  p a s  f ix~e s u r  de  _grosses m o l 4 c a l e s ,  p u i s q u ' e l l e  
d i a l y s e  d a n s  l a  p r o p o r t i o n  de  99-9 %- E l l e  n ' e s t  p a s  p r 4 s e n t e  sous  f o r m e  d ' i o d u r e  

m i n 4 r a l ,  p u i s q u ' a p r ~ s  o x y d a t i o n  p e n d a n t  3 h p a r  r e a u  o x y g 6 n 4 e  19 N en  m i l i e u  ac ide ,  
e l le  n ' e s t  l~as e x t r a i t e  p a r  Ie c h l o r o f o r m e .  

N o u s  a v o n s  4 v a p o r 4  l ' e a u  d e  d i a l y s e ,  r e p r i s  le r 6 s i d u  p a r  d e  l ' a c 6 t o n e  a n h y d r e  
c o n t e n a n t  1 %  de  HC1 p u t ,  f i l t r6 p o u r  41 imine r  les  se ls  e t  p i g m e n t s ,  e t  4 v a p o r 6  la  
s o l u t i o n  a c 6 t o n i q u e .  Le  r6s idu ,  f o r t e m e n t  color4,  q u i  c o n t i e n t  t o u t e  la  r a d i o a c t i v i t 4  de  
l ' u r i n e  i n i t i a l e ,  es t  s o u m i s  A u n e  c h r o m a t o g r a p h i c  s u r  p a p i e r ,  d a n s  le s y s t ~ m e  b u t a n o l  - 
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Fig. ]. I)6croissz, ncc de la radh)a4-tivitd, du s6rum 
(courbes sup6rieures) et de l 'haptoglobine 
(courbes inf4rieures) pour le sujet S (- . . . .  -) et 
pour le sujet I, ( . . . .  ). Eu ordonn4es, on a 
port6 des milliers de coups en 5 min, pour 1 ml  

de sfrum. 
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Fig. 2. D4croissancc de la radioactivit6 des 
fractions sfparfcs  ~ partir  du s6rutn par  prfi- 
cipitation au sulfate d ' ammonium,  i,  9ur- 
nageant  du s f rum pr~cipit6 /~ 32 % pour le 
sujet L ( O - -  O ) ; 2, surnageant  du s4rum pr6ci- 
pit6 & 52% pour le sujet  S ( x - - - × ) :  3, pr4ci- 
pit6s des m~mes s ~ r u m s  ~ 35 %:  4, pr~eipit4s 

des s f rums aprbs addit ion d'h6moglobinc (complexe Hb-Hp) .  Les ordonndes repr4sentent des 
centaines de coups en 5 rain pour , ml  de sf rum.  

Biochim. Biophys. .4 eta, 69 ([963) 2o5--  ~ t [ 
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acide a c ~ t i q u e - e a u  ( 7 3 : 7 : 2 3 ) ,  puis  re~v~M par  au to rad iograph ie .  On ne t rouve  pas de  
m o n o - o u  ded i - iodo ty ros ine ,  mais  une  seule tache  au  f ron t  d'a so lvant .  !l ne peu t  s ' ag i r  
que  de p e p t i d e s  marqu&~. 

DISCUSSION 

Les courbes  de |a  Fig. x m o n t r e n t  que  Ies deux  su,~ets suivis  p e n d a n t  I I  jours  se sont  
compor t6s  de faqon p r a t i q u e m e n t  iden t ique .  Les courbes  qui  r ep rdsen ten t  la radio-  
ac t iv i t6  de H p  son t  p resque  paral lOes/~ cetles de la r ad ioac t iv i t6  du s6 rum to ta l  et  leur 
sont  t ou jou r s  inf6rieures;  d6s la premi6re  prise de s ang  au b o u t  de xo rain,  on ne 
r e t rouve  dans  H p  que  les 7 5 % de i ' ac t iv i t6  to ta le  d u  s6rum. Cet te  p ropor t i on  d iminue  
avec  le t e m p s  et  d e v i e n t  vois ine  de 50% h pa r t i r  d u  6 ° jour.  

Sous quelle forme se t rouve ,  dans  le p lasma ,  la f rac t ion  r ad ioac t ive  non-hap to -  
g lobinique?  P o u r  r6pondre  ~ ce t te  ques t ion ,  nous  e x a m i n e r o n s  t o u r  ~t t ou r  les 3 hypo-  
theses  possibles.  

Premidre hypoth~se" Une par t i e  de 13ti est  pass~e de H p  sur  les au t r e s  prot6ine.~. 
Si cela  ~ta i t  exac t ,  les demi-v ies  des  f rac t ions  c o r r e s p o n d a n t  a u x  7-globul ines  et  "~ 
I ' a lbumine  sera ien t  de p lus ieurs  semaines  ct  non  pas  de 4 jours  (Fig. 2). 

Deuxi~me h~oth~s¢: L a  rad ioac t iv i t6  se t r o u v e  iide tt des p rodu i t s  du  ca t abo l i sme  
de Hp.  Ce t te  lois encore,  on ne c o m p r e n d r a i t  pas  c o m m e n t  ces d ivers  p rodu i t s  au ra i en t  
la m ~ m e  demi-v ie  que  H p  na t ive ,  et  ce, dans  les d e u x  zones de pr6c ip i ta t ion  oft on les 
t rouve .  

Troisibne hypoth~se" II s ' ag i t  de Hp,  mais  pa r t i e l l emen t  d6natur6e ,  au  po in t  de 
ne plus  pr~cipi ter  dans  les condi t ions  habi tuel les .  

Trois  a r g u m e n t s  mi l i t en t  en faveur  de ce t t e  r~ponse:  (a) Elle rend  compte ,  
6 v i d e m m e n t ,  d u  fait  que  les deux  f rac t ions  6tudi~es on t  Ia m~me demi-v ie  que  H p  
normale  (Fig. _9). (b) De  plus,  elle expl ique  pourquo i  la p ropor t ion  de la rad ioac t iv i td  
h a p t o g l o b i n i q u e  p a r  r a p p o r t  /t celle d u  s6rum to t a l  d iminue  avec  le te_,rtps. Nous  
avons ,  en effet, cons ta t~  depuis  l o n g t e m p s  que  in vitro h 4 °, sous l 'ac*ion du  r ayonne -  
m e n t  de la~ I, H p  pe rda i t  en  6 jours  la moi t i6  de son a p t i t u d e  ~ se combine r  avec Hb.  
La d 6 n a t u r a t i o n  est  donc  d ' a u t a n t  pius  i m p o r t a n t e  que  le s~rum est  plus radioact i f .  
(c) Enfin,  por~r v6rifier ce t te  hypoth(~se, nous  a v o n s  soumis  le s6 rum des su je ts  ~ une  
6iect rophor~se en gel d ' a m i d o n  et  mesur6  la rad ioac t iv i t6  des f rac t ions  s6par6es. Celle- 
ci se t r ouve  pour  80 % localisMe dans  les bandes  de H p  2-I et pour  z o %; a a  po in t  d ' in-  
ser t ion ,  sur  la t a che  f o r t e m e n t  color6e des prot6ines  qui  n ' o n t  pas  migr6 dans  le gel. 
De  plus,  l '61ectrophor~se en gel d ' a rn id~n  r~v61e la pr6sence de t races  de H p  dans  le 
pr6cipit~ h 3 5 % de s a t u r a t i o n  et dans  le s u r n a g e a n t  du  ~ r u m / t  52 % de sa tu ra t ion  
en sul fa te  d ' a m m o n i u m .  

~. ~. , , .y  se de r ad ioac t iv i t6  ur ina i re  m o n t r e  que  H p  est  m6tabol isde  en pept ides  
de  faible poids  mol6culaire .  A ce sujet ,  il est  in td ressan t  d ' oppose r  le mdtabo l i sme  de 
[ ~ t I ] H p  A celui de la t y rox ine  marqu6e .  L ' iode  ty rox in ique ,  en effet, est  t ransform6,  
au  cours  de son ca tabo l i sme ,  en  iodures  qui  sont  excr~t6s dans  les ur ines ;  or, nous  
n ' a v o n s  j ama i s  p u  m e t t r e  en ~vidence la prc~sence d ' iode  min6ral  dans  les ur ines  des 
su je t s  auxque l s  notts  av~ns  inject6 ' ~ ! ] H p ,  apr6s le 8e jour.  

CONCLUSION 

L a  demi-v ie  de [ l* t I ]Hp est  de 4 jours .  Ce rGsultat  est  n e t t e m e n t  plus  faible que  les 
chiffres avanc~s  p a r  NYMAN t t t  p a r t i r  de  la d i spar i t ion  de H p  des su je t s  pneumon iques .  

- Biochim. Biopkys. Acta, 60 (1963) 2o5-2tt 
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Cela n 'est  pas dtonnant ,  car, chez des sujets malades, on ne peut  6tre assur6 qu 'un  
t ra i tement  par  des antibiot iques supprime rapidement  la surproduct ion de Hp. Sans 
doute ne peut-on affirmer que Hp iodfie se comporte exactement  comme Hp nat ive  
dans l'organi~me humain.  Le fait, cependant ,  que la demi-vie que nous avons trouv6e 
n 'est  que 1.4 jour plus rapide en moyenne que celle calcuMe par NYMAN nous laisst 
supposer qu'elle correspond bien ~ la rdalit6 biologique. 

Les acidei~ aminds iod6s provenant  du catabolisme de Hp ne s ' incorporent  pas 
dans les autres  prot~ines plasmatiques.  Ce fait n 'est  pas surprenant ,  puisqu'ils sont 
sans doute considdrds comme des substances ~trangdres par les RNA gdndrateurs de 
l)rotdines. 

On peut encore t irer une derni~re conclusion de ces exp6riences. L 'haptoglobine 
est trartsform6e dans l 'organisme en peptides qui sont excr6tds sous forme iodde. I1 
semble donc que les d6siodases qui agissent sur les iodotyrosines et iodotyronines n 'ont  
pas d 'act ivi td sur les iodopeptides qui proviennent  de la ddgradation de Hp. 

R E M E R C i E M E N T S  

l.es auteurs  expr iment  leur gra t i tude  a u Professeur MILLIEZ et au Docteur  LAGRUE 
qui oni bien voulu assurer  la surveil lance mddicale des sujets en exp6rience. 

R#.SUM~2 

De l 'haptoglobine humaine,  marqu6e par  XalI, a dtd injectde ~t plusieurs sujets. Les 
auteurs  ont suivi pendant  onze j ours l 'dlimination de i 'haptoglobine marqu6e. La 
demi-vie de cet te prot~ine p lasmat ique  est de 4 jours. Les produi ts  du eatabolisme 
s 'dliminent dans l 'urine sous forme de pet i ts  peptides dialysables. 
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