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This preliminary result indicates that iPA exhibits a
protective effect on mice exposed to lethal doses of whole-
body radiation. The mechanism of radioprotection of this
compound is not known at this time. It is noteworthy that
iPA can either stimulate or inhibit DNA synthesis, trans-
formation, and mitosis in phytohemagglutenin-stimulated
lymphocytes, depending on the time of treatment and the
concentration used 15, Our results show that interme-
diate concentrations of iPA (0.01 to 0.05 pg/g body wt.)
produce a radioprotective effect in lethally irradiated
mice. It is suggested that this effect in mice by iI’A occurs
through the stimulation of their lymphocytes. Additional
experiments are underway with iPA to further charac-
terize the radioprotective mechanism of this compounds?®.

Zusammenfassung. (iPA) bewirkt bei Miusen, die mit
einer letalen Ganzkorperdosis bestrahlt wurden, einen
Schutzeffekt. Diese Verlingerung der mittleren Uber-
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lebenszeit wird mit einer Dosierung von 0,01 bis 0,05 pg/g
Korpergewicht erreicht.
N. Prasap, S. C. BusHONG
and H. L. BArRTON

Department of Radiology, Bayloy College of Medicine,
and Vetevans Administvation Hospital,
Houston (Texas 77025, USA), 23 March 71971.

14 R. C. GaLro, J. WHANG-PENG and S. PErry, Science 765, 400
(1969).

15 B, Hacker and T. L. FELDBUSH,
(1969).

16 This investigation was partially supported by the American Can-
cer Society Institutional Research Grant No. ACS-IN-27L/P-20.
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BRINEY for their technical assistance,
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Evolution du métabolisme des lécithines dans la membrane érythrocytaire au cours de la conservation

du sang

Les différents constituants du sang subissent des modi-
fications au cours de la conservation et il est important de
déterminer 1’état métabolique d’un sang aprés un certain
temps de stockage. Plusieurs critéres peuvent étre utilisés
pour caractériser ces possibilités métaboliques parmi les-
quels Vactivité de la biosynthése des phospholipides éry-
throcytaires. Cette biosynthése qui est assez faible in vivo
a été étudiée in vitro sur le sang frais par incorporation de
32P soit dans le sang total! soit dans les hématies®3.
Aprés incorporation de 32P dans les hématies, PAYSANT-
D1aMENT et PoLoNovsKI? constatent que les acides phos-
phatidiques sont trés fortement radioactifs. ScHmIDT et
al.? trouvent de plus une radioactivité importante dans les
lysophosphatidyléthanolamines, les lécithines et les
sphingomyélines. La biogenése des phospholipides a été
également étudiée avec les membranes érythrocytaires:
OLIVEIRA et VAUGHAN Y, LANDs et al.% ¢ ont montré qu'une
activité d’acyltransférase pouvait étre mise en évidence
dans les membranes cellulaires des érythrocytes humains,
I'acide linoléique étant préférentiellement fixé sur le car-
bone 2 d'une l-acyl-glycérol phosphorylcholine.

Pour. évaluer 1'état métabolique de la membrane glo-
bulaire ay cours de la conservation du sang, nous avons
étudié I'incorporation de V’acide linoléique par les mem-
branes érythrocytaires.

Méthodes. Nous avons utilisé le sang de douze donneurs,
6 hommes et 6 femmes, prelévé sur une solution citrate-
glucose ayant la composition suivante: acide citrique,
H,0 0,67 g, citrate trisodique, 2 H,0 2,63 g, glucose an-
hydre 2 g, H,O distillée q.s.p. 100 ml.

450 ml de sang sont recueillis sur 75 ml de cette solu-
tion, le mélange est ensuite divisé en 5 échantillons con-
servés a4 4°C. Les membranes érythrocytaires de chaque
échantillon sont étudiées au temps initial et au bout de
8 jours, 15 jours, 29 jours et 43 jours. La préparation des
membranes est effectuée par la méthode de DoDGE, MI1T-
cHELL et HANAHAN, toutes les opérations sont réalisées a
4°C, Le sang est centrifugé pendant 20 min & 1000 g, les
érythrocytes obtenus sont lavés 3 fois par un tampon
phosphate 0,109 de pH 7,4, puis hémolysés en tampon
phosphate 0,00541f de pH 7,4 pendant 30 min. Aprés
centrifugation & 5000 g pendant 40 min,on obtient un cu-
lot de stromas qui est lavé 3 fois par un tampon phosphate
0,0054 M. Le culot final est placé dans 3 ml de tampon

0,0054 M de pH 7,4. On obtient une suspension de mem-
branes blanche ou légérement rosée, homogéne au micro-
scope optique et donnant des images satisfaisantes en
microscopie électronique®. Les protéines de la suspension
membranaire sont dosées par la méthode du biuret ra-
pide?® et I'hémoglobine par la méthode de Storck et
ARrRDY!0, la quantité d’hémoglobine présente dans les
stromas est toujours trés faible.

Un volume de 0,5 ml a 1 ml de la suspension de stromas
correspondant & 3 mg de protéines est mis en incubation
pendant 90 minutes a 37°C avec 6,25 nmoles de linoléate
de potassium C, 125 pmoles de phosphate pH 7,4,
3 ymoles de MgCl,, 2 pmoles d’ATP et 0,1 umole de co-
enzyme A dans un volume total de 3 ml. Aprés incuba-
tion, les lipides sont extraits du milieu réactionnel par la
méthode de FoLcr et fractionnés par chromatographie
sur colonne d’acide silicique, I’élution est effectuée suc-
cessivement par éther-benzéne 1:1, éther-éthanol 1:1 et
méthanol®. La fraction éluée par le méthanol est étudiée
par chromatographie sur couches minces de gel de silice G
avec le solvant chloroforme-méthanol-acide acétique-eaun
(65:25:8:4) et révélation par l'iode ou le réactif de Ditt-
mer modifié¢!?, La position des taches radioactives est in-
diquée par autoradiographie et la radioactivité est me-
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Les courbes représentent les moyennes de 6 échantilions males et
de 6 échantillons femelles, Les variations individuelles sont indi-
quées pour chaque temps de conservation. Pour la mesure de
I'incorporation un volume de suspension membranaire correspon-
dant 4 3 mg de protéines (0,5 ml 3 1 ml suivant les préparations)
est placé dans le milieu d’incubation suivant: tampon phosphate
pH 7,4 125 ymoles, MgCl, 3 umoles, CoA 0,1 umole, linoléate de
potassium 4C activité spécifique 52,9 mC/mmole 6,25 nmoles, le
volume total est 3 ml. Aprés incubation pendant 90 min & 37°C
le mélange est extrait par chloroforme-méthanol (1:1), 'extrait
est chromatographié sur colonne d’acide silicique et la radioac-
tivité de la fraction éluée par le méthanol est mesurée. Les résul-
tats sont exprimés en cpm/mg de protéines membranaires.

5
Jours

surée sur un passeur automatique Biospan 4342 Nuclear
Chicago.

Résultats. La fraction éluée par le méthanol a partir de
la chromatographie sur acide silicique renferme 2 com-
posés essentiels et un composé mineur séparés par chro-
matographie sur couches minces de gel de silice dans le
solvant chloroforme-méthanol-acide acétique-eau (65:25:
8:4). Les deux composés principaux de Rf = 0,44 et 0,33
ont une réaction positive au réactif de Dragendorif
(formule de BREGOFF et al.1%), par comparaison avec les
Rfs de phospholipides témoins, ils se comportent respecti-
vement comme des lécithines et des sphingomyélines.

Les fractions méthanoliques des extraits lipidiques pro-
venant d’incubations aprés différents temps de conserva-
tion donnent des chromatogrammes analogues sur couches
minces de gel de silice, I'autoradiographie décéle une seule
tache radioactive correspondant aux lécithines. La mesure
de la radioactivité effectuée sur la fraction méthanolique
totale permet donc de déterminer le taux d’incorporation
du linoléate dans les lécithines. Les résultats obtenus sont
indiqués dans la figure.

Discussion. L’incorporation de I'acide linoléique dans
les membranes varie largement avec les individus, ces
variations individuelles vont en s’amplifiant au cours de la
conservation. Cependant tous les échantillons montrent
une augmentation de l'incorporation pouvant aller jus-
qu’a 3 fois la valeur initiale au cours des deux premiéres
semaines de conservation. Cette augmentation est plus
importante chez les hommes que chez les femmes. Le taux
d’incorporation diminue ensuite et devient sensiblement
égal A la valeur initiale au bout de 4 & 6 semaines de con-
servation. On peut proposer une explication & ces varia-
tions: l'acide linoléique est fixé préférentiellement sur
I'atome de carbone 2 du glycérol dans les phospholipides,
Wakvu et Lanps® ont montré que cette fixation pouvait
étre réalisée dans les membranes érythrocytaires par une
transacylation linoléyl-CoA-1-monoacyl phosphoglycé-
ride. La biosynthése des lécithines que nous avons ob-
servée est vraisemblablement le résultat d’une telle trans-
acylation. Parmi les substrats nécessaires, la 1-acyl-gly-
cérylphosphorylcholine n’existe qu’en trés faible quantité
dans les globules de sang frais!¢. Il est possible qu’au
cours de la conservation une activité phospholipasique A
conduise a la formation de lysolécithine, ainsi pourrait
s’expliquer l'accroissement de la synthése dans les pre-
miéres semaines. La diminution de cette synthése au
cours de la conservation pourrait étre ensuite la consé-

quence du vieillissement progressif des globules entrainant
un ralentissement général de I'activité métabolique.
Parallélement des modifications apparaissent dans la
membrane au cours de la conservation: aprés 15 jours la
résistance osmotique et mécanique des globules diminue
et s'accompagne d’une hémolyse de plus en plus impor-
tante. La morphologie subit également des changements,
on observe 'apparition de formes crénelées qui augmen-
tent dans les 15 premiers jours de conservation pour faire
place ensuite & des sphérocytes. Il est certain que ces mo-
difications traduisent des changements importants aussi
bien dans la constitution de la membrane érythrocytaire
que dans son équipement enzymatique. 11 semble en tout
cas que du point de vue de la biosynthése des lécithines
globulaires les possibilités métaboliques de la membrane
se conservent intactes pendant deux semaines environ et
qu’elles s’affaiblissent au-dela de cette période. Il serait
intéressant d’étudier les variations éventuelles de cette
biosynthése avec d’autres milieux de conservation.

Summayry. Incorporation of linoleic acid C by human
erythrocyte membranes at different stades of blood con-
servation was studied for evaluating the metabolic state
of these membranes. The incorporation was found to in-
crease during the first two weeks of conservation for fe-
male and male blood, with important individual variation.
However, this increase was more important for male
blood. Then the incorporation decreased until the end of
experimentation, after 6 weeks of conservation.
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