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INTRODUCTION

L'utilisation croissante des radioéléments artificiels, tant au laboratoire que dans l'industrie,
le développement de l'énergie d'origine nucléaire à des fins pacifiques ou militaires, ont suscité,
depuis une quinzaine d'années, de très nombreux travaux destinés à définir les risques auxquels
peuvent être soumis les individus ou les populations du fait de l'énergie nucléaire.

Parallèlement à l'irradiation par voie externe et à la contamination externe de la surface
cutanée par les radioéléments, l'introduction de radioisotopes dans l'organisme constitue un risque
dont il importe de connaître les caractéristiques et de préciser l'importance, les conséquences pou-
vant être sérieuses tant sur le plan individuel que pour l'ensemble de l'humanité.

Peu après la découverte des radioéléments naturels, l'étude des conséquences de l'introduction
de ces éléments dans l'organisme a été entreprise. Les résultats expérimentaux obtenus chez l'ani-
mal, ainsi que les observations faites chez l'homme après administration accidentelle ou délibérée
de radium, de thorium ou de leurs descendants, ont montré le danger de l'utilisation de ces radio-
éléments dans certaines conditions et ont conduit à la fixation des doses pathogènes et mortelles
de ces différents éléments.

Dès 1036 ces études ont été étendues aux radioéléments artificiels et un effort important a
été poursuivi depuis 1949 pour étudier les produits de fission libérés dans l'atmosphère en quantité
importante à l'occasion des explosions expérimentales d'engins nucléaires ou susceptibles d'être
déversés dans l'atmosphère à l'occasion d'un accident au cours du fonctionnement d'un réacteur
nucléaire.

De très nombreux travaux ont été entrepris : ils constituent une branche particulière de la
toxicologie, la radiotoxicologie ; celle-ci a pour but de préciser d'une part le devenir des radio-
éléments, naturels ou artificiels, dans l'organisme et d'autre part de déterminer les effets im-
médiats ou différés provoqués par les divers radioéléments introduits dans l'organisme.

Bien que la radiotoxicologie entre dans le cadre de la toxicologie classique, elle en diffère
en de nombreux points :

- son domaine d'application est plus restreint : il est limité aux radioéléments naturels
et artificiels,

- elle présente une unité que n'a pas la toxicologie : elle est due à l'unicité du mode
d'action primaire (libération d'énergie à l'intérieur des tissus par les différents rayonnements émis),
bien que les modalités en soient différentes pour chaque type de rayonnement,

- elle concerne des quantités extrêmement faibles de produits en général de plusieurs
ordres de grandeurs inférieures aux quantités en jeu en toxicologie classique,

- la toxicité des radioéléments étant directement reliée à leur radioactivité, les doses
sont exprimées habituellement en unités de radioactivité (sous-multiples du curie) et non en unités
de masse.

La toxicité d'un radioélément étant fonction des modalités de distribution de l'énergie absorbée
dans les tissus, est fonction non seulement de la nature du radioélément et de ses caractéristiques
radioactives (nature et énergie du rayonnement émis, période de décroissance radioactive), mais
également de sa distribution dans l'organisme, du temps de séjour dans les différents tissus, de
la radio-sensibilité des celhaes.



De ce fait, l'étude du métabolisme (*) des différents radioisotopes dans, l'organisme prend une
importance capitale en radiotoxicologie. La fixation des doses pathogènes ou mortelles d'un radio-
élément, ainsi que l'évaluation du type et de l'importance relative de certaines affections (leucémies ,
cancers, raccourcissement de la vie, lésions génétiques) apparaissant plus ou moins tardivement
après la radiointoxication ne constituent qu'un aspect du problème. En effet, seule la connaissance
du métabolisme d'un radioélément peut permettre de prévcir les conséquences d'une radiointoxication
et seule elle peut apporter les éléments indispensables à toute tentative thérapeutique rai sonnée.

L'étude du métabolisme des éléments stables a été effectuée pour la plupart d'entre eux bien
avant l'apparition de leurs radioisotopes. Pour un élément stable donné, les informations acquises
par ces études ne sont pas en général, directement applicables à ses radioisotopes : des travaux
récents ont montré, en effet, que le comportement d'un élément dans l'organisme était fonction,
entre autre, de la masse de l'élément administrée. Les radioéléments sont en général administrés
en quantité pondérale extrêmement faible alors que les études effectuées sur les éléments stables
mettent en jeu des quantités de produits nettement plus grandes ; des différences, parfois très im-
portantes dans la répartition de l'élément dans l'organisme ont été signalées en fonction de la quan-
tité utilisée.

Cette étude comporte différents aspects : doivent être précisées en particulier, la distribution
dans l'organisme en fonction de la voie d'introduction, à l'échelle de l'orgpne, du tissu ou des cel-
lules, les modifications de cette distribution en fonction du temps, la durée de séjour de l'élément
dans l'organisme, les modalités de l'élimination par les différents émonctoires. De plus, il est
indispensable de préciser les mécanismes mis en jeu ainsi que les modes de transport dans les
liquides biologiques et dans le sang en particulier. L'étude des modes de transport et des méca-
nismes mis en jeu par l'organisme prend une importance particulière en thérapeutique : devant
l'impossibilité de modifier les propriétés radioactives d'un élément, et en l'absence de tout traite-
ment étiologique des lésions primaires au niveau des cellules, la seule possibilité thérapeutique
réside actuellement dans la mobilisation du radioélément vers des tissus moins radiosensiblea, ou
dans l'augmentation de l'élimination urinaire ou fécale. Pratiquement, les seuls résultats positifs
obtenus jusqu'ici l'ont été lorsque l'agent thérapeutique agit sur le radioélément pendant la phare
sanguine de la radiointoxication.

Ces faits justifient les nombreux travaux effectués depuis 1945 dans le but de préciser le mé-
tabolisme des divers radioéléments et les mécanismes mis sn jeu par l'organisme au cours d'une
radiointoxication.

Une fraction importante des radioéléments formés au cours de la fission des noyaux lourds
est constituée parles radioisotopes des terres rares : le rendement de fission h) est élevé (4 à 6%)
pour la plupart d'entre eux.

Les éléments stables des terres rares n'existent normalement qu'à l'état de traces dans l'or-
ganisme et aucun rôle physiologique ne leur a été attribué jusqu'ici. L'étude de leur métabolisme
a été négligée jusqu'en 1945 et seules les doses toxiques ont pratiquement été déterminées. La
présence de nombreux radioisotopes des terres rares dans le mélange de produits de fission a mo-
difié la situation ; les travaux expérimentaux entrepris depuis 1945 ont immédiatement montré que
ces radioisotopes constituaient un danger important et que l'étude précise de leur métabolisme était
indispensable.

Des considérations théoriques basées d'une part sur la notion de nombre de noyaux radio-
actifs formés au cours de la fisoion simultanée d'un nombre donné de noyaux d'uranium 235, at
d'autre part, sur les quantités maxima admissibles des divers radioéléments dans l'organisme,
exprimées en unités de masse et non en unités de radioactivité, nous ont montré que parmi les
produits de fission, le cérium 144 devait être considéré comme un des plus dangereux xAeberhardt
[2]). La toxicité de cette terre rare devient comparable à celle des radioisotopes du strontium
("Sr et l0Sr), en particulier dans le cas d'inhalation de poussières ou d'aérosols.

(•) Le terme "métabolisme" est couramment utilisé actuellement pour désigner le devenir d'un élément après
son introduction dans l'organisme, ainsi que pour désigner l'ensemble des processus qui règlent sa distri-
bution. Cette utilisation peut être considérée comme abusive lorsqu'il s'agit d'un élément n'existant pas à
l'état normal dans l'organisme et auquel aucun rôle physiologique n'a été attribué juequ'ici.

(«)On appelle rendement de fission, le nombre d'atomes d'un iadioélément ou d'une chaîne donnée, créés au
cours de la fission de cent noyaux d'élément fissile.



Cet élément présente une importance particulière du fait du rendement de fission élevé de la
chaîne 144 (6 %), de sa période radioactive (290 jours) et de l'énergie eu rayonnement béta émis
parson de* ?ndant en équilibre séculaire, le praséo^yme 144 (énergi* maxima 2,98 MeV). Il est,
de plus, considéré comme élément type des terres rares "légères".

Nous avons donc choisi cet élément et nous avons entrepris l'étude de son métabolisme choz
divers mammifères de laboratoire.

Les quelques travaux publiés avar.t 1954 sur le métabolisme du cérium 144 ont fait apparaître
une fixation importante du cérium dans le tissu hépatique et dans le squelette. Cependant les ré-
sultats publiés font état de variations parfois importantes dans le taux de fixation dans ces deux
organes, pour une même voie d'administration (voie intra-veineuse en particulier). De plus, dif-
férents auteurs ont signalé un manque de stabilité des solutions de sels céreux utilisés. L'étude des
mécanismes du fixation dans les organes et celle des modes de transport dans le sang n'avaient
pratiquement pas été abordées en 1954.

La localisation élective du cérium 144 dans le foie a été attribuée par tous les auteurs à la
fonction collofdopexique de cet organe, le cérium tri valent se trouvant sous forme colloïdale dans
le sang après injection intra-veineuse. Cette hypothèse a été admise après les travaux effectués
avec d'autres terres rares et du fait des propriétés connues du cérium, celui-ci formant un hydro-
xyde colloïdal au pH des liquides biologiques. Cependant, elle est difficilement compatible avec
certains résultats expérimentaux ayant montré soit une absence de fixation par la rate, organe
riche en éléments du système réticulo-endothélial, soit l'existence vraisemblable d'une liaison
protéine-metal dans le plasma de rat.

Ayant constaté, au cours d'expériences préliminaires, le rôle joué par l'état physico-chimique
sous lequel se trouve le cérium dans la solution administrée, sur le mode de transport de cet élé-
ment dans le sang et sur la distribution initiale dans l'organisme, nous avons été amené à étudier
dans un premier temps, la nature physico-chimique du cérium en solution à l'état de trace.

En fonction des résultats obtenus au cours d« cette étude, nous avons étudié les modes de
transport du cérium sans entraîneur dans le sang, in vitro et in vivo, après injection intra-veineuse ,
chez différents animaux de laboratoire, dans le but d'infirmer ou de confirmer l'hypothèse de la
transformation du cérium ionique en cérium colloïdal au contact du sang.

Dans un troisième temps, nous avons étudié le rôle de l'état phyaico-chimique du cérium dans
la solution d'injection, sur la répartition initiale de cet élément dans l'organisme.
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RAPPEL DE QUELQUES PROPRIÉTÉS CHIMIQUES ET PHYSIQUES DU CÉRIUM

Le cérium, élément 58, découvert en 1803 (CeO,) dans la cérite par Klapoth et isolé en 1814
par Berzelius, appartient au groupe des terres rares. Cet élément est relativement abondant dans
la nature (46,1 g par tonne d'écorce terrestre), sensiblement aussi abondant que d'autres métaux
plus usuels tels que le nickel, le cobalt ou le cuivre [37].

PROPRIETES CHIMIQUES.

Le cérium ex ste sous deux états de valence, + 3 et + 4. Il présente la configuration électro-
nique caractéristique des terres rares : la présence d'un électron sur l'orbite 4f ' le place comme
tête de file d'une série d'éléments dans lesquels cet orbite se complète jusqu'à 14 électrons.

La configuration électronique théorique de la couche externe est la suivante :

4f* 5d' 6 s 1 pour l'atome neutre
4f1 pour le cation trivaicnt.

Le cérium tétravalent présente la configuration électronique du lanthane trivalent sans électron
4f.

Un des traits caractéristiques du cérium trivalent est une basicité relativement élevée. Elle
se traduit par :

- une hydrolyse légère des solutions salines des anions faibles,
- l'existence de sels stables tels que les carbonates et les acétates,

- la température élevée (450°) nécessaire pour la pyrolyse des sels contenant de l'oxygène.
Le cérium trivalent est moins basique que les ions alcalins et que les ions alcalino-terreux,

ce qui se traduit par la facilité de l'hydrolyse des sels d'anion fortement basique (nitrate céreux
par exemple). Britton indique comme pH de précipitation de l'hydroxyde céreux. Ce (OH), 7,4 [9].

L'hydrolyse comprend plusieurs réactione du type suivant :

R*" + H,O -—*• ROET + H*

et : R+" + H,O ^=^RO* + 2H*

dans des proportions variables, avec prépondérance de la première.
En solution diluée, l'hydrolyse des sels de cérium trivalent, comme pour les autres terres

rares, débute par la formation de sols contenant des sels basiques.

Le cérium tétravalent est beaucoup moins basique. Le pH de précipitation de l'hydroxyde est
voisin de 2. Les sels de cérium tétravalent sont instables, en particulier en présence de matière
organique. Dans les solutions de cérium radioactif l'état de valence est pratiquement trois.
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PROPRIETES PHYSIQUES RADIOACTIVES.

Quatre isotopes stables existent, dans les proportions suivantes :

0,19 %m ,

«Ce

n Ce

'"Ce

0.

88,

11,

25

5

1

Quatorze radioisotopes ont été découverts ; leurs masses s'échelonnent entre 131 et 148. Parmi
ceux-ci, seuls ceux de masse supérieure à 141 sont créés au cours de la fission nucléaire, en
même tempa que l e s isotopes stables 140 et 142 (Tableau I).

Tableau I.

Isotopes du cérium créés au cours de la fission nucléaire.

Isotope

M C .

- C e

141 Ce

- C e

- C e

ii c e

•;;ce

.;;ce

Rendement
de fission

("•U)

6,4%

6 %

6 %

6 %

5,7%

4 %

3.1 %

2.4%

1.7%

Rayonnement
émis

-

P + Y

-

P + Y

8 + y

P + Y

P + Y

?

?

Période
radioactive

stable

32 jours

stable

32 jours

290 jours

3 minutes

14 minutes

court ?

court ?

Energie
maximum

(MeV)

-

0,43
0,57

-

1,09
1,39
0,71

0.30
0.22
0,17

2 .0

0,7

?

?

Energie
(MeV)

-

0,145

-

spectre
complexe
compris
entre
0,035 "i
0,72.

spectre
complexe
0,134 ft
0,094.

faible

spectre
complexe
0,32 à
0,27.

?

?

Seuls le cérium 141 et le cérium 144 peuvent être utilisés pour des expériences biologiques
de quelque durée.

En pratique, le cérium 141 n'est pas isolé à partir du mélange de produits de fission : il est
obtenu par irradiation de CeO, par réaction (n,Y)> avec entraîneur. Simultanément il y a formation
de cérium 143 par réaction (n.y).

Le cérium 144 est le seul radioisotope extrait habituellement du mélange de produits de fis-
sion. Il est obtenu "sans entraineur". Cependant il est nécessairement accompagné de quantités



équivalentes des deux isotopes stables du cérium résultant de la décroissance des chaînes 140 et
142.

Au cours de ce travail nous avons utilisé exclusivement le cérium 144 sans entraîneur, sous
forme de solution en milieu nitrique ou chlorhydrique I N . 1 ne de cérium 144 correspond à une
masse de 3 . 1 0 " g.

CHAINE DE FISSION 144 (Sullivan 1957) [59].

U 4La

P<

1

< :

• Y

sec.

P
L sec

V
P144/-.- r » '«„. _

" C s <1 sec. " B a <1 sec.

' "
290 jours

144p

^ '"Nd » '"Ce stable
17.5 mn •• 2.10'•ans M

II convient de remarquer que cette chaîne comprend, avec le cérium 144, des éléments à vie
très brève. Le cérium 144 décroit en produisant le praséodyme 144 de période 17,5 minutes, ce
qui se traduit par la présence, en équilibre radioactif, de praséodyme 144 dans toute préparation
de cérium 144. Les solutions utilisées sont donc en réalité un mélange de cérium 144 et de praséo-
dyme 144. Cette chaîne présente une particularité remarquable : 2lle est la seule parmi les chaînes
de fission qui se termine par un émetteur alpha, le néodyme 144 de période 2.10" ans, formant
par décroissance du cérium 140 stable.

Spectre de transformation radioactive de i

M < * P

, . . P r

Ce et

0,30

0,17

0,22

plus

de ;;Pr.

MeV

MeV

MeV

d'autres

0,134 MeV

0,081 MeV

0,094 MeV

plus

2,98

2,22

0.8

d'autres

MeV

MeV

MeV

0,695 MeV

2,18

1.48

MeV

MeV

72 %

22 %

43 %

p mal définis.

Y hypothétiques.

08 %

1 %

2 %

Les alpha du *,Nd ont une énergie de 1,9 MeV.

Dans le mélange '|}Ce et 'j*Pr, l'ensemble de ces rayonnements est présent.

Les rayons 0 très énergiques de 'JJPr (2,98 MeV) constituent un moyen de détection et de
mesure particulièrement favorable, à condition que l'équilibre séculaire soit établi entre le cérium
144 et son descendant. Cet équilibre est réalisé pratiquement deux heures après tout processus
discriminatoire éventuel (l'équilibre est atteint à 99 % après écoulement de 7 périodes radioactives).
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Schéma de décroissance de 'jjCe et de l4,4,Pr. (figure 1).

V.S. Dzelepov et L.K. Peker [19] ont donné le schéma de désintégration suivant :

275 joui-* Ce

225 XtV

175 X«V

1*7 XtV

134 XtV

80 X«V

34 XtV

5»
?r 17,5

21 SO XtV

S96

€0

Figure 1 - Schéma de décroissance de 'JJCe et de 'JJPr.

Ce schéma de décroissance ne fait pas état de l'émission alpha du néodyme 144 et indique une pé-
riode de 275 jours pour le cérium 144 (ancienne valeur).
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Ill

METABOLISME DU CÉRIUM 144 SANS ENTRAINEUR CHEZ L'ANIMAL

ANALYSE DES TRAVAUX PUBLIES.

La distribution du cerium dans l'organisme, après administration d'un sel soluble ou insoluble
n'a pratiquement été étudiée chez les animaux de laboratoire que depuis une quinzaine d'années.
L'emploi des radioisotopes a permis ces recherches en procurant un moyen de dosage commode.

Les travaux antérieurs à la découverte des radioisotopes ont eu pour but l'étude de la toxi-
cité de différents sels de cette terre rare ; la dose toxique est de l'ordre de 10*' g/g de tissu ,
après administration intra-veineuse chez le rat. L'analyse de certains tissus de l'organisme a dé-
celé la présence, dans l'os en particulier, de traces de cérium stable : de l'ordre de 5.10*'g par
gramme de tissu, soit environ le centième de la concentration du cérium dans la croûte terrestre
[37].

HISTORIQUE.

Un document de 1'Atomic Energy Commission (Etats-Unis) a rassemblé en 1947 les études de
Scott et de ses collaborateurs [54] sur le métabolisme des produits de fission chez le rat. Les
isotopes utilisés, obtenus par bombardement de cibles diverses par les deutérons du cyclotron de
Berkeley, sont préparés sans entraineur ("carrier free") par extraction chimique. Le cérium est
obtenu par bombardement d'une cible d'uranium métallique et séparé chimiquement des autres pro-
duits de fission créés. Le cérium est administré par intra-péritonéale, intra-musculaire ou par
intubation stomacale sous forme de solution de CeCl, à pH 2,5. La distribution du cérium dans les
différents organes du rat ainsi que le taux d'excrétion par les fécès ont été étudiés en fonction du
temps, pendant une période de 64 jours.

Ce travail a mis en évidence, pour ces différentes voies d'administration, une fixation im-
portante du cérium dans le foie et dans le squelette. Parmi les autres tissus, seuls la rate et les
reins retiennent une faible fraction de la dose initiale, pendant quelques jours après l'administration
du cérium. De plus, dans le cas de la voie intra-péritonéale, Scott et coll. ont constaté une ré-
tention d'importance variable sur tous les organes de la cavité abdominale et même dans les pou-
mons, fixation attribuée par ces auteurs à une adsorption à la surface de ces différents organes.

Hamilton [27] et [28] la même année, donne quelques précisions sur les localisations osseuses
du cérium, montrant par autoradiographie de coupes d'os non décalcifié, une accumulation du cé-
rium, importante dans l'os trabéculaire, faible dans la corticale, faisant penser à un dépôt dans
la matrice ostéoide. Hamilton constate que la distribution du cérium dans l'os ne se modifie pas
pendant un an. Aj_rès inhalation d'aérosol de cérium, il constate une rétention importante au niveau
des alvéoles pulmonaires. Cet auteur signale que la quantité de cérium fixée par gramme de rate
est très inférieure à celle fixée par gramme de foie. Il constate que ces faits ne correspondent
pas à un comportement colloïdal du cérium dans le sang, mais ne propose aucune explication de
ce fait expérimental.

Abrams [1], Seibert et Abrams [55] étudient la distribution du cérium dans les poumons et
dans les différents organes après inhalation d'un sel soluble (CeCl,) ou d'un oxyde insoluble (CeOt).
Ils constatent une rétention prolongée dans les poumons dans les deux cas, la résorption atteignant
25 % de la dose inhalée, même dans le cas de l'oxyde de cérium.

La fraction résorbée au niveau des poumons se répartit dans le foie et dans le squelette d'une
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façon comparable à celle consécutive à une injection intra-veineuse. Le foie présente un maximum
de fixation vers le 5ème ou le 6ème jour (9 à 11 %) tandis que la fixation dans le squelette se pour-
suit pendant 56 jours pour atteindre 25 % de la dose résorbée.

Parallèlement à ces travaux, menés en grande partie à Oak-Ridge, un groupe de chercheurs
d'Argcnne National Laboratory étudie la radiotoxicité des terres rares. Par suite de difficultés
rencontrées dans la séparation chimique des terres rares, seuls 1'yttrium 91 et le cérium 144 sont
utilisés. Le cérium 144 sans entraîneur est administré sous forme de CeCl, en solution saline à
pH 3-4 par voie veineuse chez le rat. La plupart des résultats ont été publiés entre 1945 et 1955
dans des rapports difficilement accessibles, mais en 1955, à l'occasion d'une conférence à Oak-
Ridge, Norris [41] a fait état des résultats acquis pendant cette période. En 1947. Anthony et
Lathrop [4J montrent que, dans ces conditions expérimentales, des lésions hépatiques surviennent
chez le rat après administration par voie veineuse de 1 à 2 uc de cérium 144 par gramme de poids
corporel. Ces lésions provoquent la mort chez la plupart des rats. La survie est inférieure à 30
jours pour tous les animaux ayant reçu une dose de 5 jic/g de poids corporel. La dose léthale 50 %
30 jours (DL 50/30) est fixée, pour le rat, à 2 ou 3 jic/g de poids corporel. La mort survient du
fait des lésions hépatiques. La dose toxique de 5 uc/g correspond à 1,5.10-' g de cérium 144. La
dose toxique de cérium stable, dans les mêmes conditions expérimentales, est de l'ordre de 4 à
10.10'* g de cérium par gramme de tissu. Les lésions constatées sont donc bien le fait des pro-
priétés radioactives du cérium 144 et non celui d'une intoxication chimique par cet élément.

Ces divers résultats, bien que fragmentaires, ont été utilisés pour déterminer, en première
approximation, les concentrations maxima admissibles dans l'air et dans l'eau de boisson, pour
l'homme.

En 1950, Kawin et ses collaborateurs [31], étudient la répartition du cérium ches le rat après
injection intra-veineuse de cérium 144-praséodyme 144 sans entraîneur, en solution à 0,01 % de
citrate de sodium à pH 6.

Schubert J. [46] en 1951, estime que, six mois après l'administration de cérium 144, 35 %
sont retenus par l'organisme. L'excrétion est assurée par les fécès. Il fixe la quantité maxima
admissible dans l'organisme humain à 0,3 uc en admettant cependant une rétention totale en tenant
compte de la décroissance rad xctive.

En 1954, lorsque nous avons entrepris l'étude du métabolisme du cérium 144 sans entraîneur,
les données expérimentales étaient encore très fragmentaires ; en particulier, la répartition du
cérium 144 après injection intra-veineuse était mal connue. Aucune étude sur le mode de transport
du cérium 144 dans le sang n'avait été publiée.

De nouveaux résultats expérimentaux font l'objet de quelques publications après 1954.

P.W. Durbin et ses collaborateurs [16-17] et [18] étudient le métabolisme du cérium 144 sans
entraîneur dans le cadre d'une étude d'ensemble sur le métabolisme des différents lanthanides. Le
cérium 144 est administré sous forme de complexe citrique obtenu par addition d'une solution de
citrate de sodium à une solution de chlorure de cérium sans entraîneur dans le rapport molaire
1000/1, pensant éviter ainsi la formation d'agrégats de dimensions supérieures à celles des cristal-
loîdes. Les voies intra-musculaire [16-17] et intra-veineuse [18] sont successivement utilisées.
L'évolution de la radioactivité du sang, du foie et du squelette est étudiée pendant une période de
quatre heures après l'administration du radioélément.

Foreman et Finnegan vers 1956 [22] utilisent du CeCi, (cérium 144 sans entraîneur) dans une
solution de citrate (0,5 %) à pH 5. Ils étudient la répartition le quatrième jour après l'injection
intra-veineuse, l'élimination urinaire et fécale durant ce laps de temps, mais envisagent surtout
les modifications apportées à cette distribution après administration d'acide éthylénediamitétra-
acétique (EDTA).

Norris [41] présente les résultats acquis par l'équipe de Argonne National Laboratory. Les
animaux d'Anthony et Lathrop [4] sont utilisés à leur mort pour préciser la répartition du cérium
injecté. Il peut ainsi donner la courbe d'élimination fécale pendant 40 jours et les courbes de ré-
tention dans le squelette et dans le foie pendant 240 jours.

Jowsey et ses collaborateurs [30] étudient chez le chien la répartition du cérium 144 (CeCl,)
sans entraîneur, de 24 heures à 7 jours après administration intra-péritonéale. Us constatent en
particulier une répartition non homogène entre les différentes parties du squelette.

Alors que ce travail était en cours, Catsch et ses collaborateurs [10] ont publié la première
partie d'une étude d'ensemble sur les possibilités» thérapeutiques offertes par de nombreux produits
dans les cas d'empoisonnement par les produits de fission. Ils envisagent en particulier le traite-
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ment après administration de cérium 144 par voie intra-veineuse à des rats (solution de CeCl( "pra-
tiquement" sang entraîneur, 1 mc/mg, en soluté physiologique). Ils étudient chez les rats témoins,
la répartition, 48 heures après l'injection, du cérium dans le foie, les reins et le squelette. Ils
constatent une dispersion anormale entre les différentes séries de rats étudiées. Nous reviendrons
plus loin sur ces résultats.

Kutzim [36] étudiant la résorption de phosphates métalliques en suspension dans une solution
de Périston (polyvinylpyrrolidone) à 1 %, après injection sous cutanée, constate qu'une fraction non
négligeable de phosphate de cérium (20 % le 14ème jour) est retrouvée dans les divers organes :
foie, squelette et muscles.

Au cours d'expériences préliminaires en 1954, nous avons étudié la répartition du cérium
radioactif, "|Ce, sans entraîneur, chez la souris après injection intra-veineuse, d'une solution de
chlorure de cérium à pH compris entre 4 et 6, en soluté physiologique NaCl à 9 %a.

Nos résultats ont montré une dispersion importante dans toutes les séries d'animaux : les
variations individuelles sont particulièrement nettes pendant les premières heures après l'injection.
D'autre part, l'utilisation d'une solution à pH inférieur à 4 ou supérieur à 6 conduit à une distri-
bution quantitativement différente dans les organes fixateurs, foie, squelette, reins et rate.

Les données acquises par tous ces travaux permettent de fixer les grandes lignes du devenir
du cérium 144 après administration à un organisme animal.

DISTRIBUTION DU CERIUM 144 DANS L'ORGANISME.

Quels que soient le mode d'administration du cérium sans entraîneur et la nature du sel uti-
lisé (sel soluble ou insoluble, complexe ou chélate), le cérium se localise dans un premier temps
dans le foie et dans le squelette. Le taux de fixation dans ces organes est variable suivant les
conditions expérimentales. La fraction de la dose absorbée après injection locale est fonction de la
voie d'administration ; cette fraction absorbée est rapidement répartie dans les organes cibles, foie
et tissu osseux.

Cette phase de distribution Initiale est réalisée en quelques heures après administration par
voie veineuse. 60 à 80 % de la dose injectée sont retenus par le foie. Le squelette fixe 10 à 25 %
du cérium administré. La radioactivité du sang circulant décroit plus ou moins rapidement et en
quelques heures, elle est devenue négligeable.

10 à 15 % de la dose injectée sont retrouvés dans d'autres tissus : peau, muscles, tube di-
gestif, reins et rate, lorsque les animaux sont sacrifiés précocement après l'injection (30 minutes
par exemple). Passé ce délai, seuls la rate et les reins retiennent 0,5 à 2 % du cérium injecté.
Cependant, chez quelques animaux, la rétention dans les muscles paraît se prolonger pendant 24
heures.

Immédiatement après la phase de distribution initiale prend place une phase de redistribution.

Le cérium fixé dans le foie commence à quitter cet organe quelques heures (on peut être même
déjà au cours de la phase de distribution initiale) après l'administration du cérium. Il en est de
même du cérium retenu dans les différents tissus ou viscères autres que le tissu osseux : 24 heures
après l'injection veineuse, la majorité des tissus (autres que le foie, le squelette, la rate et les
reins) ne contient pratiquement plus de cérium. Les reins et la rate (d'une façon inconstante), les
poumons dans certains cas, retiennent 1 à 2 % de la dose injectée.

Le cérium libéré par le foie et par les tissus est soit excrété dans les fécès soit fixé secon-
dairement par le squelette dans des proportions variables. La décroissance dans le foie est plus
ou moins rapide : la période biologique pour cet organe a été fixée à 10-20 jours par les auteurs
a f r i c a i n s . Nos résultats expérimentaux, après injection de nitrate de cérium à pH 4 chez le rat,
nous ont montré que l'élimination du cérium hépatique était complexe : après une période d'élimi-
nation rapide persistant pendant 2 à 3 semaines (période de 5 jours), le cérium quitte le foie beau-
coup plus lentement (période de 40 à 60 jours) et vers le 120ème jour, il ne reste dans le foie que
0,1 à 0,5 % du cérium injecté.

La fixation dans l'os est lente et continue. Elle se prolonge tant que le foie libère du cérium.
Elle atteint 30 à 40 % de la dose injectée le 30ème jour, alors que le foie ne contient plus que
1 à 3 % de cette dose.

Le sang, au cours de cette période, transporte une très faible quantité de la dose initiale,
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d'une façon permanente. Le rein et la rate paraissent éliminer très lentement les quelques pour-
centa fixés à l'origine. y*~~

Notons que la répartition entre les selles et le squelette du cerium libéré par le foie, n'est
pas uniforme chez les différents animaux. Si la fraction éliminée par les fécès est toujours plus
importante que celle fixée par le squelette, le rapport entre ces deux quantités varie dans de larges
limites d'un animal à l'autre.

Phase osseuse. Le squelette reste pratiquement le seul réservoir de cérium dans l'organisme, à
partir du 2û-25èrae jour. Les auteurs américains ont constaté un taux d'élimination très faible du
cérium fixé dans l'os : la période biologique serait de l'ordre de 200 à 500 jours. Le cérium quit-
tant le squelette est éliminé par les fécès.

DISCUSSION.

Ce tableau de la distribution du cérium 144 sans entraîneur dans l'organisme après injection
intra-veineuse, représente une première approximation tirée de l'ensemble des résultats publiés
et de nos travaux.

Cependant l'examen attentif des données expérimentales fait apparaître des divergences nom-
breuses, soit dans les taux de fixation dans les différents organes, soit dans la cinétique des mo-
difications se produisant secondairement, soit dans l'importance de la fraction excrétée.

Certaines de ces divergences peuvent être d'origine purement physiologique, le nombre d'ani-
maux habituellement utilisé étant insuffisant pour espérer atténuer les variations individuelles et
conduire ft des moyennes statistiquement valables.

Elles proviennent pour la plupart, de l'intervention de facteurs dont il n'a pas toujours été
tenu compte.

La distribution d'un radioélément quelconque dans l'organisme, et en particulier d'un radio-
élément sans entraîneur est fonction, entre autre, de la nature chimique du sel administré (sel
soluble, complexe ou chélate). Intervient également l'état physico-chimique sous lequel le radio-
élément est injecté : la plupart des éléments des terres rares présentent la propriété de former
des hydroxydes insolubles ft certains pH et en particulier à des pH voisins du pH physiologique. Il
a été reconnu d'autre part que, aux concentrations correspondant ft l'utilisation d'un radioélément
sans entraîneur (de 10*' ft 1 0 " M suivant l'élément), le pH de précipitation de l'bydroxyde des
terres rares est abaissé de 1,5 ft 2 unités pH.

Le cérium tri valent, sans entraîneur, est un élément pour lequel ces facteurs interviennent
pleinement : physiologiquement inactif, il possède la propriété de se complexer avec certaines mo-
lécules organiques (telles que les acides nucléiques) ; l'hydroxyde céreux se forme ft pH 7,4 à con-
centration molaire 10"'.

Les chercheurs ayant utilisé des solutions diluées de cérium trivalent (CeCl,) ont constaté
l'instabilité de ces solutions, même ft des pH inférieurs ft 5. Cette remarque a conduit certains
d'entre eux ft utiliser des solutions de sel céreux dans du citrate de sodium, formant ainsi un com-
plexe stabilisant la solution. Cependant, les résultats obtenus ne reflètent pas nécessairement le
devenir du cérium administré sous forme de sel minéral.

Au cours de nos expériences préliminaires, nous avons également constaté l'instabilité des
solutions de nitrate et de chlorure de cérium que nous avons utilisées (pH compris entre 4 et 6).

Les données expérimentales sur le mode de transport du cérium dans le sang sont très frag-
mentaires et d'interprétation difficile. L'hypothèse du comportement colloïdal du cérium dans le
sang, quelle que soit la nature du sel injecté, n'a fait l'objet d'aucune vérification expérimentale.
Elle est admise par les différents auteurs par extrapolation de résultats obtenus avec d'autres terres
rares. Elle ne permet pas d'expliquer en particulier les résultats de P. W. Durbin [18] qui suggèrent
l'existence d'une liaison protéine-métal dans le sang.

Tous ces travaux n'établissent aucun lien entre l'état physico-chimique du cérium 144 dans
les solutions administrées et le devenir ultérieur de ce produit de fission dans l'organisme.

Nous avons pensé que les différences dans le mode de transport dans le sang et dans les taux
de fixation dans les différents organes que nous avons constatées au cours de nos expériences pré-
liminaires, en fonction du pH de la solution administrée, étaient liées directement ft l'état ionique
ou colloïdal du cérium dans les solutions injectées.
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L'étude de l'état physico-chimique du cérium en solution diluée, celle du mode de transport
et de la distribution du cérium dans l'organisme, en fonction de cet état, pouvait donc apporter des
informations intéressantes permettant une meilleure compréhension des mécanismes biologiques mis
en Jeu par l'organisme au cours d'une radiointoxication par le cérium 144. La connaissance de ces
mécanismes étant indispensable pour l'établissement d'une thérapeutique appropriée, ces études
présentaient d'autre part un intérêt pratique certain.
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PREMIÈRE PARTIE

ÉTAT PHYSICO-CH7MIQUE DES SOLUTIONS DE CÉRIUM 144
SANS ENTRAINEUR

INTRODUCTION

Paneth en 1912 [44], au cours de ses recherches sur la séparation des radioéléments naturels
a constaté que le radium E (bismuth 210) et le polonium ne diffusaient pas à travers le parchemin
en solution neutre ou alcaline, à des concentrations inférieures à 10*' M : ces éléments se com-
portent comme des colloïdes et Paneth les appela "radiocolloldes". Depuis cette constatation, de
nombreux auteurs ont étudié le comportement des solutions très diluées des radioéléments naturels
et artificiels. En particulier, Haiseinsky en France [24] a étudié les variations du caractère colloïdal
du polonium et du bismuth en fonction du pH.

Il a été rapidement reconnu que le comportement colloïdal était le fait de l'extrême dilution
de l'élément et non le fait de ses propriétés radioactives. Le terme "radiocollolde" a cependant été
conservé malgré son impropriété.

Ce comportement a été constaté chez un grand nombre de radioéléments artificiels et l'ins-
tabilité des solutions aqueuses d'un sel de cérium trivalent et d'un anion fortement basique (Cl* et
NO" en particulier), aux pH physiologiques ou légèrement acides, a été rattachée à ce comportement.

Kurbatov et Kurbatov [34], Schweitzer et ses collaborateurs dans de nombreux travaux [48 à
S3], ont étudié les propriétés radiocolloldales du lanthane 140, de 1'yttrium 90, précisant le rôle
du pH, de la concentration, des electrolytes et des agents complexants dans la formation de col-
loïdes.

Schweitzer et Jackson [50] ont montré pour le lanthane 140 sans entraîneur & concentration
molaire 10"« que la précipitation de La (OH), débutait à pH 2, atteignait 100 % à pH 6, la fraction
colloïdale augmentant régulièrement en fonction du pH dans la zone des pfl comprise entre 2 et 6 .
A concentration molaire 10**, l'hydroxyde de lanthane précipite à pH 7.

Ces divers travaux ont montré que, en solution très diluée, la précipitation des hydroxydes
de terres rares se produit à des pH inférieurs de 1,5 à 2 unités au pH de précipitation connu pour
les solutions peu diluées (- 10'* M).

Kurbatov et Pool [35] ont constaté le comportement colloïdal du cérium en solution extrême-
ment diluée (1944). Par analogie avec les autres terres rares, la formation de l'hydroxyde céreux
colloïdal débuterait à pH 5 environ.

La nature colloïdale des différents éléments en solution très diluée, à des concentrations mo-
laires de l'ordre de 10*' à 10*" à été étudiée au moyen de nombreuses méthodes : filtration, cen-
trifugation, dialyse, mesure du coefficient de diffusion, mobilité électrophorétique, fixation dif-
férentielle sur des colonnes échangeuses d'ions. Chamie en 1927 [11] utilisant une méthode auto-
radiographique, a prouvé l'existence d'amas de polonium dans les solutions aqueuses voisines de
la neutralité. G. Bouissières et coll. [6] en 1947, par une méthode analogue, étudient le compor-
tement du polonium dans l'eau distillée, dans l'alcool absolu et dans l'acétone anhydre à une con-
centration de l'ordre de 5.10* atomes par millilitre. Ils montrent l'existence, dans les solutions
aqueuses, d'amas de polonium, le nombre d'atomes par amas augmentant dans de fortes proportions
dans les solutions âgées de trois jours par rapport aux solutions fraîchement préparées.

Ces différentes méthodes sont qualitatives ou semi-quantitatives et n'apportent aucun rensei-
gnement sur la cinétique de la formation du colloïde ou sur son comportement.
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Nous avons pensé qu'il serait possible d'étudier la stabilité d'une solution très diluée d'un
élément radioactif par la mesure de l'accroissement de la radioactivité au fond d'un récipient la
contenant, lorsque la solution est soumise à l'action de la pesanteur. Noua avons appliqué cette
méthode à l'étude des solutions très diluées de différents sels de cérium trivaient, utilisant le cé-
rium 144 sans entraîneur.
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Il

EXPÉRIMENTATION

METHODE D'ETUDE DES RADIOCOLLOIDES.

1/ Principe et bases théoriques.

Soit un flacon cylindrique à fond plat, d'épaisseur connue contenant la solution à étudier d'un
radioélément émetteur béta pur, sans entraîneur, disposé au-dessus d'un compteur de Geiger-Millier
type compteur cloche, la fenêtre étant dirigée vers le haut.

Dans ces conditions, ne parviennent au compteur que les béta émis par les noyaux situés dans
une couche d'épaisseur finie, voisine du fond du flacon. L'épaisseur de cette couche est fonction de
l'énergie maximum des rayons 0 émis et de l'importance des écrans traversés : (couche liquidienne ,
fond du flacon, couche d'air intermédiaire et fenêtre du compteur). Le rendement de comptage (rap-
port du nombre de rayons béta détectés au nombre de rayons béta émis) -est une fonction complexe
de la géométrie de l'ensemble expérimental, de la répartition des noyaux émetteurs dans la couche
définie ci-dessus, du spectre énergétique des béta émis, de l'épaisseur des divers écrans et du
rendement propre du compteur.

Toute sédimentation de la solution se traduit par l'accroissement du nombre de noyaux émet-
teurs situés dans la couche au voisinage du fond du flacon, et provoque une augmentation de la
radioactivité mesurée. L'étude de l'évolution de celle-ci en fonction du temps permet de suivre la
sédimentation.

1) Soit un milieu dispersé dans lequel la phase dispersée renfermant tous les noyaux radio-
actifs, sédimeate en totalité en un temps t. Supposons que les micelles constituant la phase dis-
persée soient toutes identiques et que leur dimension ne varie pas au cours de la sédimentation.
Le radioélément utilisé étant sans entraîneur, le nombre de micelles est très petit par rapport au
nombre total des molécules de la phase non dispersée. Le volume occupé par la phase dispersée
est également très petit par rapport au volume total. Nous fixons les conditions expérimentales
pour que l'épaisseur de la couche à partir de laquelle les rayons béta émis sont détectés par le
compteur, soit grande par rapport à celle des micelles radioactives rassemblées uniformément au
fond du flacon.

Soit u le nombre de noyaux radioactifs par unité de volume de la suspension au temps initial t ( ,
la répartition étant supposée homogène.

v la vitesse de chute des micelles,

N( le nombre de noyaux radioactifs existant au temps ta dans la couche mesurée.

a le facteur constant tel que N, a soit le nombre de rayons p émis par unités de temps par N,
noyaux du radioélément,

k le rendement de comptage pour les rayons p issus des noyaux répartis dans la couche me-
surée,

k* le rendement de comptage pour les rayons P issus des noyaux répartis sur le fond du fla-
con, k1 est plus grand que k par suite de l'augmentation de l'angle solide et de l'accrois-
sement du nombre de rayons 0 émis détectés par le compteur.

Au temps t t la radioactivité mesurée R( est :

Rt = kN.a
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Si tous lea noyaux de la couche mesurée sont répartis sur le fond du flacon, la radioactivité
mesurée devient :

R; * k'N.a

Au cours de la sédimentation, un état de régime s'établit et pendant l'intervalle de temps dt,
dN noyaux radioactifs provenant d'une couche d'épaisseur dl immédiatement sus-jacente à la couche
mesurée, pénètrent dans celle-ci. L'accroissement de la radioactivité mesurée, pendant l'intervalle
dt, provient des particules déposées au fond du flacon, comptées avec le rendement de comptage
k1. On a :

dt p K dt

avec: ^ - = uS | [ * uSv

S étant la surface du flacon.

d'où : 4 T " • ak' uS v (1)
dt

Lorsque toutes les particules ont sédimenté, la radioactivité finale mesurée est :

RIM = ak1 uV = k1 Na (2)

N étant le nombre total de noyaux radioactifs existant dans la solution de volume V.

(L'indice 100 est utilisé lorsque la sédimentation est totale).

Dans ces conditions, la radioactivité mesurée varie linéairement avec le temps pendant toute
la phase de régime. Ce mode d'expression n'est valable que pour les solutions très diluées pour
lesquelles, du fait du nombre très réduit de particules constituant la phase dispersée, le gradient
de concentration n'apparaît que dans la partie inférieure de la couche de liquide voisine du fond du
flacon.

Les courbes expérimentales permettent d'atteindre R,M, radioactivité mesurée en fin de sédi-
dR

mentation et -rr- pente de la partie linéaire de la courbe. La relation (2) permet de déterminer le
facteur constant (ak' u) et la relation (1) permet de calculer la vitesse de chute des particules con-
naissant la pente de la courbe expérimentale, le facteur (ak1 u) et S la surface du flacon.

2) Lorsqu'une fraction (f) seulement des noyaux radioactifs de la suspension est susceptible
de sédimenter, u étant toujours le nombre de noyaux radioactifs par unité de volume de la suspen-

sion, (1-f) noyaux restent en suspension et -TT- devient :

= a k ' u f S v (3)

et la radioactivité finale mesurée devient :

R, = R. ( l - f )+ak'nf V (4)

R, (1-f) représente la radioactivité mesurée due à la fraction non sédimentée de la couche contigde
au fonâ du flacon et ak1 \i f V, la radioactivité mesurée due à la totalité des noyaux radioactifs du
volume V de la solution ayant sédimenté.

La relation (4) permet de calculer (f), fraction des noyaux radioactifs susceptibles de sédi-
menter dans les conditions de l'expérience, connaissant ak'n.

Portant (2) dans (4), on obtient :

R, = R,(l-f) + R1Mf
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En effet, a , k' et \i sont indépendants de l'état physico-chimique, dispersés ou en solution, des
atomes radioactifs.

Remarques.

1) Dans le cas du cérium 144 sans entraineur, "jCe est en équilibre radioactif avec son des-
cendant 'J*Pr. Ce dernier émet 97 % de rayons p d'énergie maximum 2,98 MeV. Les P du cérium
144 sont beaucoup plus mous (0,30 MeV maximum). Les P détectés par le compteur sont ceux de
parcours supérieur à l'épaisseur totale des écrans : tous les f3 du cérium sont absorbés et seuls
les P du praséodyme ayant une énergie supérieure à une valeur minimum sont détectés.

2) Les rayons Y émis par le mélange 'JJCe - 'JJPr sont pour la plupart de faible énergie. Le
rendement de comptage du type de compteur utilisé pour les rayons y est très faible. La fraction
de la radioactivité mesurée due à ces rayons Y est très faible et peut être considérée comme cons-
tante en première approximation, quelle que soit la position du noyau émetteur au cours de la sé-
dimentation. Dans ces conditions le mélange 'JJCe - 'JJPr peut être considéré comme émetteur béta
pur.

3) Les relations établies précédemment diffèrent des relations classiques sur la sédimentation
des milieux dispersés. Elles ne sont valables que dans le cas d'un radioélément sans entraineur.
Dans le cas d'un radioélément avec entraineur, le nombre de noyaux de l'élément étudié présents
dans la suspension n'est plus négligeable par rapport à celui des molécules du liquide intermicel-
laire. Un gradient de concentration s'établit sur toute la hauteur de la colonne de liquide, la va-
riation de la radioactivité mesurée n'est plus une fonction linéaire pendant la plus grande partie de
la sédimentation. Les facteurs (i et v ne peuvent plus être considérés comme constants et le ren-
dement de comptage k prend une valeur k" mal définie.

2/ Dispositif expérimental.

Il se compose d'un flacon de 20 mi environ, à fond plat, mince, placé sur un support au-
dessus d'un compteur cloche de Geiger-Mûller, dont la fenêtre est dirigée vers le haut. Un écran
de cuivre est interposé entre le compteur et le fond du flacon, afin de limiter à une valeur connue
l'épaisseur de la couche de liquide dans laquelle les béta émis seront détectés.

Le dispositif de comptage est complété par une échelle de comptage, un intégrateur et un
enregistreur sans dérive, permettant une étude continue pendant plusieurs heures.

Dans le dispositif utilisé, le fond du flacon a une épaisseur connue de l'ordre de un mil-
limètre, l'écran de cuivre a une épaisseur de 1 mm (890 mg/cm1) et la fenêtre du compteur est
de 1,9 mg/cm2. Le parcours maximum des rayons p de 2,98 MeV est voisin de 1500 mg/cm2.
L'épaisseur de la couche de liquide à partir de laquelle les p émis sont détectés est de ce fait de
l'ordre de 3,5 mm. Tous les rayons P d'énergie inférieure à 2,5 MeV sont absorbés par les écrans
dont l'épaisseur totale est de l'ordre de 1250 mg/cm2.

3/ Modalités expérimentales.

Les solutions étudiées sont obtenues par dilution dans de l'eau bidistillée à partir d'une solution
mère de chlorure ou de nitrate de cérium sans entraineur. Elles sont ajustées au pH désiré par
addition de soude décarbonatée. Le pH est mesuré à l'aide d'un dispositif électrométrique.

Les flacons contenant les solutions sont bouchés hermétiquement pendant toute la durée de
l'expérience afin d'éviter tout contact avec le CO, atmosphérique. La gauime de pH étudiée s'étend
de pH 2 à pH 12.

Pour certaines solutions, un enregistrement continu des variations du pH au cours de la sédi-
mentation a été léalisé simultanément à l'enregistrement de la radioactivité.

Le flacon contenant la solution à étudier est agité, puis placé au-dessus du compteur et l'en-
registrement de la radioactivité est poursuivi jusqu'à l'obtention d'un plateau. A la fin de l'enre-
gistrement, le flacon est agité à nouveau, et la radioactivité est mesurée dans les mêmes conditions
qu'au début de l'expérience.

L'enregistrement de la variation du pH de solutions fraîchement préparées nous ayant montré
une variation continue de celle-ci, puis une stabilisation à une valeur constante, la courbe Cç sédi-
mentation n'est enregistrée que lorsque le pH de la solution est stabilisé. Le temps de "mûris-
sement" des suspensions peut varier de deux à plusieurs jours.
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La durée de l'enregistrement varie entre 20 et 48 heures. Les courbes obtenues lorsque le
pH de la suspension étudiée est stable, sont reproductibles à plusieurs Jours d'intervalle.

RESULTATS EXPERIMENTAUX.

Nous avons étudié des solutions de chlorure de cérium 144 sans entraîneur et des solutions
de nitrate de cérium 144 sans entraîneur. Les auteurs américains ayant utilisé des complexes ob-
tenus après addition de citrate de sodium, nous avons étudié le comportement de ces solutions cl
nous avons également étudié la sédimentation d'un phosphate de cérium obtenu après addition de
phosphate de sodium à une solution de chlorure de cérium 144 sans entraîneur.

1/ Chlorure de cérium sans entraîneur.

Les courbes expérimentales obtenues par enregistrement continu pour différents pH compris
entre 3,5 et 12 ont été rassemblées dans la figure 2.

CHLORURE de CÈRÎUM RF

...ws , 0

Hl»r«»

Figure 2 - Courbes de sédimentation.

Les temps sont portés en abscisses (en heures) ; en ordonnées (échelle de gauche) est portée
la radioactivité mesurée R, au temps t en impulsions par seconde, et sur l'échelle de droite, les
valeurs finales R correspondant aux différentes solutions.

La figure 2 montre qu'une sédimentation se produit dans les solutions dont le pH est supérieur
à 4,5. Les courbes obtenues ont des caractéristiques différentes pour chaque pH.

Les courbes permettent de définir, pour chaque pH, la radioactivité mesurée R en fin de

sédimentation et la pente - j p de la partie linéaire de la courbe de sédimentation. Ces données sont

rassemblées dans le tableau n.
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Tableau II.

Radioactivité finale et pente en fonction du pH
Chlorure de cérium sans entraîneur.

PH

3.8
4.8
6.3
6.4
6,8
6,9
7.2
7.8
8
8,7
11.6
12.3
12.3 (+)

R (Imp/sec)

10 (= R.)
15
20
40
67
25
15
25
40
63
80
79
62

Pente

0
0.15
0,36
- (1)
- (1)
0,43
- (1)
0,50
1,36
2.7
4.2
3.3
3.1

(+) solution de soude carbonatée,

(1) pour ces valeurs de pH, seul R a été déterminée.

2/ Nitrate de cérium sans entraîneur.

Un ensemble de courbes analogues aux précédentes est obtenu pour les solutions de nitrate de
cérium sans entraîneur (figure 3).

NiTRA TE de CÉRIUM Rf
90*

IS 20 heures

Figure S - Courbes de sédimentation. - Nitrate de cérium sans entraîneur.
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Pour les pH Inférieurs à 2,6. aucune variation de la radioactivité initiale R, n'est constatée.
Pour les pH supérieurs à 3, les courbes obtenues sont de même type que les courbes des solutions
de chlorure de Cérium mais la partie linéaire des courbes est moins nette, en particulier pour
celles relatives à des pH compris entre 6,4 et 7,5.

Le tableau ni indique, pour chaque pH, les valeurs finales de la radioactivité mesurée et les
pentes de la portion linéaire des courbes de sédimentation.

Tableau m

Radioactivité finale et pente en fonction du pH.
Nitrate de cérium sans entraîneur.

PH

3
3.5
4.5
4.9
5.2
5,35
5.4
5.6
5.8
6 ,4
6,5
6.7
7.35
7.5

11,25
13

R (imp/sec)

15 (= R.)
18
23
27
40
60
87
40
22
33
41
64
80
84
87
89

Pente

0
0.07

-
0 ,4

-
2 .5

-
-
-
-

0.85
3
2.1

-
20
34

3/ Autres sels de cérium.

a) Citrate de cérium : Dans une solution de chlorure de cérium sans entraîneur, nous
avons ajouté, dans les conditions préconisées par les auteurs américains, une solution de citrate
de sodium à 0,5 %.

Dans la gamme des pH étudiée (entre 6 et 8) aucune modification de la radioactivité initiale
n'est constatée.

CQH*A»tcs «•• tuvtms sets — c«

I I I
14

Figure 4 - Courbes de sédimentation de différents sels de cérium.
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b) Phosphate de cerium : Une solution de phosphate de sodium est ajoutée à la solution
de chlorure de cérium sans enîrainc îr. La solution est amenée à pH 6 ou 9.

Une sédimentation très rapide est constatée ; elle est totale en deux heures.

Les différentes courbes de sédimentation obtenues ont été rassemblées en partie dans la fi-
gure 4, dans laquelle les courbes de sédimentation du chlorure et du nitrate de cérium sans en-
traîneur à pK 9 ont été reportées à titre de comparaison.

INTERPRETATION DES COURBES EXPERIMENTALES.

1/ Détermination de la fraction sédimentée.

Les données numériques des tableaux II et ni permettent de déterminer l'importance de la
fraction sédimentée en fonction du pH. par application de la relation (S) (p.20) R,oe est déterminé
par la radioactivité finale de la courbe traduisant la sédimentation maximum soit :

RIM = 80 pour les chlorures (pH 11,6)

R,M = 89 pour les nitrates (pH 13)

Nous avons vérifié que cette valeur correspondait bien à la sédimentation de la totalité des
atomes radioactifs présents dans la solution :

a) par la mesure de la radioactivité résiduelle à différents niveaux de la colonne de li-
quide en fin de sédimentation,

b) par le calcul de la radioactivité théorique qui devrait être mesurée si tous les atomes
radioactifs de la solution étaient répartis au fond du flacon, tenant compte de la variation du ren-
dement de comptage,

R, est constant pour toutes les courbes d'un même sel. R, est égal à 10 dans le cas des
chlorures et à 15 dans le cas des nitrates, en impulsions/seconde.

Les valeurs obtenues pour f (fraction sédimentée) exprimées en % des atomes radioactifs de
la solution, sont rassemblées dans le tableau IV pour les solutions de chlorure de cérium et dans
le tableau V pour celles de nitrate sans entraineur.

Tableau IV

PH

3.8
4,8
6,3
6 .4
6.8
6.9
7,2
7.8
8
8,7

U.6
12.3
12,3

Fraction sédimentée en fonction du pH.
Chlorure de cérium sans entraineur.

<+)

R, - R.

0
5

10
30
57
15

5
15
30
53
70
69
52

_*' "/_' x 100

0
7.1

14.3
43
84
21

7,1
21
43
76

100
98
74

(+) solution de soude carbonatée.

Les figures 5 et 6 représentent les variations de la fraction sédimentée f en fonction du pH,
Ces variations complexes seront discutées plus loin.
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CHLORURE de CERIUM

I

3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 pH

Figure 5 - Fraction sédimentée en fonction du pH. - Chlorure de cérium sans entraineur.

NITRATE de CERiUM

V. <
no

80

60

40

20

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 pH

Figure 6 - Fraction sédimentée en fonction du pH. - Nitrate de cérium sans entraineur.
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Tableau V
Fraction sédimentée en fonction du pH.

Nitrate de cérium sans entraîneur.

PH

3.5
4.5
4.9
5,2
5,35
5,4
5.6
5.8
6.4
6.5
6,7
7,35
11,25
13

R, -R.

3
8
12
25
45
72
25
7
18
26
49
65
72
74

f « *' " *' x 100
RIM " R»

4
11
16
34
60
97
34
9
24
34
66
87
97
99

2/ Cinétique de la sédimentation.
Les courbe* de sédimentation permettent d'obtenir des renseignements sur la vitesse de chute

des particules de la phase dispersée, et par là, sur les dimensions relatives des micelles col-
loïdales.

De la relation (2) (p. 20) :

R ,..

on tire :

a k ' u R«M
V

Remplaçons o k'u par cette valeur dans (1) (p. 20), nous avons :

vtM étant la vitesse de chute des particules d'une suspension dans laquelle tous les atomes radio-
actifs appartiennent à la phase dispersée sédimentable.

dR
dt

est la pente de la partie linéaire de la courbe de sédimentation, d'où :

v1M « pente(1M) . 1 - ^

Dans le cas où une fraction f seulement est sédimentable :

dR, pente, v i t
( f ) fSv,

et :
pente(f) x ^

v,« pente

exprime la vitesse de chute des particules de la solution (f) en fonction de la vitesse de chute

des micelles les plus rapides.
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Les tableaux VI et VII indiquent les variations du rapport v,/v,M en fonction du pH pour les
deux sels étudiés. Une valeur approchée de la vitesse de chute des différentes particules a été cal-
culée, connaissant le temps de sédimentation totale et la hauteur de la colonne de liquide, pour les
particules les plus rapides. La sédimentation est totale en 15 heures pour la solution de chlorure
de cérium a pH 11,6 et elle nécessite 2 heures 15 dans le cas de la solution de nitrate à pH 13 ;
les vitesses de chute des particules peuvent être estimées à 2 mm par heure dans le premier cas
et à 13,5 mm par heure dans le second.

Tableau VI

Vitesse de chute en fonction du pH.
Chlorure de cérium sans entraîneur.

PH

4,8

6.3

6.9

7.8

8

8.7

11.6

pente

0,15

0.36

0,43

0.50

1.36

2,7

4.2

f

7,1

14.3

21

21

43

76

100

V I / V I »

0,49

0,60

0,48

0,57

0,75

0,86

1

v (mm/h)

1

1.2

0,96

1.14

1.3

1.7

2

Les figures 7 et 8 représentent les vitesses de chute en fonction du pH pour les solutions
étudiées.

V.UiM.

Figure 7 - Vitesse de chute des particules. - Chlorure de cérium sans entraineur.
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Tableau VII

Vitesse de chute en fonction du pH - Nitrate de cérium «ans entraîneur.

pH

3,5
4.9
5.95
6.5
6.7
7.35
7.5

11,25
13

pente
0,07
0.4
2.5
0.85
3
2.1
4

20
34

£

4
16
60
48
66
87
92
97
99

V l /V1M

0.05
0.08
0.14
0.06
0,09
0.11
0.18
0,63
1

v (mm/h)

0.7
1.1
1.9
0.8
1.2
1.5
2.4
8.6

13.5

Ct*U

Figure 8 - Vitesse de chute en fonction du pH. - Nitrate de cérium sans entraineur.
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DISCUSSION.

Les courbes expérimentales obtenues traduisent l'hétérogénéité des solution» de chlorure et
de nitrate de cérium sans entraîneur (aux concentrations de l'ordre de 10'" M), pour -les pH supé-
rieurs à 4,5 dans le cas des chlorures et pour des pH supérieurs à 3 pour les nitrates.

Schweitzer et Jackson [50], par une méthode de filtration, ont montré que la précipitation de
l'hydroxyde de lanthane colloïdal, La (OH),, aux concentrations molaires 10'11, débutait à pH2, at-
teignait 100 % à pH 6, la fraction retenue sur le filtre augmentant régulièrement dans la zone de
pH comprise entre 2 et 6 (figure 9).

F.ttri

6»

6o

40

8 10

Figure 9 - Pourcentage de lanthane 140 filtré en fonction du pH obtenu en neutralisant une solution 1N NO, H
avec une solution NaOH sans carbonate, (d'après Schweitzer et Jackson [501).

Il est généralement admis que, à l'échelle des indicateurs, la précipitation des hydroxides
colloldaux des terres rares est effective à des pH inférieurs de 1,5 à 2 unités au pH de précipi-
tation des solutions à concentration molaire 10"1 [48]. En supposant que le comportement du cérium
tri valent soit comparable à celui des autres terres rares trival entes, l'hydroxyde de cérium col-
loïdal, Ce (OH), devrait se former aux environs de pH 5. Cette notion, comme l'ont fait remarquer
la plupart des auteurs, est en contradiction avec la notion du produit de solubilité.

Si on admet pour pH de précipitation de l'hydroxyde de cérium dans une solution 10" M, la
plus basse des valeurs proposées, soit 7,1, le pH de précipitation de cet hydroxyie à l'échelle
des indicateurs (molarité 10*"), devrait être 9,8. En effet, si Ptk = - Log S,, Sk étant la solubi-
lité de la "base", la variation APM est reliée à la variation de pH (ùpH) par la relation :

ApH

n étant la valence (3 pour le cérium de nos solutions). A 10*" M. ApH est de l'ordre de 8/3 soit
2,7 par rapport à une solution de molarité 10'1.

La sédimentation constatée à partir de pH 4,5 pour les solutions de chlorurs de cérium ne
peut donc être le fait de la formation de Ce (OH), si la notion de produit de solubilité est applicable
aux concentrations envisagées. Schweitzer et Scott [53] font la même constatation pour l'yttrium.

Halssinsky [26] explique cette contradiction apparente par le fait que les solutions du type de
celles étudié28 "constituent plutôt des syclemes dispersés qui ne sont pas en équilibre thermo-
dynamique et contiennent des particules colloïdales de dimensions variables, et des ions simples
et complexes, le tout en état d'évolution plus ou moins lente". D'autre part, il signale l'imprécision
des valeurs expérimentales des produits de solubilité des hydroxydes très peu solubles, des dif-
férences de plusieurs puissances de dix apparaissent entre les valeurs obtenues par des méthodes
différentes pour un élément donné.
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Nous avons constaté une bonne reproductibilité des courbes de sédimentation, à plusieurs Jours
d'intervalle, lorsque le pH ne se modifie plus. Un équilibre tend a s'établir dans les suspensions
étudiées, ceci plus ou moins rapidement en fonction du pH (de 2 à 15 Jours). L'apparition, aux
concentrations étudiées, d'une sédimentation pour un pH acide, de plusieurs unités inférieur au pH
de précipitation théorique, peut donc être expliquée soit par l'imprécision des valeurs des produits
de solubilité, soit par l'existence, aux pH acides, d'un composé différent de l'hydroxydc.

Si l'allure générale des courbes de sédimentation du chlorure et du nitrate de cérium triva-
lent diffèrent des courbes obtenues pour le l&nthane par Schweitzer et Jackson (fig. 9), celles-ci
étant obtenues par filtration et par centrifugation, elles ont un aspect comparable à celle publiée
par Werner [64] concernant le thorium C (fig. 10) également obtenue par centrifugation.

6 12 pK

Figure 10 - Variation duTbC centrifugeable en fonction du pH. (D'après Werner O. [64]).

Korvezee a obtenu H«s courbes analogues avec le polonium [33]. En présence de quantités crois-
santes de nitrate et de sulfate de sodium Korvezee a également mis en évidence l'existence d'un
maximum de centrifugation du polonium.

Werner, partisan de la théorie de 1'adsorption sur les particules étrangères contenues dans
le milieu, explique les résultats obtenus par la modification de charge de ces particules en fonction
du pH et de la concentration en electrolyte. Il admet en outre une charge négative des ions de tho-
rium C.

Halssinaky [24] et [25] a montré que l'adsorption sur les impuretés ne peut constituer un fac-
teur déterminant des propriétés radiocolloldales. De plus, Biltz [8] a montré que les particules
d'hydroxydes de bismuth sont, en milieu neutre et acide, chargées positivement, contrairement à
l'hypothèse de Werner.

Halssinsky [25] explique l'existence du premier maximum, dans la zone des pH acides, par
l'intervention de deux facteurs : l'action favorisante des acides à faible concentration sur la coa-
gulation et l'action stabilisante des ions H* sur les colloïdes positifs. En milieu alcalin, la charge
des particules étant probablement négative, la diminution de la quantité centrifugeable serait tout
d'abord due à l'action stabilisante des ions OH*, puis, aux pH plus élevés, à la dissolution à l'état
ionique (bismuthates ou polonites solubles).

L'interprétation des courbes de sédimentation des sels de cérium trivalent nécessite la prise
en considération d'informations complémentaires ; nous avons montré que la présence de particules
étrangères ne modifiait pas les courbes de sédimentation. Un de nos collaborateurs, Arnaud (travaux
non publiés) a montré que la dialyse d'une solution de chlorure de cérium 144 sans entraîneur,
était totale pour les pH inférieurs à 4,5 et partielle pour les pH compris entre 4,5 et 6,à, la
fraction dialysable diminuant régulièrement entre ces deux valeurs de pH. A pH 6,5 correspondant
au premier maximum de sédimentation, la fraction dialysable est nulle. La dialyse d'une solution
à pH compris entre 6,8 et 8 montre l'existence d'une fraction dialysable, maximum à pH 7,2. Aux
pH alcalins supérieurs à 8, aucune fraction dialysable ne peut être constatée.

L'ultrafiltration de solutions de chlorure de cérium sans entraîneur apporte des informations
comparables, la fraction ultrafiltrable étant cependant beaucoup plus faible pour les pH supérieurs
à 5 et pratiquement nulle pour les pH supérieurs à 6,5.

Arnaud et Kayser (travaux non publiés) ont montré par éloctrophorèse en phase liquide, que
la charge des ion3 était positive pour les pH inférieurs à 4,5 (Ce***). Pour les pH compris entre
4,5 et 6,5, la charge des particules est toujours positive et son importance relative décroit entre
ces deux limites. A pH 6,5, la charge s'annule et devient négative pour les pH supérieurs. Ces
résultats confirment l'existence de particules chargées positivement pour les pH inférieurs u pre-
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mier maximum de sédimentation et l'existence de particules chargées négativement aux pH supé-
rieurs à 6,5. Ils montrent de plus que la charge s'annule au pH correspondant au premier pic de
sédimentation ; des résultats analogues ont été obtenus pour les solutions de nitrate de cérium
trivalent ; annulation de la charge au pH correspondant au maximum de sédimentation dans la zone
des pH acides. Il est important de constater que l'annulation de la charge ne se produit pas à la
neutralité et que le pH auquel elle se produit est fonction de la nature de l'anion.

Ces différents résultats nous permettent d'affirmer que le cérium est ionique dans les solutions
de cérium 144 sans entraineur aux pH inférieurs à 4,5 pour les chlorures, et dans les solutions
de nitrate de cérium trivalent, aux pH inférieurs à 3,5.

Dans la zone de pH comprise entre 4,5 et 7,2 dans le cas des chlorures, et entre 3,5 et 6
pour les nitrates, le système comprend deux phases en équilibre : une phase ionique non sédimentable,
dialysable et une phase dispersée colloïdale, susceptible de sédimenter. L'importance relative de
ces deux phases varie en fonction du pH, un maximum de sédimentation, correspondant à un mini-
mum de la phase ionique, est constaté à un pH légèrement acide, fonction de l'anion du sel étudié.
Ce maximum de sédimentation correspond à l'annulation de la charge des particules.

La mise en évidence, dans cette zone de pH, d'une fraction dialysable, les résultats de la
centrifugation à 3 000 g (le culot de centrifugation correspond à 10 à 25 % de la radioactivité ini-
tiale), l'étude des vitesses de chute des particules en fonction du pH, montrent que ces solutions
constituent en réalité un système polydispersé, comprenant une phase ionique et une phase colloïdale
constituée de micelles de petites dimensions. La phase ionique est constitué2 aux pH inférieurs à
4,5 par des ions céreux alors que dans la zone de pH comprise entre 4,5 et 6 il existe probable-
ment des ions complexes, de plus grande dimension, capables de dialyser a travers une membrane
de collodion mais ne pouvant être ultrafiltrés en totalité.

Aux pH supérieurs à 7,2, des agrégats chargés négativement et de grandes dimensions ap-
paraissent dans les suspensions.

L'état physico-chimique du cérium sans entraineur en fonction du pH ne donne aucune précision
sur la forme chimique de cet élément dans ces solutions ou suspensions. Si la phase dispersée
mise en évidence aux pH alcalins correspond certainement à l'hydroxyde de cérium colloïdal, la
forme du cérium aux pH légèrement acides n'est pas clairement définie. Il pourrait s'agir de sels
basiques complexes, insolubles ou partiellement solubles, à l'état ionique ou colloïdal en fonction
du pH. Cette hypothèse serait en accord avec celle de Kremers [32]. Dans ces conditions, le début
de formation de l'hydroxyde de cérium trivalent se produirait à pH 7,8 dans le cas des solutions
de chlorure de cérium et celle-ci serait totale à pH 8,5-9. Le désaccord avec le principe du produit
de solubilité ne serait qu'apparent. De plus il est important de noter que l'étude d'une solution de
chlorure de cérium avec entraineur, concentration molaire 10*2 ou 10"*, obtenue par addition de
cérium stable à la solution de chlorure de cérium 144 sans entraineur, nous a montré que la sédi-
mentation débutait à pH 7. Lu courbe de sédimentation obtenue dans ces conditions correspond à la
courbe classique de formation de l'hydroxyde céreux, le premier pic de sédimentation obtenu dans
le cas des sels sans entraineur n'étant pas retrouvé. Il s'agit donc bien d'un comportement parti-
culier aux solutions sans entraineur.

L'étude comparative des courbes obtenues pour chacun des deux anions étudiés montre quelques
différences : si l'allure générale des courbes reste la même, la courbe de sédimentation est décalée
de 1 unité pH environ vers les pH acides dans le cas des nitrates. De même la discontinuité cons-
tatée dans les vitesses de chute est retrouvée dans les deux cas mais ne correspond pas au même
pH. De plus, les vitesses de chute des particules sont relativement plus grandes pour les solutions
de nitrate, faisant penser à des particules de plus grande dimension. Si l'hypothèse de l'existence
de sels basiques complexes est valable pour les pH inférieurs à 7, dans les solutions sans entrai-
neur, le fait de constater des vitesses de chute plus importantes peut s'expliquer par une différence
de composition des complexes et par les dimensions différentes des ions complexes obtenus à partir
de chlorures ou de nitrates.
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Ill

CONCLUSIONS

Le but de cette étude était de préciser l'état physico-chimique du cérium trivalent dans les
solutions utilisées pour l'administration à l'animal. Indépendamment des renseignements exposés ci-
dessus, cette étude nous apporte des données très importantes dans le cadre de notre travail. Elle
précise i'état ionique ou colloïdal des solutions utilisées en fonction du pH de la solution et de la
nature de l'anion. Elle nous permet d'apprécier les proportions de chacun de ces deux états pour
les pH correspond à l'existence d'un système dispersé en équilibre. En particulier, l'utilisation de
solutions à un pH voisin du pH des liquides organiques (7,4) présente des difficultés du fait des
variations rapides de l'équilibre ion/colloïde dans cette zone de pH.

Il devient possible d'administrer à un animal, une solution d'un sel de cérium sans entraîneur,
connaissant avec précision l'état physico-chimique de ce sel. Nos expériences préliminaires ayant
montré que le devenir du cérium dans l'organisme était lié au pH des solutions injectées, il était
logique de relier les différences constatées à l'état du cérium dans les solutions administrées.
Nous avons précisé ces faits par l'étude du mode de transport du cérium dans le sang, en fonction
du pH de la solution injectée et en fonction de l'état ionique ou colloïdal de ce produit de fission,
étude qui fait l'objet de la deuxième partie de ce travail.
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DEUXIÈME PARTIE

MODE DE TRANSPORT DU CERIUM 144 SANS ENTRAINEUR
DANS LE SANG

I

INTRODUCTION

Tout élément introduit dans l'organisme par voie veineuse se trouve mis en contact avec un
milieu hétérogène et complexe, le sang. De ce fait, des interactions nombreuses et variées prennent
place entre les différents constituants du sang et l'élément injecté. Elles se traduisent soit par des
modifications d'ordre chimique (formation de complexes avec les anions complexants du sang - ci-
trate par exemple - formation de sels insolubles, dissociation du sel administré) et par des modi-
fications de l'état physico-chimique (formation d'hydroxydes colloldaux au pH du sang, adsorption
sur les éléments figurés du sang). La distribution dans l'organisme étant sous la dépendance étroite
de l'état sous lequel se trouve l'élément dans le sang, la connaissance du mode de transport, et son
évolution dans le temps, permettent d'en préciser le mécanisme. Ces données présentent de plus
un grand intérêt dans l'étude des moyens thérapeutiques à mettre en oeuvre en cas d'intoxication
par les radioéléments ; les tentatives faites jusqu'ici n'ont pratiquement été couronnées de succès,
pour la plupart des radioéléments, que lorsque le traitement était institué pendant la phase sanguine
de la radiointoxication et seule la connaissance du mode de transport et des conditions de disparition
du radioélément dans le sang, constituent une base rationnelle à l'étude des procédés thérapeutiques
à mettre en oeuvre.

Peu de travaux ont été jusqu'ici consacrés à l'étude du mode de transport du cérium dans le
sang.

Il est généralement admis que le cérium 144, par analogie avec les terres rares trivalentes
pour lesquelles le pH de précipitation de l'hydroxyde est voisin ou inférieur au pH des liquides bio-
logiques, devient colloïdal dès son introduction dans le sang. Il resterait sous cette forme et cette
hypothèse permet de rendre compte de la captation rapide du cérium par le foie et par les autres
organes riches en formations réticulo-endothéliales (rate, squelette et à un moindre degré, les
reins).

Cependant, Hamilton [27] a constaté des anomalies dans la fixation du cérium par la rate,
cet organe ne retenant, par gramme de tissu, qu'une fraction infime du cérium, fraction très in-
férieure à celle fixée simultanément par gramme de foie. Hamilton conclut de ces faits que le com-
portement colloïdal du cérium n'est peut être pas la seule explication à envisager. Cette suggestion
ne parait pas avoir été retenue par les autres chercheurs. L'explication de ces faits a été envisagée
sur la base des travaux de Dobson et coll. [14] : ces auteurs ont en effet montré que la distribution
d'un colloïde entre les différents organes riches en formation réticulo-endothéiiales était sous la
dépendance des dimensions des «particules ou des agrégats présents dans le sang. La non fixation
ou la faible fixation dans la rate, serait due uniquement à une captation sélective par le foie de
micelles de grandes dimensions.

Durbin [18] a étudié le comportement de microquantité de cérium 144 dans le plasma hépari-
ne de rat, in vitro. Elle utilise une préparation obtenue par addition de citrate de sodium à une
solution de chlorure de cérium sans entraîneur, dans le rapport molaire 1000/1, dans le but d'éviter
la formation d'agrégats. Après addition de cette solution diluée de cérium à du plasma de rat,
Durbin en a étudié la répartition entre les différents constituants du plasma par dialyse et par sé-
paration chimique des fractions globulinique et albuminique.

Les résultats obtenus par cet auteur sont d'interprétation difficile : la répartition observée
est fonction du mode d'étude ; après une dialyse de deux heures contre du sérum salé isotonique,
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8 % seulement du cérium ont dialyse. Des 92 % restant dans le sac à dialyse, 67 % sont retrouvés
dans le filtrat non protéinique après séparation des globulines et des albumines par le sulfate d'am-
monium. Une dialyse de cinq jours contre de l'eau déionisée, suivie d'une séparation de protéines
plasmatiques par les méthodes classiques, conduit à des résultats différents : 1 % seulement du
cérium est dialysable, 97 % sont retrouvés sur la fraction globulinique.

Ces résultats, obtenus à partir d'un complexe citrique de cérium ne peuvent être transposés
au cas des solutions de nitrate ou de chlorure de cérium, le citrate de cérium étant diffusible et
non nécessairement dissocié immédiatement dans le sang.

Nous avons voulu préciser le mode de transport du cérium sans entraîneur dans le sang pour
les sels simples de cérium, et il nous a paru indispensable d'étudier successivement le comporte-
ment du cérium sans entraineur, dans le plasma et dans le sang total, in vitro, avant de passer
à l'étude du devenir de cet élément dans le sang circulant, après injection intra-veineuse chez
l'animal.
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COMPORTEMENT DU CÉRIUM SANS ENTRAINEUR DANS LE PLASMA,
IN VITRO

1 - METHODES EXPERIMENTALES ET RESULTATS.

Nous avons utilisé plusieurs méthodes pour étudier la répartition du cérium sans entraîneur
dans le plasma et dans le sérum de différents animaux de laboratoire et dans le sérum humain.
Les solutions de cérium, nitrate ou chlorure, sont amenées à un pH tel que l'état physico-chimique
du cérium soit bien défini dans ces solutions.

A - Sédimentation dans le plasma, in vitro.

Utilisant le dispositif d'étude de la sédimentation décrit précédemment, nous avons étudié le
comportement du cérium ionique ou colloïdal dans le plasma de lapin et dans le sérum humain au
moyen de solution de nitrate de cérium à pH 3 et à pH 8. La première de ces solutions correspond
à un état ionique et la seconde à un état colloïdal du cérium.

Plasma de lapin - (Figure 11).

A 20 ml de plasma de lapin, obtenu après centrifugation de sang frais héparine, nous ajoutons
1/10 de ml de la solution étudiée. L'addition de cette solution ne modifie pas le pH du plasma.

Dan3 ces conditions, une sédimentation rapide est constatée dans le cas de l'addition de cé-
rium colloïdal alors qu'aucune sédimentation n'est obtenue après addition de cérium ionique pendant
48 heures d'enregistrement continu.

Sérum humain - (Figure 12).

Le même type d'expérience réalisé à partir de sérum humain recueilli après coagulation et
rétraction du caillot conduit à des résultats analogues : une sédimentation n'est obtenue qu'après
addition de cérium colloïdal.

Interprétation.

Ces résultats montrent que le comportement du cérium dans le plasma de lapin et dans le
sérum humain, est fonction de l'état physico-chimique de cet élément dans la solution ajoutée aux
liquides biologiques. Il est comparable à celui du cérium en solutions aqueuses : la sédimentation
ne se produit que dans le cas du cérium colloïdal. Nous avons vérifié que cette sédimentation est
totale et qu'elle n1 entraine pas de fraction protéinique : par centrifugation du plasma contenant la
solution de cérium colloïdal un culot de centrifugation est recueilli ; après lavage au sérum phy-
siologique, aucune précipitation de protéine n'est constatée par l'acide trichloracétique, et ce culot,
repris par le sérum physiologique, présente un comportement à la sédimentation, comparable à
celui de la solution d'origine (cérium sous forme colloïdale). La cinétique de cette sédimentation
(dans le plasma) est légèrement modifiée par rapport à celle en eau distillée ; le temps de sédi-
mentation est allongé, probablement du fait de la viscosité du milieu plasmatique.

Nous pouvons en déduire que l'hydroxyde de cérium est resté "libre" dans le plasma, ne con-
tractant aucune liaison avec les protéines plasmatiques.

L'absence de sédimentation dans le plasma après addition de cérium ionique, montre que
celui-ci n'a pas été transformé en hydroxyde de cérium colloïdal par l'action du pouvoir tampon
du plasma ; ce facteur n'est pas intervenu et le cérium n'est donc pas "libre" dans le plasma : il
doit nécessairement être lié à un support (protéine) ou former un complexe soluble. Les expériences
suivantes ont pour but de préciser ce point. De ce fait, l'hypothèse du devenir colloïdal du cérium
dans le plasma n'est pas confirmée ; nous y reviendrons ultérieurement.
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B - Electrophorèse du plasma.

L'electrophorèse sur papier permet de préciser la répartition d'un radioélément sur les dif-
férentes protéines plasmatiques.

Ces études ont été faites suivant la technique classique : tampon véronal sodique à pH 8,6
(110 volts pendant 12 heures, 4 à 7 mA par bande). La localisation de la radioactivité sur la bande
d'électrophorèse a été précisée :

a) par enregistrement continu de la radioactivité sur la bande non colorée ; collée sur
un cylindre, la bande défile d'un mouvement continu devant un compteur Geiger-Mûller muni d'un
diaphragme à fente variable. Un intégrateur et un enregistreur complètent l'installation.

b) par autoradiographie de contact avant coloration. Le temps de pose est déterminé pour
chaque bande en fonction des données de l'enregistrement. La coloration de la bande n'est pratiquée
qu'en dernier lieu afin d'éviter les effets de voile d'origine chimique au cours de l'autoradiographie
et les déplacements du cérium au cours des lavages.

Cette méthode a été appliquée à différents plasmas d'animaux de laboratoire (lapin, rat, cobaye)
et à du sérum humain auxquels des solutions de chlorure ou de nitrate de cérium sans entraineur
ont été ajoutées. A 10 ml de plasma est ajouté 0,1 ml de la solution de cérium après détermination
précise du pH et de ses caractéristiques de sédimentation.
Résultats expérimentaux.

a) Sérum de lapin. (Figure 13).

La figure 13 montre, de haut en bas, l'électrophorégramme coloré, l'autoradiographie et l'en-
registrement de la radioactivité, après addition d'une solution de nitrate de cérium à pH 2,2. Les
positions de départ sont matérialisées par un trait vertical.

Electrophorèse

Autoradiographie

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 13 - Sérum de lapin. Nitrate de cérium à pH 2,2.

L'autoradiographie et l'enregistrement montrent une localisation du cérium sur les Y globulines
et sur les 3 t globulines. Aucune radioactivité n'est décelée sur les autres globulines ou sur les
albumines. Tout le cérium déposé au point de départ a été entrainé et a migré avec les y et les 0,
globulines.

La figure 14 reproduit les résultats obtenus après addition d'une solution de nitrate de cérium
à pH 7,5. Dans ces conditions, le cérium est colloïdal. L'autoradiographie et l'enregistrement
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montrent l'absence de migration du radioélément. Le pic très aigu constaté à l'enregistrement et
la tache sur l'autoradiographie sont localisés à la zone de dépôt du plasma. La migration des dif-
férentes protéines plasmatiques est normale, aucun entraînement du cérium avec celles-ci n'est
constaté.

Glectrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

»*ï

Figure 14 - Sérum de lapin. Nitrate de cérium à pH 7,5.

Sur certaines autoradiographies, on constate la présence, dans la tache reproduisant les con-
tours de la zone de dépôt du plasma marqué, de taches arrondies, denses, de dimensions variables :
elles correspondent à la présence d'agrégats micellaires (figure 18 par exemple).

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 15 - Sérum de lapin. Nitrate de cérium à pH 6,5.

La figure 15 montre les résultats obtenus après addition d'une solution de nitrate de cérium
à pH 6,5. Dans ces conditions 50 % du cérium environ sont sous forme ionique et 50 % sous forme
colloïdale. L'enregistrement montre la présence de deux pics de radioactivité ; un correspond à la
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zone de départ et l'autre à une migration du cérium avec les y et les 0, globulines. La surface
limitée par chacun des pics est du même ordre de grandeur. Dans ce cas, un double comportement
du cérium est mis en évidence ; chaque fraction se comporte comme si elle était seule, la fraction
ionique étant entraînée par les y et let» 0, globulines, la fraction colloïdale restant au point de
départ.

b) Sérum de rat.

Des résultats semblables ont été obtenus à partir de solution de nitrate de cérium addition-
née à du sérum de rat (Figure 16).

pH 8

pH 3

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 16 - Sérum de rat. Nitrate de cérium à pH 8 et 3.

c) Plasma de cobaye.

Une étude analogue avec du plasma de cobaye conduit à des résultats superposables aux pré-
cédents (Figure 17).

41



pH 2

Electrophorèse

pH 8

Enregistrement de
la radioactivité

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

t. ^,H- - j ,^ ; ut-

17 - Plasma de cobaye. Nitrate de cérium à pH 2 et 8.

ci) Sérum humain.

La figure 18 groupe les résultats obtenus après addition de nitrate de cérium à pH 2 et à
pH 8 à du sérum humain.

Au cours d'une expérience, avec du sérum humain, nous avons constaté l'existence de deux
pics distincts sur les y globulines et sur les albumines. En fait, le sérum humain utilisé avait été
conservé dans de mauvaises conditions. L'altération des globulines, donnant probablement naissance
à des fractions de mobilité éloctrophorétique accrue, explique cette localisation que nous n'avons
jamais retrouvée avec du sérum humain frais conservé dans de bonnes conditions.

Interprétation.

Ces résultats expérimentaux montrent, que, aussi bien dans 2e sérum que dans le plasma,
chez l'homme et chez divers animaux de laboratoire, le cérium ionique est lié aux y globulines et
à une fraction des Pj globulines. La totalité du cérium ionique initialement ajoutée au plasma ou au
sérum est liée à ces protéines. Le sérum albumine, les a, et a2 globulines ne participent pas à
cette réaction. Aucune liaison n'est constatée avec le fibrinogène.

Par contre, le cérium colloïdal n'est pas entrainé par les protéines plasmatiques. L'hydroxyde
de cérium, chargé négativement, peut fermer un complexe stable avec la cellulo3e. Il reste au
point de départ et son adsorption sur le support explique sa non migration en fonction de sa
charge.
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Figure 18 - Sérum humain. Nitrate de cérium à pH 2 et à pH 8.

Lorsque la solution de cérium est un système dispersé dans lequel une phase colloïdale est
en équiliore avec une phase ionique, un fractionnement de ces deux phases est réalisé dans le plas-
ma ; les y et les P, globulines tntrainent la fraction ionique du cérium ; la fraction colloïdale reste
adsorbée au point de dépôt.

C - Séparation chimique.

Nous avons vérifié la fixation du cérium ionique sur les globulines du plasma de lapin par
séparation chimique. La méthode de séparation employée est celle proposée par Pubert et coll. [la] ,
elle-même adaptation de la méthode de Pillemer et Hutchinson [45 ] . Elle utilise le méthancl à 30 %
à 0°C. Elle ne fait intervenir que de faibles variations de pH et la dénaturation des protéines sé-
parées est très faible. Elle permet de séparer les protéines plasmatiques en trois fractions : y gio-

o et p globulines, albumines.

La fraction y globulinique ainsi séparée entraine 95 % de la radioactivité totale (déterminée
par mesure directe et par contrôle de la radioactivité du surnageante. 5 % restent dans le surna-
geant. Les Y globulines séparées sont solubles dans le soluté physiologique (une fraction est très
soluble, l'autre l'est plus difficilement).

La vérification électrophorétique des différentes fractions obtenues par séparation montre
(Figure 19) :
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Figure 19 - Séparation des protéines plasijatiques par méthode chimique.
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bulines,
- sur le plasma total avant séparation : fixation du cérium sur les Y et sur les 8, glo-

- la fraction globulinique Y séparée est pure. Sa mobilité électrophorétique est compa-
rable à celle des Y globulines du plasma total. Une seule tache homogène est obtenue. La radio-
activité est localisée en totalité dans la zone correspondant aux Y globulines.

- l'électrophorèse du filtrat après séparation des Y globulines montre l'absence de tache
correspondant à celles-ci. L1 électrophorégrsmme ne comporte que des globulines a et B et les al-
bumines. Aucune radioactivité n'est décelée sur ces fractions.

Nous avons également effectué la précipitation des pro éines du sérum par l'addition d'acide
trichloracétique à 20 %. Les protéines précipitées n1 entraînent aucune radioactivité. Celle-ci est
retrouvée en totalité dans le surnageant. Cette dernière expérience met en évidence le rôle de la
méthode de séparation utilisée pour l'étude de la protéine véhiculant le cérium : l'acide trichlora-
cétique est particulièrement "agressif" pour les protéines et provoque un abaissement important du
pH de la solution. La liaison cérium-globulines est probablement rompue à ce pH. Ce résultat nous
a incité à étudier la stabilité de cette liaison et nous l'envisagerons plus loin.

D - Méthode immunologique.

La liaison cérium ionique-Y globuline ayant été constatée au cours des expériences précédentes ,
il était intéressant de vérifier son existence par une réaction antigène-anticorps, le support des anti-
corps étant connu comme étant les Y globulines et peut-être les P, globulines.

Dans ce but, nous avons préparé un lapin par des injections de sérum de boeuf additionné
d'empois d'amidon à 2%. Le lapin reçoit tous les deux jours une injection sous-cutanée de sérum
de boeuf pendant 20 jours et ensuite, une deuxième série d'injections [10] par voie sous-cutanée et
par voie intra-veineuse. Après un repos de 8 jours, le lapin est sacrifié et le sérum de lapin anti-
boeuf est séparé par centrifugation du sang.

On ajoute au sérum ainsi obtenu, une quantité variable de solution de chlorure de cérium à
pH 3,5 pour obtenir une gamme de dilution. Une électrophorèse de contrôle montre que le cérium
est lié aux Y globulines. Après addition de sérum de boeuf, le mélange est maintenu pendant 24
heures à la température du laboratoire. Le tube contenant le précipité le plus abondant est cen-
trifugé et, après décantation soigneuse, la radioactivité par gramme du surnageant et celle du culot,
sont déterminées dans les conditions habituelles. On constate une répartition de la radioactivité entre
le surnageant et le culot de centrifugation. Le tableau VIII donne la répartition obtenue au cours
d'une expérience.

Tableau Vin

Agglutination des Y globulines "marquées" par le
sérum de boeuf dans du sérum anti-boeuf.

Poids du
surnageant

(g)

1539

Poids du
culot

(S)

0,116

Radioactivité
du surnageant

totale par g
(imp/ mn)

5 872 3 816

Radioactivité
du culot

totale par g
(imp/mn)

2 668 23 000

Dans le sérum de lapin anti-boeuf, une fraction des gamma-globulines seulement supporte les
anti-corps. Le cérium est lié à l'ensemble des Y globulines. Seule la fraction des Y globulines spé-
cifiques participe à l'agglutination des antigènes et est précipitée. Les Y globulines non spécifiques
restent en suspension dans le sérum expliquant ainsi la répartition de la radioactivité entre le cu-
lot et le surnageant. Cette expérience montre que le cérium lié aux globulines est précipité en
même temps qu'elles par un antigène spécifique. Sa présence n'empêche pas la réaction d'ag-
glutination de se produire.

Remarque : Etude de la stabilité de la liaison cérium-globulines par la méthode électrophorétique.

Nous avons vu que l'addition d'acide trichloracétique provoquait la rupture de la liaison existant
dans le plasma et dans le sérum entre le cérium et les Y globulines. Nous avons voulu préciser ce
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point en faisant varier le pH des solutions tampon utilisées pour l'électrophorèse pensant atteindre
par là les conditions provoquant la rupture de la liaison cérium-globulines. Nous avons employé
divers tampons à des pH compris entre 10 et 5,4. Les résultats suivants ont été obtenus :

1) tampon carbonate-ammonium à pH 10 : le cérium migre normalement avec les globulines.

2) tampon véronal-sodique à pH 8,6 : le cérium migre avec les y et les 02 globulines (con-
ditions expérimentales des différentes expériences relatées plus haut).

3) tampon phosphate mono et disodique à pH 7,35 : les gamma globulines migrent seules vers
le pôle négatif. Elles entrainent avec elles la totalité du cérium (figure 20).

4) tampon phosphate mono et disodique à pH 6,8 et 6,6 : l'ensemble des protéines migre vers
le pôle négatif. La radioactivité est toujours retrouvée sur les y et les {$, globulines.

5) tampon citrate-phosphate à pH 5,4 : la radioactivité est retrouvée dans la cuve d'électro-
phorèse. Ce fait traduit soit une rupture de la liaison due au pH soit la formation d'un complexe
soluble avec le citrate.

6) tampon phosphate à pH 5,8 : on obtient sur l'enregistrement et sur l'autoradiographie, deux
pics de radioactivité : un au point de départ et un correspondant aux Y globulines (figure 21 A).

7) tampon phtalate acide de potassium et soude à pH 5,4 : la liaison cérium-y globulines est
rompue par formation probable d'un phtalate insoluble ; le cérium reste au point de départ (figure
21 B).

8) tampon borax-acide succinique à pH 5,4 : on constate la rupture de la liaison et le cérium
rest.» au point de départ (figure 21 C).

Elect rophorèse

Autoradiographie

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 20 - Tampon phosphate mono et disodique à pH 7,35.
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Figure 21 A - Tampon c i trate-phosphate pH 5 , 8 .

Autoradiographie
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Enregistrement de
la radioactivité

Electrophorèse

Enregistrement de
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Figure 21 B - Tampon phtalate acide de potassium et soude à pH 5,4.
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Figure 21 C - Tampon borax-acide succinique à pH 5,4.
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2 - INTERPRETATION.

Les différentes méthodes mises en oeuvre pour préciser le devenir du cérium sans entraîneur
dans le plasma ou dans le sérum, in vitro, conduisent toutes à des résultats concordants :

- le cérium ionique se fixe en totalité sur les y et sur les 0, globulines,

- le cérium colloïdal reste "libre" dans ces milieux,

- les autres protéines plasmatiques (fibrinogène, a, et a, globulines, albumines) n'éta-
blissent aucune liaison avec le cérium ionique.

L'existence d'une liaison cérium-y globulines pour le cérium ionique et la non fixation de
l'hydroxyde de cérium sur les protéines plasmatiques, rendent compte des résultats expérimentaux
obtenus au cours de la sédimentation d'une solution de nitrate en milieu plasmatique en fonction du
pH de cette solution. Des résultats analogues ont été obtenus avec une solution de chlorure de cé-
rium sans entraîneur. A l'état ionique, le cérium lié aux Y globulines ne sédimente pas ; à l'état
colloïdal, le cérium, "libre" dans le plasma, sédimente dans des conditions comparables à celles
d'une solution aqueuse.

Ces résultats mettent également en évidence l'existence d'une grande affinité des Y et des Pi
globulines pour le cérium ionique. La fixation est immédiate et elle est totale lorsque le cérium
est sans entraîneur. Cette liaison est réalisée avant que le pouvoir tampon du plasma ait pu amener
le cérium à un pH alcalin, ce qui provoquerait nécessairement sa précipitation sous forme d'hydro-
xyde colloïdal.

Ce comportement parait assez particulier au cérium sans entraineur : la liaison d'un ion
métallique avec les globulines, et uniquement avec elles, n'est pas courante. D'autres ions métal-
liques (Zn, Ag) établissent des liaisons avec les globulines, mais ils en établissent également avec
les autres protéines plasmatiques. L'existence d'une liaison entre les Y et les Bt globulines et le
cérium fait envisager l'intervention des groupements fonctionnels de la serine, acide aminé com-
mun à ces deux protéines, qui ont par ailleurs de nombreux caractères voisins (poids moléculaire ,
dimension de la molécule, mobilité électrophorétique) rendant leur séparation particulièrement
délicate.

La liaison cérium-Y globulines prése.ite une certaine labilité : elle est rompue à un pH
compris entre 5,8 et 6,6 et en présence d'un agent complexant tel que le citrate de sodium, ce
dernier formant avec le cérium un complexe soluble. Cette labilité explique les résultats obtenus
par la précipitation des protéines plasmatiques par l'acide trichloracétique, amenant le pH du milieu
à une valeur inférieure à 1. Cette propriété pourrait également expliquer les résultats divergents
de Durbin, cités plus haut. Cependant un autre facteur doit être en cause dans les expériences de
cet auteur : l'emploi d'un complexe citrique ne se dissociant pas immédiatement dans le plasma,
modifie les caractères de diffusion à travers les membranes, le citrate de cérium étant soluble.

Sur un plan plus général, nos expériences montrent l'importance du choix de la méthode d'étude
du comportement d'un radioélément sans entraineur dans les milieux biologiques.

Les expériences suivantes ont pour but de préciser le rôle éventuel des éléments figurés du
sang dans le comportement du cérium, ionique et colloïdal, dans des milieux plus complexes.



Ill

COMPORTEMENT DU CÉRIUM SANS ENTRAINEUR
DANS LE SANG TOTAL, IN VITRO

Les éléments figurés du sang jouent un rôle important dans le transport de certains ions
métalliques. Aucun rôle ne leur a été attribué jusqu'ici dans le transport du cérium.

Au cours d'expériences préliminaires, nous avons constaté, après centrifugation de sang de
souris additionné d'une solution de nitrate ou de chlorure de cérium sans entraineur, une réparti-
tion irrégulière de la radioactivité entre le plasma et les éléments figurés. Un maximum de radio-
activité est constaté à la partie supérieure du culot rouge, suggérant une fixation élective importante
sur les globules blancs. Nous avons repris cette étude à partir de sang de lapin, effectuant une
séparation du sang en plasma, globules blancs et globules rouges, après addition d'une solution de
nitrate ou de chlorure de cérium à un pH connu, <4ans le but de préciser les modalités de la fixation
du cérium sur les éléments figurés du sang, en particulier sur les globules blancs et d'en déter-
miner l'importance en fonction du pH de la solution radioactive utilisée.

1 - METHODES EXPERIMENTALES.

A - Prélèvement du sang.

Le sang est prélevé par ponction d'une veine marginale de l'oreille chez un lapin héparine
préalablement par voie veineuse. Les prélèvements sont effectués au moyen de trocarts héparinés.
Le sang est recueilli dans des tubes siliconés maintenus à la température de la glace fondante.

Dans ces conditions, le sang est parfaitement limpide et fluide ; l'examen histologique montre
des cellules morphologiquement intactes.

B - Marquage.

10 ml de sang sont transvasés dans un flacon parfaitement propre, non siliconé. On ajoute
0,1 ml de solution de sel céreux radioactif (chlorure ou nitrate) de pH connu.

La radioactivité du sang total est déterminée, après destruction d'une partie aliquote à l'acide
nitrique, au moyen de l'installation de comptage habituelle.

C - Fractionnement du sang.

De très nombreuses méthodes de fractionnement du sang en ses divers composants ont été
proposées.

Le choix d'une méthode de fractionnement du sang, en vue de l'étude de la répartition d'un
radioélément est soumis à de nombreux impératifs, imposés par la nécessité de ne pas modifier
la distribution du radioélément entre les éléments figurés et les fractions plasmatiques.

Dans le cas étudié, nous disposons d'une quantité de sang limitée à une dizaine de millilitres
au maximum, et nous désirons obtenir une séparation aussi quantitative que possible des globules
blancs et des globules rouges.

De ce -fait, la plupart des méthodes de fractionnement proposées - d'excellentes revues de
ces méthodes ont été publiées récemment par Maupin [39] et [40] - doivent être éliminées. Il en
est ainsi des méthodes basées sur la destruction élective de certains éléments figurés : méthodes
employant un mélange d'acide acétique et d'acide tartrique de P. Szilard [61], ou l'eau alcoolisée
de N. Fiessinjer [21] , celles plus récentes préconisant l'emploi de la saponine, S. Schwartz et
coll. [47] ou l'emploi simultané de la gramicidine et de la lysolécithine de T. P. Singer et coll. [56].
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Elles visent toutes à la destruction des globules rouges pour obtenir des suspensions de globules
blancs. Au cours de ces opérations, le radioélément fixé éventuellement sur les hématies peut soit
être libéré dans le milieu, soit suivre le sort des fragments non complètement détruits. Il en est
de même de la méthode de séparation des plaquettes sanguines par passage du sang total sur une
colonne de résine Dowex 50, proposée par Tullis [63], la résine pouvant fixer directement les ca-
tions sous forme ionique et l'élution des plaquettes par l'acétate pouvant modifier en outre la ré-
partition du cation.

Les méthodes basées sur i1 addition au sang d'un milieu de densité intermédiaire à celle du
plasma et des hématies, méthodes de J.G. Gibson et coll. [23] de l'albumine d'oeuf, ou celle de
F. Spears [57] qui met en oeuvre la gomme arabique, sont également à rejeter, l'addition de pro-
téines étrangères étant susceptible de modifier les conditions initiales d'équilibre.

Par contre les méthodes basées sur la sédimentation, accélérée ou non, paraissent utilisables.
Cependant la fraction leucocytaire entraînée par les globules rouges n'est pas négligeable (elle peut
atteindre 25 % du nombre total des éléments blancs) et l'addition parfois en quantité importante
d'agents accélérateurs est soumise à la même critique que celle formulée précédemment.

Le choix d'une méthode de fractionnement eut en fait limité aux méthodes de centrifugation
sans autre apport de substances étrangères que celui de l'anticoagulant indispensable. Ces méthodes
sont encore nombreuses. Le prélèvement par flottation à travers le plasma du tapis leucocytaire
("buffy coat" des auteurs anglo-saxons) obtenu par une centrifugation poussée, est délicat, de ren-
dement faible, et difficilement contrôlable. Ch.G. Craddock et coll. [13] ont proposé le prélèvement
du tapie leucocytaire au moyen d'une pipette de large diamètre. La souillure par de nombreux glo-
bules rouges est inévitable.

De nombreux tubes à centrifuger, de forme spéciale, ont été proposés : les plus récents sont
ceux de Bessis [ 7] et ceux de Chevillard et Hamon [12] : ils présentent tous deux un rétrécissement
médian dans lequel viennent se localiser les globules blancs au cours de la centrifugation. Ceux-ci
sont prélevés ensuite par pipettage. Ces tubes sont d'emploi délicat et nécessitent la determination
préalable de l'hématocrite et des conditions de centrifugation très précises. Il en est de même du
procédé préconisé pa: Ottensen [43] : un flotteur spécial, de densité intermédiaire à celle du plasma
et des hématies, permet, au cours de la centrifugation, de rassembler les lymphocytes dans son
canal médian.

La méthode de centrifugation continue en couche mince proposée par l'école de Cohn-C.L.
Emerson [20] et J.L. Tullis [62] - n'est pas applicable à de faibles quantités de sang.

La méthode proposée par Maupin et Chary [40] en 1952, nous parait la plus satisfaisante :
après séparation du sang ou d'un milieu déjà enrichi en globules blancs, en trois couches par une
centrifugation contrôlée, l'introduction directement au fond du flacon, d'un liquide de densité supé-
rieure à celle des hématies au moyen d'une pipette à double courant, permet la séparation des dif-
férentes couches dans l'ordre de densités croissantes. Cette méthode est cependant difficilement
applicable à de faibles volumes de sang, du fait des perturbations inévitables apportées à l'ordon-
nance des couches au moment de l'introduction de la pipette à double courant.

Nous avons été amené à mettre au point une méthode utilisant le principe proposé par Maupin,
mais évitant l'introduction de la pipette à double courant, méthode applicable à quelques millilitres
de sang (Aeberhardt [3]).

Méthode de fractionnement du sang.

Principe

Le sang est centrifugé dans un ensemble composé de deux tubes concentriques communiquant
à la partie inférieure par un trou de faible diamètre. Quelques millilitres de mercure introduits
au fond des tubes assurent le maintien du sang dans le tube central pendant la centrifugation. L'in-
troduction contrôlée de mercure dans le tube extérieur permet l'ascension du contenu du tube central.
Les différentes fractions séparées par centrifugation sont recueillies dans l'ordre des densités crois-
santes au moyen d'un dispositif mis en place à la partie supérieure du tube central, après la cen-
trifugation.
appareillaâa

II comprend (figure 22) :

- un tube central en verre épais (2 mm) de diamètre intérieur 12 mm et de longueur
80 à 100 mm. Le fond est percé d'un trou de 1 à 2 mm de diamètre. La section supérieure est
parfaitement plane. Deux crochets d'amarrage sont soudés à S mm du bord supérieur du tube.
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Figure 22 - Dispositif de fractionnement du sang.
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- un tube périphérique en matière plastique de 30 mm de diamètre, de même longueur
que le tube central.

- un embout de verre adaptable exactement au tube central, dont la partie terminale est
recourbée et effilée.

- une pièce métallique en aluminium mince, percée d'un trou central et munie de deux
crochets.

- un anneau de liège entrant à force dans le tube de plastique c dont le diamètre inté-
rieur est égal au diamètre extérieur du tut* central. Un secteur de 4 à 5 mm a été enlevé.

- un réservoir à mercure muni d'une tuyauterie et d'un embout de 100 mm de long (tube
fin pouvant pénétrer dans l'intervalle compris entre les deux tubes). Une pince de Mohr permet le
réglage de l'admission du mercure.

Mode opératoire.

Le tube central, siliconé, est placé à l'intérieur du tube de plastique et maintenu en position
au moyen de l'anneau de liège placé à la partie supérieure au-dessus des crochets d'amarrage.
Deux élastiques sont passés dans ces crochets.

Deux à trois millilitres de mercure sont introduits dans le tube central. Ils se répartissent
dans le fond des deux tubes obturant l'orifice central.

Huit à dix millilitres de sang sont introduits dans le tube central, au-dessus du mercure.
L'ensemble du dispositif est centrifugé pendant 15 minutes à 1500 g dans une centrifugeuse main-
tenue à 4"C.

Après centrifugation, l'embout supérieur est placé sur le tube central, après graissage (graisse
aux silicones) des parties en contact, et maintenu parla plaque métallique et les élastiques disposés
auparavant.

Le mercure est introduit lentement dans le tube extérieur provoquant l'ascension des différentes
couches et permettant de recueillir successivement le plasma, les globules blancs et une fraction
des globules rouges.

Pour recueillir la totalité des globules rouges il faut faire la manoeuvre inverse : par élé-
vation de l'ensemble du dispositif, le mercure est renvoyé dans le réservoir, les globules rouges
restants reviennent dans le tube central. L'embout supérieur est etumvi- Le tube central est sou-
levé doucement : les globules rouges ne s'écoulent pas du fait de leur viscosité et ils sont recueillis
dans un tube à essai par l'orifice inférieur en secouant légèrement.

Malgré sa simplicité apparente, cette méthode est d'application délicate. En particulier le
siliconage du tube central doit être parfait : tout défaut à la surface interne provoque l'adhésion
du tapis leucolytaire, empêchant l'ascension des globules blancs.

Pour des conditions de centrifugation données, la formation de la couche de globules blancs
est irrégulière, même lorsque les différents échantillons de sang proviennent d'une espèce animale
donnée. La couche obtenue doit être homogène, mobile et le stade de "buffy coat" ne doit pas être
atteint. Il est indispensable d'autre part que le sang prélevé soit parfaitement fluide, toute altération
se traduisant par un manque d'homogénéité de la couche de globules blancs, rendant la séparation
de ceux-ci aléatoire.

Cette méthode permet la séparation qualitative et quantitative du plasma, des globules blancs
et des globules rouges d'une quantité de sang de l'ordre de 8 à 10 millilitres. Aucune substance
étrangère n'a été additionnée. Les conditions de la centrifugation sont peu traumatisantes. Elle peut
être faite en centrifugeuse refroidie. Le plasma obtenu ne contient pas d'éléments figurés. La frac-
tion globulaire blanche représente environ 90 % des leucolytes, peu souillés de globules rouges. Le
plasma contenu dans les globules rouges représente une fraction non négligeable, du fait même des
conditions de la centrifugation. Il est éliminé facilement par deux lavages successifs des hématies
en sérum physiologique isotonique suivis de centrifugation. Le liquide résiduel est constitué alors
par du plasma dilué.

Détermination de la répartition du cerium.

Afin de déterminer le plus exactement possible la répartition du cérium dans le sang après
centrifugation, nous avons mesuré la radioactivité d'échantillons de faible volume recueillis succes-
sivement pendant la séparation :
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- les trois quarts du plasma sont recueillis dans un tube à hémolyse et pesés. Une partie
aliquote est mesurée.

- les dernières fractions du plasma sont recueillies séparément dans plusieurs coupelles .

- la fraction blanche est également recueillie dans une ou deux coupelles distinctes.

- le culot rouge est fractionné en une dizaine de prélèvements.

- un rinçage avec 0,5 ml de sérum physiologique permet de rassembler dans une coupelle
la fraction de globules rouges qui adhèrent toujours aux parois.

La radioactivité des divers échantillons est mesurée directement à l'état liquide après avoir
ajusté les volumes à une valeur donnée. La mesure est faite avec un écran arrêtant les béta de
faible énergie permettant ainsi de minimiser les corrections de self-absorption.

Nous obtenons ainsi une série de valeurs expérimentales représentant la répartition de la
radioactivité le long du tube central et permettant de calculer la fraction de la dose initiale fixée
ou retrouvée sur les différents constituants du sang.

Deux types de corrections sont apportées à ces valeurs expérimentales :

a) du fait des conditions dans lesquelles la centrifugation est conduite, la quantité de
plasma recueillie est toujours inférieure à celle donnée par l'hématocrite ( ;lui-ci étant déterminé
par les procédés habituels sur du sang frais). Le plasma non recueilli est inclus dans la fraction
rouge. L'importance de cette fraction est connue par la différence entre la valeur de l'hématocrite
et la masse de plasma recueillie. Connaissant la radioactivité par gramme de plasma, il est facile
de déterminer l'importance de la radioactivité due au plasma résiduel existant dans la totalité de
la fraction globulaire rouge.

b) la séparation des globules blancs n'est pas totale à la première centrifugation. Si la
majeure partie de ceux-ci est recueillie séparément, une faible fraction apparaît dans la première
ou dans la deuxième coupelle de la fraction rouge. Connaissant la radioactivité par gramme de la
suspension de globules rouges, la radioactivité due aux globules blancs non séparas est facilement
déterminée.

£ - RESULTATS EXPERIMENTAUX.

La répartition du cérium radioactif entre les fractions plasmatique, globulaire blanche et glo-
bulaire rouge a été étudiée dans le sang de lapin, in vitro, sang additionné de solutions de nitrate
ou de chlorure de cérium 144 sans entraineur, à des pH compris entre 3 et 11.

L'établissement des pourcentages de la dose initiale fixés par les différentes fractions a été
effectué suivant la méthode décrite plus haut. Le tableau IX réunit, pour un pH donné, l'ensemble
des données expérimentales et les calculs des corrections apportées sont développés pour cette ex-
périence à titre d'exemple.

1) Masse totale du sang fractionné : 7,050 g
Fraction rouge séparée : 3,8 g
Fraction plasmatique séparée : 3,2 g

D'après l'hématocrite, 40 %, on devrait trouver 2,8 g de globules rouges et 4,2 g de plasma.
Il y a donc 1 g de plasma dans le culot globulaire rouge.

2) Radioactivité initiale du sang total : 1 9 10 imp/mn/g, soit 1910 x 7,05 = 13 500 imp/mn pour
le sang total.

Radioactivité retrouvée avec les globules rouges : 1842 imp/mn.

Radioactivité par gramme de plasma (moyenne des trois échantillons mesurés) : 1800 imp/mn .

La radioactivité retrouvée dans le culot globulaire rouge est entièrement due au plasma ré-
siduel.

Radioactivité retrouvée sur les globules blancs : 4 000 imp/mn, soit celle des coupelles nu 4
et 5, et 200 imp/mn provenant de la coupelle n* 6 et 150 imp/mn des eaux de lavage considérée
arbitrairement comme due aux globules blancs sur les parois.

Bilan de la radioactivité : 92 % de la dose initiale sont retrouvés dans lea différentes fractions.
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Tableau IX.

Fractionnement du sang
Sang de lapin, in vitro, additionné de

chlorure de cérium sans entraîneur à pH 5,6

Ne

d'ordre
des

coupelles

1

2

3

4

5

6

1

8

9

10

11

12

13

14

Nature de la fraction

Plasma (2,6 g)

Plasma

Plasma

Globules blancs

Globules blancs

Globules rouges
et quelques
Gobules blancs

Globules rouges

Globules rouges

Globules rouges

Globules rouges

Globules rouges

Globules rouges

Eaux de lavage

E*>ux de lavage

Sang total avant fraction-

Poids
du

prélèvement

0,857

0,333

0,275

0,0 77

0,066

0,079

0,615

0,544

0,396

0,189

0,622

0.852

-

-

0,273

Imp/sec.

1 493

630

500

1 572

2 057

261

500

275

173

137

272

234

40

210

520

Activité
par g.

1742

1870

1830

20 400

31200

3 300

813

505

440

730

440

275

-

-

1910

3) La répartition est donc la suivante :

Plasma 67 %

Globules blancs 33 %

Globules rouges 0 %

Note : La totalité des globules blancs est pratiquement retrouvée dans les coupelles 4 et 5 soit
140 mg, correspondant à des globules blancs mélangés à du plasma. Les globules blancs s e l s
pèsent approximativement 30 mg. La radioactivité par gramme de globules blancs est donc de l'ordre
de 130 000 imp/mn.

Rapportant cette valeur à une radioactivité initiale du sang total de 10* imp/mn (valeur* arbi-
trairement choisie) par gramme de sang, au lieu de 1 910 imp/mn/g de cette expérience, la radio-
activité par gramme de globules blancs devient 10* imp/mn/g.

Le calcul de la radioactivité par gramme des différents prélèvements permet de juger de la
valeur du fractionnement.

Répartition du chlorure de cérium sans entraîneur dans le sang toU 1. en fonction du pH de la solution.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau X. Ils sont exprimés en pourcentage
de la radioactivité du sang total, retrouvée dans chaque fraction. Us ont été établis et corrigés
conformément aux indications détaillées ci-dessus.

La figure 23 représente les variations de la radioactivité retrouvée avec la fraction globulaire
blanche en fonction du pH de la solution de cerium radioactif additionnée au sang total.

54



Tableau X

Répartition du cérium 144 dans le sang de lapin, in vitro, en fonction du
pH de la solution de marquage (chlorure de cérium sans entraîneur).

PH

3,5
5,5
6,2
6,8
7
7.4
7,8
8
8.7

11.2

% de la radioactivité initiale
retrouvée dans :

plasma

82
66
17

7
24
75

7
12
7
4

globules
blancs

18
34
83
93
76
25
93
88
93
97

globules
rouges

Radioactivité par
gramme (+)

plasma

13 600
11000
2 800
1200
4000

10 700
120u
2 000
12C0

650

globules
blancs

4,7.10*
8 .10*
2 .10'
2,2.10»
1.8.10»
6 .10*
2,2.10»
2.1.10»
2,2.10*
2,3.10»

(+) en imp/mn dans nos conditions expérimentales de compt&.£<
radioactivité initiale de 1.104 imp/mn/g de sang total.

pour une

cio act iv
surGB.

100

75

50,

25.

CHLORURE de CERiUM 144
sans entraîneur

8 9 10 11 pH

Figure 23 - Radioi ;tivité retrouvée sur la fraction globulaire blanche danB 1? sang de lapin, in vitro, en
fonction du pH de la solution de chlorure de jérium san» entraîneur.
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Répartition du nitrate de cerium sang entraîneur dans le sang total, In vitro, en fonction du pH de
la solution <*e cérium.

Le tableau XI et la figure 24 rassemblent'les résultats expérimentaux obtenus après addition
d'une solution de nitrate de cérium 144 sans entraineur, à du sang de lapin. La radioactivité re-
trouvée dans chaque fraction est exprimée en pourc mtage de la radioactivité initiale du sang.

Tableau XI

Répartition du cérium 144 dans le sang de lapin, In vitro, en fonction du
pH de la solution de marquage (nitrate de cérium sans entraineur).

PH

1,8
3.5
5
5.3
5.5
5,7
6.2
6,6
6,8
8

10

% de la radioactivité initiale
retrouvée dans :

plasma

80
75
60

5
9

38
20
26

7
6
3

globules
blancs

20
25
40
95
91
62
80
74
93
94
80

globules
rouges

m

m

m

Radioactivité par
gramme (+)

oliimi

13300
10 700
10000

850
1500
6 300
3 300
4300
1200
1000

850

globules
blancs

5.10'
6.10'
1.101

2,3.10'
2.ÎJ.10'
1,4.10'
1,6.10»
1,8.10'
2,3.10'
2,3.10'
1.8.10*

(+) en imp/mn dans nos conditions expérimentales de comptage, pour une
radioactivité initiale de 1.10* imp/mn/g de sang.

\9CtM
sur GB.

100

7S

50

25

NITRATE de CERIUM 144
sans entraîneur

$ 10 H

Figure 24 - Radioactivité retrouvée sur la fraction globulaire blanche dans le sang de lapin, in vitro, en
fonction du pH de la soiiitio-, de nitrate de cérium 144 sans entraineur.
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Remarque : Les plaquette* sanguines, séparées par centrifugation différentielle, ne sont pas mar-
quées quel que soit le pH de Ja solution de cérium. Elles n'ont pas été, de ce fait, incluses dans
les tableaux précédents.

Rôle de l'incubation dans la répartition du cérium.

Nous avons voulu préciser si la fixation du cérium ionique sur les globules blancs était in-
fluencée par un contact prolongé à 37°C. Nous avons déterminé le taux de fixation du cérium 144
sur les globules blancs après une incubation au bain marie à 37°C pendant une et deux heures, uti-
lisant comme solutions de cérium des solutions de chlorure ou de nitrate à différents pH compris
entre 3,5 et 6 ,2 .

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau XII.

Tableau XII.

Fraction de la radioactivité initiale retrouvée avec les globules
blancs après incubation à 37*C.

Nature
du sel

chlorure
de

cérium

nitrate
de

cérium

-

3,5

3.8

5.5

6.2

1.8

3.5

5

5.3

Fraction de la
retrouvée avec

sans incubation

18

34

83

20

25

40

95

radioactivité
les globules

avec ii
1 heure

33

31

49

84

35

35

40

95

initiale
blancs.

icubation
2 heures

51

53

54

82

47

43

40

95

3 - INTERPRETATION ET DISCUSSION.

Ces résultats expérimentaux suggèrent une fixation du cérium sur les globules blancs dans le
sang in vitro. Les autres éléments figurés du sang, globules rouges et plaquettes ne jouent aucun
rôle.

L'importance de la fraction du cérium initial retrouvée avec les globules blancs varie en fonc-
tion du pH de la solution de cérium utilisée et les courbes obtenues (figures 23 et 24) sont super-
posables aux courbes de sédimentation des solutions de cérium sauf pour les pH acides.

Cérium ionique.

Le cérium ionique se fixe partiellement sur les globules blancs. Le taux de fixation, peu im-
portant lorsque le temps de contact entre le cérium et le sang est réduit, est de l'ordre de 10 à
15 % de la dose initiale. Il présente des variations importantes ; dans certains cas, il n'est que
de quelques pourcents. Il augmente dans des proportions notables par un contact prolongé réalisé
par une incubation à 37*C pendant une ou deux heures. Il n'est pas modifié par un contact de 24
heures à 4*C.

Cette fixation du cérium ionique par les globules blancs paraît liée à un processus métabolique
actif.

Le cérium ionique non fixé par les globules blancs est lié aux y globulines du plasma, ainsi
que nous l'avons montré par électrophorèse.
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Cerium colloidal.

Le cérium colloïdal est retrouvé en totalité avec la fraction blanche. Ces résultats font pen-
ser soit à une fixation d'origine métabolique soit à un entraînement du cérium par les globules
blancs.

Cependant, aucune propriété colloïdopexique n'a été reconnue jusqu'ici aux globules blancs.
Une telle liaison ne pourrait être envisagée que sur la base d'une adsorption immédiate et totale ,
quelles que soient les dimensions des micelles colloïdales, facilitée par l'existence de charges élec-
triques de signe contraire sur les globules blancs et sur les micelles ; les globules blancs sont
chargés négativement, mais nous avons vu que la charge des micelles est positive pour les pH in-
férieurs à 6,5 et négative dans la zone alcaline.

D'autre part, si une telle liaison existait réellement dans le sang total, in vitro, elle devrait
pouvoir être mise en évidence par autoradiographie à l'échelle cellulaire. Or, des autoradiographies
de lame de sang, pratiquées après étalement d'une couche de gélatine sensible, la coloration étant
effectuée après développement, montrent de nombreuses "étoiles" (caractéristiques des colloïdes)
réparties dans la préparation. Aucune de ces "étoiles" ne correspond à un globule blanc sous-jacent :
le cérium n'est pas lié aux globules blancs mais reste "libre" dans le plasma.

L'explication des faits observés doit donc être recherchée, non pas dans une liaison globules
blancs-cérium, mais dans le comportement d'une suspension hétérogène soumise à la centrifugation.

Le sang est un milieu hétérogène constitué par un liquide de suspension, le plasma, de den-
sité moyenne 1,027 et de viscosité 1,09.10*1 poise, dans lequel sont suspendus les globules rouges
et les autres éléments figurés du sang, les globules rouges étant beaucoup plus nombreux (40 % en
volume). Le diamètre moyen des globules rouges est 7(i, leur densité 1,097. La viscosité du sang
total est voisine de 2,7.10"* poise.

L'hydroxyde de cérium colloïdal constitue des micelles de diamètre, de forme et de densité
mal déterminés. Cependant on peut leur attribuer une forme sphérique et une densité comprise entre
3 et 5. Leur diamètre, déterminé par application de la loi de Stokes à partir des vitesses de sédi-
mentation, est comprise entre 10*T et 10*4 cm soit entre 10* et lu .

Toute particule placée dans un champ gravitionnel ou centrifuge est soumise à une force de
sédimentation qui tend à provoquer sa chute dans le sens du champ, et à des forces de friction qui
la retardent. La force de sédimentation est proportionnelle au poids de la particule, soit au cube
de son rayon ; les forces de friction sont proportionnelles à sa surface, donc au carré de son rayon.
De ce fait, la vitesse de sédimentation est d'autant plus grande que le rayon d'une particule est
plus grand.

La loi de Stokes permet de déterminer la vitesse de chute d'une particule sphérique, isolée,
dans un milieu de viscosité connue, lorsque cette particule est soumise à un champ d'intensité
connue :

V =
9

dans laquelle V est la vitesse de chute en cm/sec . , r le rayon en cm, P, et p respectivement la
densité de la particule et celle du liquide de suspension, g l'accélération du champ et TJ la visco-
sité du milieu de suspension en poise.

Dans le sang, une correction doit être apportée à cette formule pour la détermination de la
vitesse de chute des globules rouges. En effet, la loi de Stokes s'applique à une particule isolée.
Lorsque le nombre de particules existant dans la suspension est grand, des interactions entre par-
ticules voisines interviennent, retardant la chute. Ce ralentissement est dû à l'existence de cou-
rants fluides de sens opposé. Une correction doit donc être appliquée au coefficient de viscosité du
milieu de suspension et cette correction peut être calculée à partir de la formule d'Einstein :

dans laquelle TJ est la viscosité du milieu dans lequel les particules occupent un volume relatif 9, et
r), la viscosité initiale du milieu de suspension.

La loi de Stokes permet de calculer la vitesse de chute Vu d'un globule rouge isolé (assimilé
à une sphère de 7u de diamètre) dans le plasma lorsque ce globule rouge est soumis au champ
gravitionnel.
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VM # 1,7.10** cm/sec, soit 6,2 mm/heure.

La vitesse de chute d'une particule colloïdale de rayon 0,1 u et de densité 5 serait :

2 x Ô"7V x 10' (5 - 1,027) 981
V e = 9 XL09.10" C m / s e C '

Ve # 8.10"* cm/sec, soit 0,29 mm/heure.

La correction due à la concentration en globules rouges ne doit être appliquée qu'à ces élé-
ments cellulaires, le colloïde étant à l'état d'indicateur.

La formule d'Einstein, pour qp, égal à 0,4 (valeur de l'hématocrite) permet de calculer la
viscosité T) soit :

I • 2 n.

La viscosité est doublée, et la vitesse de sédimentation des globules rouges devient :

Vaa = 3 , 1 mm/heure.

Notons que, expérimentalement, la vitesse moyenne de sédimentation des globules rouges est
3,7 mm/heure, valeur voisine de celle obtenue à partir de ces formules.

La différence entre la vitesse de sédimentation des globules rouges dans le sang et celle d'un
seul globule rouge dans le plasma, soit 3,1 mm/heure, peut être considérée comme représentant
la vitesse des courants fluides ascendants au cours de la sédimentation.

U est possible, ayant déterminé la vitesse des courants ascendants dans le plasma au cours
de la sédimentation Jes globules rouges, de calculer le rayon d'une particule d'hydroxyde de cérium
ayant une vitesse de chute égale à la vitesse des courants ascendants. En effet, de la formule de
Stokes, on tire :

r .
2 ( P , - P ) g

Pour une vi tesse des courants ascendants de 3 ,1 mm/heure soit 0,85.10** c m / s e c , le rayon
des micel les est de :

, _ 9 x 0 , 8 5 . 1 0 * x 1 . 0 9 . 1 0 * ,
r 2 (5 - 1,027) x 981

soit : r 1 * 10. HT" cm*

et : r - 3.10* cm ou 0,3u

Au cours d'une centrifugation, les rapports des vitesses de chute des deux types de particules
et des courants ascendants sont conservés. Toute particule de rayon supérieur à 0,3 u ne sera pas
entraînée par les courants ascendants et, dans ce cas, une fraction de .'a radioactivité initiale sera
retrouvée dans le culot rouge. Toute particule colloïdale de rayon inférieur à 0,3 u sera, au con-
traire, entraînée par les courants ascendants vers la partie supérieure du tube à centrifuger. Des
particules de O.lu de rayon, dont la vitesse de chute dans le plasma sous l'action de la pesanteur
est plus faible que celle des courar'j ascendants dans les mêmes conditions seront donc, au cours
d'une centrifugation, ramenées dans le plasma surnageant. Mais, dans la partie supérieure du tube,
les courants ascendants disparaissent, leur vitesse s'annule et les particules colloïdales viendront
s'appuyer sur le culot rouge constitué ; elles seront rassemblées dans la couche blanche ou au voi-
sinage immédiat de celle-ci.

Le fait de retrouver les colloïdes d'hydroxyde de cérium avec la fraction blanche après cen-
trifugation doit donc être expliqué, non par une fixation du cérium colloïdal par les cellules blanches
du sang, mais comme la conséquence de la centrifugation elle-même.
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Dans l'étude des courbes de sédimentation de l'hydroxyde de cérium dans l'eau, nous avons
constaté que les vitesses de chute étaient de l'ordre de quelques millimètres par heure. Or, des
particules colloïdalee de 0,3 n de rayon, par application de la loi de Stokes, ont, dans l'eau, une
vitesse de chute de l'ordre de 5 mm/h. Ce n'est que dans le cas des solutions de nitrate de cérium
à pH 11,5 et 13 que les vitesses de chute dépassent S mm/h dans l'eau. Ce n'est également que
pour les solutions basiques que nous avons constaté, à la partie inférieure du tube à centrifuger,
la présence d'une radioactivité nette, de l'ordre de 20 % de la radioactivité initiale. Il s'agit pro-
bablement là de micelles colloïdales de dimensions supérieures à 0 ,3p . Dans les solutions à pH
inférieur à 8, les micelles auraient un diamètre de l'ordre de 0,1 ji. Nous constatons un accord
satisfrisant entre la théorie et nos résultats expérimentaux.

Cette étude montre que le cérium colloïdal reste "libre" dans le plasma, n'établissant aucune
liaison avec les éléments figurés du sang. Le cérium ionique se fixe partiellement sur les globules
blancs, cette fixation étant probablement due à un processus métabolique actif, le temps de contact
et la température d'incubation augmentant dans de notables proportions le taux de fixation. La ma-
jeure partie du cérium ionique est cependant liée aux y et aux 0, globulines du plasma dans le sang,
in vitro.



IV

MODE DE TRANSPORT DU CÉRIUM DANS LE SANG, IN VIVO

Des expériences préliminaires, effectuées chez la souris et chez le rat, nous ont montré
que le séjour du cerium, ionique ou colloïdal, dans le sang circulant, après administration intra-
veineuse, est très court. De ce fait, l'étude du mode de transport de cet élément dans le sang, in
vivo, doit être effectuée sur des échantillons de sang prélevés très tôt après l'injection (7 à 15
minutes) pour bénéficier d'une radioactivité par gramme de sang suffisante pour permettre l'ap-
plication de méthodes analogues à celles utilisées pour les expériences, in vitro.

1 - METHODES EXPERIMENTALES.

a) Lapin, 15 minutes après l'injection, dans la veine marginale de l'oreille, d'une solu-
tion de chlorure ou de nitrate de cérium 144 sans entraîneur, de pH connu, 10 millilitres de sang
sont prélevés & l'autre oreille. Le sang recueilli est immédiatement centrifugé dans le dispositif
spécial décrit précédemment. Cependant le temps de centrifugation est réduit au cours de ces expé-
riences afin d'éviter l'entraînement de la totalité des colloïdes avec la fraction blanche, pour per-
mettre l'analyse électrophorétique du pla&jna.

Une électrophorèse du plasma (tampon véronal sodique à pH 8,6), complétée par l'enregistre-
ment continu de la radioactivité sur la bande d'électrophorèse et par une autoradiographie de cette
bande, permettent de préciser la répartition de la radioactivité sur les différentes protéines plas-
matiques.

b) Rat. L'injection de la solution radioactive est pratiquée sous anesthésie au nembutal
par voie veineuse dans la jugulaire dénudée. 3 et 15 minutes après l'injection, 0,5 millilitre de sang
sont prélevés sur héparine per ponction oculaire. 150 à 200 mg de sang sont centrifugés dans un
tube de 1,5 mm de diamètre intérieur, (hauteur 8 à 10 cm). Après centrifugation, on recueille par
pipettage à la partie supérieure du tube, une fraction aliquote du plasma, quantité nécessaire pour
faire une électrophorèse. La radioactivité du sang total, du plasma, des globules rouges est déter-
minée dans les conditions habituelles. La radioactivité des globules bleacs ne peut être précisée
dans ces conditions. La répartition du cérium sur les protéines plasmatiques est étudiée par enre-
gistrement de la radioactivité de la bande d'électrophorèse et par autoradiographie.

2 - RESULTATS EXPERIMENTAUX.

a) Lapin.

Injection de cérium ionique (solution de nitrate de cérium sans entraîneur en sérum physiologique
à pH 3).

90 % de la radioactivité du sang total se trouvent dans le plasma, 10 % sur la fraction blanche.
Les globules rouges ne contiennent aucune radioactivité (uprès correction de la faible quantité de
radioactivité due au plasma résiduel).

L'autoradiographie de la bande d'électrophorèse du plasma (figure 25) montre un noircissement
important correspondant aux y globulines et une trainee d'intensité décroissante cor. espondant aux
Pi globulines.
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Electrophorèse

Autoradiographie

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 25 - Electrophorèse de plasma de lapin ayant reçu une injection in*ra-veineuse de nitrate de cerium
sans entraineur, pH 3,-15 minutes après l'injection.

L'enregistrement continu de la radioaci;vité de la bande d1 électrophorèse, avant coloration,
fait apparaître un pic dont le maximum correspond aux y globulines. La décroissance de la radio-
activité est rapide du côté des autres gloLulin*ss. sur toute leur étendue.

Injection de cérium colloïdal (solution de nitrate de cérium sans entraineur en sérum physiologique
à pH 7.5).

L1 autoradiographie et l'enregistrement continu de la bande d1 electrophorèse du plasma (figure
26) montrent l'absence de fixation du cérium sur les protéines plasmatiques, toute la radioactivité
reste localisée au point de Hépart. L'existence de caches arrondies, isolées dans la zone de dé-
pôt du plasma, constatées sur l'autoradiographie, indique la nature colloïdale du cérium dans le
plasma.
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Electrophorès*

Enregistrement de
la radioactivité

Autoradiographie

Figure 26 - Electrophorèse de plasma de lapin ayant reçu une injection intra-veineuse de nitrate de cérium
sans entraîneur, à pH 7.5, plasma prélevé 7 minutes après l'injection.

Nota : Ces résultats n'ont pu être obtenus qu'en effectuant une centrifugation modérée, laissant persister
une fraction du cérium colloïdal dans le plasma.

b) Rat.

Injection de cérium ionique (solution de chlorure de cérium sans entraineur à pH 3,5).

Dans les prélèvements effectués 15 minutes après l'injection, 82 % de la radioactivité sont
retrouvés dans le plasma et 8 % dans le plasma résiduel de la fraction globulaire rouge. Une faible
activité est constatée sur les globules blancs, mais n'a pu être mesurée. Par différence, elle est
de l'ordre de 5 à 10 %.

La figure 27 groupe les résultats de 1*autoradiographie directe du tube après centrifugation et
prélèvement d'une fraction du plasma, et ceux obtenus après électrophorèse. L'autoradiographie
directe du tube montre une forte radioactivité du plasma, étendue auz globules blancs ; les globules
rouges sent très peu radioactifs. L'autoradiographie et l'enregistrement de la bande d'électrophorèse
montrent la fixation du cérium sur les y globulines et sur les 0 globulines.
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Figure 27 - Electrophorèse de plasma de rat ayant reçu une injection intra-veineuse de chlorure de cérium
sans entraineur à pH 3,5, plasma prélevé 15 minutes après l'injection.

Injection de cérium colloïdal (solution de chlorure de cérium sans entraineur à pH 12,5).

Le sang a été prélevé 7 minutes après l'injection. L'enregistrement de la bande d'électro-
phorèse ne permet aucune concluaion, ; la radioactivité du sang était déjà trop faible pour permettre
une mesure valable. L1 autoradiographie par contre, montre une tâche arrondie, aux contours nets,
localisée au point de départ, superposée à la tache de plasma (figure 28).

Injection d'un mélange comportant les deux phases, ionique et colloïdale en équilibre (solution de
chlorure de cérium à pH 6,4).

Le prélèvement de sang a été effectué 3 minutes après l'injection, pour disposer d'un échantil-
lon présentant une radioactivité suffisante :

La répartition de la radioactivité entre les différentes fractions séparées est la suivante :

- plasma 78 %
- globules blancs 8 %
- globules rouges 14 %
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Figure 28 - Electrophorèse de plasma de rat ayant reçu une injection intra-veineuse de chlorure de cerium
sans entraineu-', pH 12 - plasma prélevé 7 minutes après l'injection.

Autoradiographie

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 29 - Electrophorèse de plasma de rat ayant reçu une injection intra-veineuse de chlorure de cérium
sans entraineur à pH 6,4. Le prélèvement est effectué 3 minutes après l'injection.
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(La fraction retrouvée sur les globules blancs a été obtenue par différence). Le cérium retrouvé
dans le culot rouge provient uniquement du plasma résiduel, la centrifugation ayant été de courte
durée.

L'enregistrement de la radioactivité le long de la bande d1 électrophorèse met en évidence la
présence de deux pics distincts de radioactivité, un correspondant à la tache déposée au point de
départ et l'autre aux Y globulinea. La radioactivité décroit lentement dans la zone correspondant
aux autres globulines et est nulle sur les albumines.

Ces résultats sont rassemblés dans la figure 29.

3 - INTERPRETATION.

L'étude du comportement du cérium dans le sang, in vivo, chez le rat et chez le lapin, après
injection intra-veineuse de solutions de nitrate ou de chlorure de cérium 144 sans entraîneur, con-
duit à des résultats comparables à ceux obtenus au cours de l'étude in vitro, à partir de sang frais
de ces mêmes espèces animales :

- la répartition de la radioactivité sur les bandes d1 élect rophorèse obtenues à partir de
plasma prélevé quelques minutes après l'administration de cérium radioactif, montre une migration
du cérium avec les Y et les Pi globulines dans le cas de l'injection de cérium à l'état ionique (chlo-
rure de cérium à pH 3,5 et nitrate de cérium à pH 3).

- aucune migration du cerium n'est constatée sur les électrophorégrammes obtenus à
partir de plasma d'animaux ayant reçu une injection de cérium colloïdal. Des taches arrondies,
isolées, localisées à la zone de dépôt du plasma matérialisent l'existence de micelles ou d'agrégats
dans le plasma.

- après administration d'une solution comportant les deux phases ionique et colloïdale
en équilibre, les deux types de répartition signalées précédemment sont retrouvés simultanément
sur l'électrophorég*ramme.

Les éléments iigurés du sang n'interviennent pas dans le transport du cérium : seuls les glo-
bules blancs sont faiblement marqués, mais la fixation du cérium ionique par les éléments blancs
est faible et inconstante dans les études in vivo.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats acquis dans ces différents types d'expériences, soit avec le pl&sma seul, soit
avec le sang, in vitro ou in vivo, nous permettent de préciser le comoortement du c*ri.un, chlo-
rure et nitrate de cérium 144 sans entraîneur, dans le sang.

Le mode de transport du cérium dans le seng dépend étroitement de la form J physico-chimique
sous laquelle cet élément se trouve dans la solutie* utilisée pour le marquage in vitro ou pour l'in-
jection intra-veineuce, in vivo.

CERIUM IONIQUE.

Le cérium est d'une part, lié à certaines globulinen plasmatiques (y et pt globulines) et d'autre
part, fixé aux globules blancs.

Ce dernier mode de transport n'intéresse qu'une faible fraction du cérium présent (environ S
à 10 %). 90 à 95 % du cérium ionique se trouvent liés aux protéines plasmatiques dans le sang.
La fixation est élective sur les Y et les P» globulines, les autres globulines (a, , a, et p,) ne par-
ticipent pas au transport du cérium. Il en est de mênv de la sérum albumine.

Les globules rouges et les plaquettes ne jouent aucun rôle dans le transport du cérium ionique.

a) Liaison cérium lonique-globuline.

La liaison du cérium avec les y et les 0, globulines est immédiate lorsque cet élément est
ionique. Elle est réalisée aussi bien in vitro que in vivo, avant que le pouvoir tampon du sang ait
pu amener le cérium à un pH voisin de 7, ce qui provoquerait nécessairement sa précipitation sous
forme colloïdale.

Cette liaison présente une certaine labilité : elle est rompue à un pH compris entre 5,8 et
6,6 ou en présence d'un agent complexant tel que le citrate de sodium, celui-ci forriant avec le
cérium un complexe stable et soluble. Cette instabilité en milieu acide explique les résultats obte-
nus par la précipitation des protéines plasmatiques par l'acide trichloractétique, amenant le pH
du milieu à une valeur inférieure à 1. Elle permet également d'expliquer certains résui its «le
P.W. Durbin et coll. [18] après précipitation par le sulfate d'ammonium.

Ce comportement du cérium ionique parait assez particulier à cet élément : nous avons déjà
signalé d'autres éléments établissant des liaisons avec certaines protéines plasmatiques, mais ces
liaisons ne sont pas établies spécifiquement avec les Y et les 8, globulines.

La participation des p, globulines a été constatée par les études électrophorétiques alors que
la séparation chimi'iue ne montre pas Jne telle liaison. Cette constatation est d'interprétation dé-
licate : en effet, les y glotauines constituent une fraction protéinique relativement hétérogène. Chez
l'homme, elles comprennent des composants dont le point isoélectrique s'étend de C.3 & 8,* (en
solution 0,08 M NaCl et 0,02 M cacodylate de sodium, de force ionique 0,1), la contribution étant
gaussienne avec un maximum à pH 7.32 et l'écart standard ^st de 0,42 unité pfl (Ondey [42]). Une
hétérogénéité analogue, de moindre importance cependant, est retrouvée pour les 8, globulines : le
point isoélectrique moyen est 5,8-6,0. La mobilité électrophorétique des Y globulines à pH 8,6,
en tampon véronal sodique, de force ionique 0,1, peut être aussi basse que -0,8, 10*' et celle des
Pt globulines peut atteindre -2,2.10*a. Toutes les mobilités électrophorétiques intermédiaires existent
entre ces deux limites pour les Y «t pour 1er B, globulines. De ce fait, les électrophorégrammes
mettent «m évidence un spectre étendu dan*» lequel se superposent les bandes des Y globulines et
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celles des 0, globulines. Les maxima, habituellement attribués aux y globulines et aux Pi globulines ,
trad'-sent davantage une concentration plus grande à leur niveau, qu'une séparation rigoureuse.

Ces deux globulines présentent des caractères physico-chimiques très voisins : la plus grande
partie de chacune d'elles a un poids moléculaire de 160000 environ, les molécules étant ellipsoïdales
de 350 Â de grand axe et de 40 À de diamètre equatorial. 3 % des protéines plasmatiques sont des
p, globulines et 11 % des y globulines, chez l'homme.

Chimiquement elles sont toutes deux riches en groupements basiques et en serine. Toutes deux
sont le support des anti-corps ; la plupart d'entre eux sont liés aux y globulines, mais certains
sont liés aux P, globulines. La séparation chimique des globulines ne conduit jamais à des fractions
absolument pures. Il n'apparaît donc pas possible, du fait de cette similitude entre ces deux types
de protéines, de préciser si seules les y globulines transportent le cérium ionique ou si les p2 glo-
bulines participent également à ce transport.

On peut envisager une liaison cérium-y globuline au niveau des groupements fonctionnels de
la serine, mais nous n'avons aucune preuve permettant d'appuyer cette hypothèse.

b) Liaison cérium ionique-globules blancs.

La fixation du cérium ionique sur les globules blancs a été constatée aussi bien in vitro que
in vivo. Cependant, in vivo, le taux de fixation est très faible, moins important que dans les ex-
périences in vitro, sans incubation. Nous avons également constaté que l'incubation à 37°C favorisait
la fixation du cérium par les leucocytes.

La formation de complexes entre le lanthane et le sel sodique de l'acide désoxyribonucléique
a été constatée en 1924 par Hammersten [29]. Stern et Steinberg [58] ont précisé les conditions
de formation de complexes entre les différentes terres rares (lanthane, néodyme, praséodyme, sa-
marium et europium) et le sel tétrasodique de l'acide désoxyribonucléique hautement polymérisé.
Le cérium trivalent présente des propriétés analogues (E. Bamann [5]).

Or, les globules blancs sont particulièrement riches en acides nucléiques. Une liaison globules
blancs-cérium ionique par formation d'un complexe entre les acides nucléiques et le cérium pour-
rait être envisagée. Mais dans le plasma, le cérium n'existe que sous forme liée aux globulines.
La formation d'un tel complexe ne pourrait se produire qu'après rupture de la liaison cérium-
globuline. De plus, les acides nucléiques des globules blancs ne sont pas directement en contact
avec le plasma et la pénétration du cérium à l'intérieur du globule blanc serait indispensable.

Nous pensons qu'il s'agit plutôt d'une fixation indirecte du cérium, par l'intermédiaire des
globulines. Ce processus, relié aux propriétés connues des globules blancs, est lent, et la quantité
de globulines fixées par les globules blancs croit par une incubation à 37*C, alors1 qu'elle est né-
gligeable ou nulle à 4°C. Des globules blancs, mis en suspension dans leur propre plasma, celui-ci
étant marqué au moyen de cérium ionique, fixent lentement le cérium. Le taux de fixation est fonc-
tion de la durée du contact et de la température d'incubation (travaux personnels non publiés). L'in-
fluence nette, constatés expérimentalement de ces deux facteurs, nous incite à envisager l'interven-
tion d'un processus métabolique indirect plutôt que la formation d'un complexe avec les acides nu-
cléiques. Une adsorption simple du cérium sur les globules blancs ne serait, d'autre part, pas
influencée par les facteurs cités précédemment.

CERIUM COLLOIDAL.

Le cérium colloïdal reste libre dans le plasma. Il n'établit aucune liaison avec les protéines
plasmatiques ou avec les éléments figurés du sang. Il se comporte de la même manière que les
autres colloïdes.

La fixation apparente du cérium colloïdal sur les globules blancs, suggérée par les résultats
obtenus après centrifugation, in vitro et in vivo, n'est pas confirmée par les autoradiographies de
sang total. Nous avons, par l'étude des lois de la sédimentation, constaté que la présence du cé-
rium colloïdal dans la fraction blanche, pouvait être expliquée sans intervention d'un processus de
fixation par les leucocytes.

Ce double comportement du cérium et la dualité des modes de transport in vivo son! trouvés
lorsque la solution utilisée comporte les deux phases ionique et colloïdale en équilibre : la fraction
de cérium à l'état colloïdal reste libre dans le pla3ma et la fraction ionique est liée aux y globulines
et aux P, globulines, les globules blancs ne fixant qu'une faible partie du cérium ionique.
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Ces résultats vont à l'encontre de la théorie du devenir colloïdal du cérium dans les milieux
biologiques. Le cérium n'est retrouvé à l'état colloïdal dans le sang que s'il était déjà dans cet
état dans la solution de marquage ou d'injection. Différentes preuves expérimentales ont été ap-
portées et, aussi bien dans le plasma seul que dans le sang total in vitro et in vivo, les résultats
expérimentaux sont concordants.

De ce fait, l'importance de la forme physico-chimique du cérium dana la solution d'adminis-
tration apparaît clairement : la distribution dans les différents organes, la cinétique de la distri-
bution du cérium dans le sang après injection intra-veineuse, doivent dépendre de l'état ionique ou
colloïdal de cet élément, le mode de transport étant différent. Afin de confirmer ce point de vue ,
nous avons pratiqué une série d'expériences chez le rat au cours desquelles nous avons étudié d'une
part la cinétique de la disparition du cérium ionique et du cériura colloïdal dans le sang, après
injection intra-veineuse et d'autre part la distribution du cérium dans les différents organes. Cette
étude a été limitée à la phase de distribution primaire, la phase de redistribution secondaire fai-
sant intervenir des éléments nouveaux, non nécessairement liés aux facteurs responsables de la
distribution primaire.
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TROISIÈME PARTIE

APPLICATION
DISTRIBUTION INITIALE DU CÉRIUM CHEZ LE RAT

APRÈS INJECTION INTRA-VEINEUSE

Le but de ce travail étant surtout de préciser le ou les modes de transport du cérium au
cours de la phase sanguine après administration par voie veineuse, nous n'avons pas étudié systé-
matiquement la distribution du cérium dans l'organisme. Nous nous sommes bornés à étudier, à
titre d'application des données acquises au cours des expériences précédemment décrites, la dis-
tribution initiale du cérium dans les différents organes fixateurs. La phase de distribution initiale
est considérée comme achevée lorsque la radioactivité du sang devient négligeable (moins de 1 %
de la dose initiale). Pour déterminer à quel moment après l'administration intra-veineuse la dis-
tribution initiale est réalisée, nous avons effectué une étude de la cinétique de la radioactivité du
sang dans différentes conditions. Cette étude apporte quelques données intéressantes sur les mo-
dalités de la distribution initiale.
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I

ÉTUDE CINÉTIQUE DANS LE SANG

Cette étude a été effectuée d'une part dans le sang total et d'autre part dans les fractions
protéiniques (Y et P, globulines) vectrices du cérium ionique.

J. - SANG TOTAL.

Les expériences préliminaires ont permis de mettre en évidence une décroissance rapide de
la radioactivité du sang circulant après injection intra-veineuse d'un sel céreux sans entraîneur,
en milieu physiologique. La vitesse de décroissance est fonction du pH de la solution d'adminis-
tration, donc de l'état ionique ou colloïdal du cérium, mais, dans tous les cas, au bout de quelques
heures, la radioactivité du sang circulant est inférieure à 1 % de la dose injectée.

Nous avons donc utilisé des solutions dans lesquelles le cérium est totalement sous forme
ionique ou totalement sous forme colloïdale et nous avons pratiqué les prélèvements de sang à des
intervalles aussi rapprochés que possible après l'injection.

Méthodes expérimentales.

0,5 ml d'une solution de nitrate de cérium sont injectés par voie jugulaire à un rat légèrement
anesthésié ("fCe - "JPr sans entraîneur). Sur la table de contention, la partie inférieure de l'ani-
mal est réchauffée au moyen d'une lampe infra-rouge dans le but de provoquer une vasodilatation
dans la queue de l'animal. Les prélèvements de sang (une à deux gouttes) sont obtenus par section
du bout de la queue. L'hémostase est assurée par une pince à hémostase placée juste au-dessus
de la section. Avant chaque prélèvement, deux ou trois gouttes de sang sont rejetées. Les prélè-
vements sont pratiqués toutes les minutes à partir de la troisième minute suivant l'injection pen-
dant 10 minutes et toutes les 10 minutes ensuite.

Le sang recueilli est minéralisé à l'acide nitrique après pesée de l'échantillon. Sa radioactivité
est mesurée dans les conditions habituelles et elle est rapportée à un gramme de sang. Elle est
exprimée en pourcentage de la dose injectée pour la totalité du sang, considéré comne représentant
6,3 % du poids du corps. Il n'a pas été tenu compte de la perte de radioactivité due aux prélèvements :
cette perte est en effet faible par rapport à la radioactivité totale du sang et peut être négligée.

Les solutions d'injection ont été choisies en fonction des données des courbes de sédimentation
et ne sont utilisées que lorsque les courbes de sédimentation sont reproductibles :

- solution de cérium ionique (nitrate de cérium a pH 4),

- solution de cérium colloïdal (nitrate de cérium à pH 8 et chlorure de cérium à pH 11),

- solution comportant les deux phases en équilibre (nitrate de cérium à pH 5,6, com-
portant 34 % de cérium sous forme colloïdale et solution de cérium, chlorure, à pH 6,3 comportant
14 % de cérium sous forme colloïdale.

Résultats expérimentaux.

Les résultats expérimentaux sont rassemblés dans le tableau XIII. Us sont exprimés en pour-
centage de la dose injectée et représentent la moyenne de 3 à 5 rats pour chaque solution. La fi-
gure 30 a été établie d'après ces données.
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Figure 30 - Evolution de la radioactivité du sang en fonction de l'état physico-chimique du cérium j»p»*ès
injection intra-veineuse chez le rat.
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Tableau XIII
Evolution de la radioactivité du sang circulant chez le rat,

après injection intra-veineuse de cérium, en fonction
de l'état physico-chimique (en % de la dose injectée)

Nature du sel
injecté

Nitrate de
cérium pH 4

Nitrate de
cérium pH 8
Chlorure de
cérium pH 11

Nitrate de
cérium pH 5,6

Chlorure de
cérium pH 6,3

Etat

I

C

C

i+cd)

3

88

19

22

40

38

5

-

-

9

-

30

10

52

3

3

8

15

Temps

20

2b

2

2

4

8

30

20

2

1

3,5

5

après l'injection (minutes]

40

18

1

0,8

3

4

50

14

0,9

0.8

2

3

60

10

0.8

0.7

1,8

2.5

70

8

-

0.7

1.5

2

80

7

0,7

0,7

1

1

90

5

-

0.6

1

1

100

5

0.6

0.6

0.9

0.9

120

4

0,5

0.5

0.7

0.8

(+) I = état ionique C = état colloïdal.

(1) 34 % sous forme colloïdale et 66 % sous forme ionique.

(2) 14 % sous forme colloïdale et 86 % sous forme ionique.

Nota - Des prélèvements supplémentaires ont été effectués entre 2 et 10 minutes pour le nitrate
de cérium à pH 8 et pour les solutions de chlorure à pH 11. Les résultats obtenus ont été utilisés
pour établir les courbes de la figure 30.

Remarque - Le tableau précédent représente les moyennes de 3 à 5 rats pour chaque solution. Il
r>e laisse pas apparaître de ce fait, les variations individuelles existant aux temps courts : elles
peuvent atteindre 10 à 20 % pendant les premières minutes, mais à partir de la dixième minute ,
la fraction de la dose injectée retrouvée dans le sang est très voisine chez tous les animaux d'une
même série.

Interprétation.
Ces résultats montrent que la vitesse de disparition du cérium dans le sang circulant est

fonction de l'état physico-chimique de cet élément dans la solution administrée.

Cerium tonique.

La fraction de la dose injectée retrouvée dans le sang diminue lentement pendant la première
heure après l'injection. Après ce laps de temps, il persiste 10 % de la dose initiale dans le sang.
Deux heures après l'injection, il reste encore 4 à 5 % de la dose administrée dans le sang.

Cértwn colloïdal.

La disparition du cérium dans le sang circulant est irès rapide : 10 minutes après l'injection,
3 % seulement de la dose injectée sont retrouvés dans le sang. 60 et 120 minutes après l'injection,
il ne reste respectivement que 0,7 et 0,5 % de la dose administrée dans le sang circulant.

Quel que soit l'état physico-chimique du cérium administré, la radioactivité du sang, 24 heures
après l'injection, reste très faible, et elle est voisine de celle constatée à la 60ème ou à la 120ème
minute.

Les courbes, tracées en coordonnées semi-logarithmiques mettent en évidence les différences
de comportement constatées par l'examen des résultats expérimentaux. L'analyse graphique de ces
courbes conduit à la mise en évidence, lorsque la totalité du cérium injecté est sous forme ionique,
de deux termes exponentiels auxquels on peut attribuer des "périodes" différentes. Dans le cas du
cérium colloïdal, un seul terme exponentiel est isolé. Elle permet, en outre, d'attribuer à chacun
des termes exponentiels, un coefficient qui correspond à la fraction de la radioactivité initiale dé-
pendant de ce terme. Les données obtenues par l'analyse graphique sont rassemblées dans le ta-
bleau XIV.
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Tableau XIV
Etude graphique des courbes de la figure 30.

Nature du sel
et pH

Nitrate de
cérium pH 4

Nitrate de
cérium pH 8
Chlorure de
cérium pH 11

Nitrate de
cérium pH 5,6

Chlorure de
cérium pH 6,3

Période A

7 mn

1 à 2 mn

1 à 2 mn

1 >. 2 mn

1 à 2 mn

Fraction du cérium
initial dépendant

de "A" (x)

76

100

98

85

80

Période B

46 mn

néant

néant

33 mn

30 mn

Fraction du cérium
initial dépendant

de "B" (x)

24

15

20

(x) exprimée en % de la dose de cérium initiale.

Ce tableau montre que :

1) la disparition du cérium ionique dans le sang est complexe : 75 % du cérium lié aux glo-
bulines sont rapidement éliminés du sang avec une période de 7 minutes, la fraction restante (25 %)
quitte le sang plus lentement avec une période de l'ordre de 45 minutes,

2) par contre, à l'état colloïdal, le cérium quitte très rapidement le sang circulant. On peut
attribuer à ce processus une période de 1 à 2 minutes, et celle-ci correspond à la totalité des
colloïdes présents.

3) les résultats de l'analyse graphique des courbes correspondant aux solutions dans lesquelles
les deux phases ionique et colloïdale sont en équilibre, sont d'interprétation plus délicate. En effet,
on devrait retrouver dans ce cas, trois périodes : une de l'ordre de 1 à 2 minutes, correspondant
à la fraction colloïdale du mélange, une seconde de l'ordre de 7 minutes, correspondant à la frac-
tion ionique à disparition rapide et une troisième, plus lente, de l'ordre de 45 minutes, correspon-
dant à la fraction ionique à disparition lente.

L'analyse graphique de ces courbes ne permet de mettre en évidence que deux périodes : une
très courte, de l'ordre de 1 à 2 minutes correspondant à 80 ou 85 % du cérium injecté, et l'autre
de 30 & 35 minutes correspondant à 20 ou 25 % du cérium administré. Ces faits paraissent devoir
être reliés d'une part au procédé d'analyse graphique qui ne permet pas d'obtenir les périodes avec
une bonne précision, et d'autre part à l'imprécision du tracé des courbes à partir de points repré-
sentant les moyennes de résultats expérimentaux obtenus chez un nombre limité de rats. L'établis-
sement de courbes par enregistrement continu de la radioactivité du sang, in vivo, n'a pu être en-
visagé pour des raisons techniques. L'analyse de telles courbes apporterait vraisemblablement des
résultats plus précis.

Cette analyse montre cependant que le comportement du cérium en solutions mixtes (ionique
et colloïdale) peut être considéré comme résultant de la mise en oeuvre simultanément de deux
processus indépendants, l'un se rapportant à la fraction ionique du cérium, l'autre relatif au cérium
à l'état colloïdal. La fraction de l'activité initiale correspondant à la période longue est en effet de
l'ordre du quart de celle du cérium sous forme ionique dans la solution utilisée, proportion voisine
de celle trouvée pour le cérium totalement ionique (nitrate de cérium à pH 4).

Ces résultats expérimentaux montrent une dualité de comportement du. cérium dans l'organisme ,
dualité qui se traduit, au cours de la phase sanguine après administration intra-veineuse, par une
cinétique du cérium dans le sang, beaucoup plus lente pour la phase ionique liée aux Y globulines
que pour la phase colloïdale. Cette constatation est importante, car elle doit se traduire par une
distribution différente dans le temps, sinon dans les organes, suivant l'état physico-chimique du
cérium dans la solution utilisée pour l'administration de cet élément.

Nous avons pensé obtenir quelques renseignements complémentaires en étudiant l'évolution de
la radioactivité dans les fractions du sang vectrices du cérium ionique.
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2 - FRACTIONS DU SANG.

Ces expériences ont été effectuées chez le rrt et chez le lapin. Elles ont été limitées à des
intervalles de temps courts après l'injection ; les autoradiographies et les enregistrements des
bandes d'électrophorèse exigent en effet une radioactivité par gramme de plasma élevée et limitent
de ce fait les possibilités expérimentales aux 10 à 20 minutes consécutives à l'injection.

Méthodes expérimentales.

Rat : La solution radioactive est injectée par voie veineuse dans la jugulaire du rat et les prélève-
ments sont effectués par ponction oculaire à des intervalles de temps compila entre 3 et 15 minutes
après l'injection.

Sur chaque échantillon, en effectue :

- une mesure de la radioactivité totale du sang,

- une centrifugation en tube mince,

- une électrophorèse du plasma et sur la bande d'électrophorèse, un enregistrement
continu de la radioactivité ainsi qu'une autoradiographie avant coloration,

- une détermination de la radioactivité du plasma et de la fraction globulaire rouge. La
radioactivité des globules blancs est appréciée par différence.

Lapin : La solution radioactive est injectée par voie veineuse dans la jugulaire du lapin anesthésié ;
la carotide a été cathétérisée au moyen d'un tube fin de polythene, A des intervalles donnés après
l'injection, un prélèvement de 6 à 8 ml de sang est effectué, après rejet des premiers ml de sang
écoulés. Il est possible d'effectuer ainsi trois prélèvements successifs sur le même animal sans
modifier d'une façon anormale la masse sanguine.

Sur chaque prélèvement, le fractionnement est effectué au moyen du dispositif décrit précédem-
ment (p.50). La radioactivité de chaque fraction est mesurée dans les conditions habituelles.

Résultats expérimentaux.

Rat : La solution injectée est une solution de chlorure de cérium sans entraîneur ( JJCe - ,JPr)
amenée successivement aux pH 3, 6,4 et 11. Le cérium est totalement ionique dans la solution à
pH 3, totalement colloïdal dans celle à pH 11 et les deux phases ionique et colloïdale coexistent
(40 % de cérium colloïdal) dans la solution à pH 6,4.

L'expérimentation a porté sur trois rats pour chaque solution.

La répartition entre les fractions séparées dans le sang est exprimée en pourcentage de la
dose initiale injectée (Tableau XV).

Tableau XV

Répartition du cérium entre les fractions du sang en
fonction du temps (% de la dose injectée)

Nature de la
fraction

Sang

Plasma

Globules blancs

Radioactivité (% de la dose injectée)

pH 3 (ionique)

3 mn

74

69

3.5

7 mn

53

49

4

15 mn

39

36

3

pH 6,4 (40% colloïdal)

3 mn

89

77

12

7 mn

64

60

4

15 mn

14

13

1

pH 11 (colloïdal)

7 mn

7,6

7.6

15 mn

5,7

5.7

Les résultats obtenus à partir des électrophorèses sont reproduits ci-dessous, pour les solu-
tions à pH3 et à pH 6,4 aux intervalles suivants : 3, 7 et 15 minutes après l'injection (Figures
31 à 36).
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Figure 31 - Chlorure de cérium pH 3 - Prélèvement à la 3ème mn.

Autoradi ographie

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Autoradiographie

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 32 - Chlorure de cérium pH 3 - Prélèvement à la 7ème mn.
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Aiitoradiographie

Eleclrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 33 - Chlorure de cérium pH 3 - Prélèvement à la I5ème mn.

Autoradiographie

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 3 4 - 3 minutes après l'injection.
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Autoradiographie

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 3 5 - 7 minutes après l'injection.

Aut o r?. diograph ie

Electrophorèse

Enregistrement de
la radioactivité

Figure 36 - 15 minutes après l'injection.
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Lapin : La répartition entre les différents constituants du sang a été étudiée après injection d'une
solution de chlorure de cérium à pH 3,6 dans laquelle le cérium est pratiquement ionique en totalité.
Les prélèvements ont été effectués 15. 35. 60. 85 et 95 minutes après l'injection (Tableau XVI).

Tableau XVI

Répartition de la radioactivité entre les différents constituants du sang chez
le lapin en fonction du temps - Chlorure de cérium à pH 3,6.

Temps
(minutes)

15

32

60

85

95

% de la dose initiale

sang

28

14

8

5.2

4.2

plasma

23

13

7

5

4

G.B.

2.9

1.2

1

0.2

0.2

G.R.

0

0

0

0

0

% de la radioactivité du
sang à l'instant du

prélèvement

plasma

89,4

92

90

95

94

G.B.

10,6

8

10

5

6

G.R.

0

0

0

0

0

Les électrophorèses de plasma de lapin, à 15 et ft 32 minutes après l'injection sont analogues à
celles obtenues avec le plasma de lapin après injection de cérium ionique. Elles ne sont pas, de
ce fait, reproduites ici.

3 - INTERPRETATION.

Les résultats obtenus au cours de ces séries expérimentales chez le rat et chez le lapin con-
firment ceux acquis aux cours des expériences précédentes, montrant la dualité des modes de trans-
port et l'importance de l'état physico-chimique du cérium dans les solutions utilisées pour les
injections.

Des renseignements complémentaires peuvent être tirés de cet ensemble de résultats :

A - Solutions ioniques.

a) La répartition du cérium ionique entre le plasma (y et B, globulines) et les globules
blancs, reste pratiquement constante pendant la durée de la phase sanguine de la radiointoxication.
90 % du cérium sont transportés par le plasma sous forme liée aux globulines, et 10 % le sont
par les globules blancs. De ce fait, la vitesse de disparition du cérium dans le plasma conditionne
la disparition de cet élément dans le sang.

b) L'étude de la répartition du cérium entre les y et les p, globulines, en fonction du
tempp, fait apparaître un fait nouveau :

Les enregistrements continus ainsi que les autoradiographies montrent, aux temps rapprochés
(3 mn) une fixation importante sur les gamma globulines et une fixation faible sur les ^s globulines.
15 minutes après l'injection, la répartition sur les globulines présente un aspect différent : sur
l'enregistrement, le pic correspondant aux y globulines s'est nettement estompé, alors que la radio-
activité présente sur les P, globulines ne parait pas avoir subi de diminution importante. L'étude
des surfaces sous-jacentes à chaque fraction globulinique (surfaces limitées arbitrairement par une
verticale tracée au-delà de la tache des gamma globulines) montre que la décroissance de la radio-
activité du plasma peut être attribuée principalement à la disparition de la fraction globulinique
gamma marquée, pendant les 15 minutes consécutives ft l'injection.

Le cérium ainsi lié aux globulines présente un comportement différent en fonction du type de
globulines sans qu'il soit possible de préciser davantage sur le plan quantitatif en particulier, par
la méthode utilisée.

B - Solutions colloïdales.

Le cérium colloïdal est totalement "libre" dans le plasma. L'évolution de la radioactivité du
plasma reflète exactement celle du sang.
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C - Solutions comportant les deux phases en équilibre.

L'évolution de la radioactivité du plaema est le résultat de la fuite rapide de la fraction du
cérium à l'état colloïdal et de la disparition plus lente de la fraction ionique liée aux globulines.
La vitesse de disparition du cérium dépend de l'importance relative des deux phases.

Sur les électrophorégrammes obtenus à partir des échantillons prélevés 3 et 7 minutes après
l'injection chez le rat, la coexistence d'une phase libre colloïdale et d'une phase liée aux globulines
est mise en évidence par la présence de deux taches visibles à l1 autoradiographie : une au point de
dépôt du plasma et l'autre correspondant aux globulines. Par contre, conformément aux résultats
cités plus haut, la phase libre colloïdale n'apparaît plus sur les autoradiographies faites avec le
plasma des échantillons prélevés à la 15ème minute, le colloïde ayant déjà quitté le sang circulant.

Discussion.

L'étude de la cinétique du cérium dans le sang circulant et dans les différents constituants
du sang vecteurs du cérium, chez le lapin et chez le rat, confirme, in vivo, l'importance de la
forme physico-chimique du cérium dans la solution injectée.

La disparition rapide du cérium colloïdal dans le sang circulant est conforme aux résultats
publiés par d'autres auteurs pour des colloïdes de nature différente. La vitesse de disparition, ca-
ractérisée par la période de 1 à 2 minutes mise en évidence par l'analyse graphique correspond
également à des particules colloïdales de grande dimension, celle-ci étant de l'ordre de 0,1 à 0,3 u.

Après injection de cérium ionique, la vitesse de disparition du cérium lié aux globulines est
beaucoup moins rapide. Une différence de comportement du cérium lié aux y et aux 0, globulines
a été mise en évidence. Cependant la vitesse de disparition du cérium ionique ne correspond pas
aux taux de renouvellement des globulines chez ces animaux. D'autres méthodes ont en effet fixé
ce taux de renouvellement à 2 ou 3 jours. Les résultats obtenus conduiraient à un taux de renouvel-
lement beaucoup plus rapide. L'étude de la distribution initiale du cérium entre les différents or-
ganes nous permettra d'envisager les mécanismes responsables de cette fuite assez rapide du cérium
lié aux globulines dans le sang circulant.
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Il

DISTRIBUTION DU CÉRIUM DANS L'ORGANISME

PHASE INITIALE

1 - METHODES EXPERIMENTALES.

Afin de préciser les modalités de la répartition initiale du cérium injecté par voie veineuse
en fonction de sa forme ionique ou colloïdale, nous avons pratiqué chez une série de rats, soit des
injections de cérium ionique (solutions de nitrate de cérium à pH 4 "{Ce sans entraineur) soit des
injections de cérium colloïdal (solutions de nitrate de cérium à pH 8,5 sans entraineur). Les rats
sont sacrifiés par groupe de trois, 15, 30 et 60 minutes après l'injection. Trois rats sont sacrifiés
trois jours après l'injection.

Les différents organes sont prélevés, pesés, minéralisés à l'acide nitrique et la radioactivité
de l'organe ou du tissu est exterminée par les méthodes décrite? précédemment.

2 - RESULTATS EXPERIMENTAUX.

Les résultats sont rassemblés dans les tableaux XVII et XVIII. Ils représentent les moyennes
de trois rats pour chaque intervalle de temps. Ils sont exprimés en pourcentage de la dose injectée
dans chaque organe.. Le sang est considéré comme représentant 6,3 % du poids du corps ; la radio-
activité totale du squelette est obtenue à partir de celle des deux fémurs, ceux-ci représentant 11 %
du poids du squelette ; les muscles correspondent à 40 % du poids corporel.

Tableau XVII

Distribution initiale du cérium ionique chez le rat après
injection intra-veineuse (nitrate de cérium à pH 4).

Organe

Foie

Reins

Rate

Squelette

Poumons

Muscles

Sang

Excreta

Bilan

% de la radioactivité initiale par organe (+)

15 mn

55

0.6

0.3

4,9

1.2

8,2

23,7

6.1

30 mn

60

1.8

0.3

16,6

0.5

4,5

14.3

2

60 mn

72

1.5

0.2

18,2

0.4

0,8

6.8

0.1

3 jours

71,2

0,5

0,13

22,8

0.7

0,2

0.05

3

1.4

(+) moyenne de trois rats.

Muscles : 40 % du poids du corps.
Sang : 6,3 % du poids du corps.
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Le bilan correspondant aux viscères non prélevés et à la peau, cette dernière contient quelques
pourcents de la dose initiale 15 minutes après l'injection.

Tableau XVIII

Distribution initiale du cérium colloidal chez le rat après
injection intra-veineuse (nitrate de cérium à pH 8,5).

Organe

Foie

Reins

Rate

Squelette

Poumons

Muscles

Sang

Excreta

Bilan

% de la radioactivité injectée par
organe total (+)

15 ran

84

0.9

1 1

4

1.6

5

2,5

1

30 mn

86

0.9

1.0

5

1.5

2

2

1.6

60 mn

85

0.8

1.2

5,8

1.4

2.1

0,8

3,9

3 jours

74,5

0.5

1,5

11.3

1

0

0,5

2,5

1

(+) moyenne de trois rats.
mêmes données numériques que pour le tableau précédent.

L'étude des courbes de sédimentation nous a montré que le cérium colloïdal se présentait sous
forme de micelles de dimensions différentes suivant le pH de la solution de cérium.

Nous avons étudié la distribution initiale du cérium colloïdal en fonction de la grosseur des
micelles en injectant des solutions de nitrate ou de chlorure à différents pH, compte-tenu des don-
nées acquises par l'étude des vitesses de sédimentation en phase aqueuse. 4 séries de rats (6) ont
reçu en injection intra-veineuse du cérium colloïdal et ont été sacrifiés par groupe de trois soit 15
minutes soit trois jours après l'injection.

Les résultats obtenus ont été rassemblés dans le tableau XIX.

Tableau XIX

Distribution initiale du cérium colloïdal en fonction de la grosseur des particules.

Nature du sel

injecté

Nitrate de
cérium pH 6

Chlorure de cérium
pH 11.5

Nitrate de cérium
pH 8.5

Nitrate de cérium
pH 12.5

Vitesse de
sédimentation

(mm/h)

1.9

2

4

10

% de la radioactivité injectée
par organe total

15 mn après
l'injection

F
oi

e

60

50 à
15

85

90

R
at

e

1.5

1

1

1

m

i
1
16

40
70

1.5

1.6

Sq
ue

le
tt

e

12

2.5

5

3

Sa
ng

6

3 .5

2 . 5

2

F
o
ie

72

58

75

75

3

R
at

e

1.1

1.5

1.5

1.1

jours

P
ou

m
on

s

5

4

1

0 ,8

Sq
ue

le
tt

e

25

30

21.5

22

Sa
ng

-

-

-

-
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3 - INTERPRETATION.

Ces résultats mettent en évidence les différences nettes dans la distribution initiale du cérium
sans entraîneur après injection intra-veineuse chez le rat, en fonction de la nature ionique ou col-
loïdale de cet élément dans la solution d'injection.

Les données obtenues le 3ème jour montrent en outre qu'une redistribution du cérium prend
place secondairement. Elles n'ont été rapportées ici qu'à titre indicatif.

Les organes fixateurs principaux du cérium sont quel que soit l'état du cérium, le foie et
le squelette. Dans certaines conditions les poumons fixent une fraction importante du cérium ad-
ministré.

Foie.

Cet organe est l'organe fixateur le plus important dans la phase initiale :

- après administration sous forme ionique, 70 % du cérium sont retrouvés dans le foie
à la fin de la période de distribution initiale, soit 60 minutes après l'injection. 55 % du cérium sont
déjà fixés par le foie 15 minutes après l'injection.

- après administration sous forme colloïdale, le taux de fixation varie dans de larges
limites en fonction de la grosseur des agrégats colloldaux, mais la distribution est très rapide :
15 minutes après l'injection, la phase de distribution initiale est pratiquement terminée. Le taux de
fixation peut atteindre des valeurs élevées (90 % dans le cas d'agrégats de grandes dimensions) ou
présenter des valeurs voisines de celles constatées dans le cas du cérium ionique. Chez certains
rats ayant reçu du chlorure de cérium à pH 11,5 nous avons constaté une fixation très peu impor-
tante à 15 minutes : 15 % seulement de la dose injectée. Dans ces derniers cas, la fraction non
fixée dans le foie apparaît dans les poumons.

Poumons.

Les poumons ne fixent pratiquement pas le cérium ionique ; ils ne retiennent pas davantage
le cérium colloïdal dont les agrégats sont de grande dimension. Par contre ils deviennent impor-
tants dans le cas des colloïdes de dimensions plus réduites et peuvent même être l'organe fixateur
principal pour les agrégats de dimension intermédiaire : de 40 à 75 % de la dose initiale peuvent
être accumulés dans les poumons 15 minutes après l'injection de chlorure de cérium à pH 11,5.

Squelette.

L'ensemble du squelette apparaît comme le deuxième lieu de fixation important du cérium.
Cependant son pouvoir de fixation est beaucoup plus important pour le cérium lié aux globulines que
pour le cérium colloïdal. Nous constatons en effet qu'à la fin de la phase de distribution initiale,
18 à 20 % du cérium ionique sont fixés par le squelette, alors que 5 à 6 % seulement du cérium
colloïdal sont retrouvés dans l'os.

Rate.

La rate ne fixe qu'une fraction infime du cérium ionique (0,2 à 0,3 %) alors qu'elle fixe 1,0
à 1,2 % du cérium colloïdal. Cette différence, bien que peu importante, est cependant significative.

Reins.

Le taux de fixation est peu élevé (1,5 %) dans le cas du cérium ionique mais il est plus élevé
que dans le cas du cérium colloïdal, pour lequel ces organes ne contiennent que 0,8 à 0,9 % de la
dose initiale. Notons que, contrairement à la rate, les reins fixent mieux le cérium ionique que
le cérium colloïdal.

Autres organes.

Si une certaine fraction de la radioactivité injectée est retrouvée dans la peau et dans les
muscles 15 minutes après l'injection, à la fin de la phase de distribution initiale, ces tissus ne
renferment pratiquement plus de cérium quelle que soit la forme du cérium injecté. La radioactivité
de ces tissus, aux temps rapprochés de l'injection, est due en partie au sang qu'ils contiennent
mais ne peut être expliquée totalement par ce fait. Compte-tenu de la masse importante relative-
ment, des muscles et de la peau chez le rat, ces tissus ne peuvent être considérés comme pos-
sédant un pouvoir de fixation important pour le cérium.
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A la fin de la période initiale de distribution, nous pouvons constater que le cérium administré
se répartit entre le foie et le squelette dans des proportions différentes suivant l'état sous lequel
le cérium a été injecté , les poumons fixant dans certaines conditions une fraction importante du
cérium colloïdal.

4 - DISCUSSION.

Les données expérimentales que nous venons d'exposer ne peuvent que partiellement être com-
parées aux résultats publiés par les différents auteurs ayant étudié la distribution du cérium après
injection intra-veineuse. La plupart de ceux-ci ont en effet étudié la répartition du cérium 24 heures
ou plus après l'administration de cet élément. Seule P. W. Durbin [18] a étudié la cinétique dans le
Si ng et les taux de fixation dans le foie et dans le squelette pendant la phase initiale (4 premières
heures). Cependant cet auteur a utilisé des solutions citriques et nous avons vu que les résultats
obtenus dans ces conditions ne peuvent prétendre représenter le métabolisme du cérium ionique.
Les résultats de Durbin se rapprochent cependant des nôtres : fixation de l'ordre de 50 % dans le
foie et de l'ordre de 20 % dans le squelette, 90 à 120 minutes après l'injection.

Si tous les auteurs ont constaté une instabilité des solutions de cérium trivalent aux pH sup -
rieurs à 4 ou 5, aucun n'a fait d'étude systématique de la distribution du cérium en fonction de so
état physico-chimique dans les solutions administrées ; tous admettent en effet l'hypothèse du devenir
colloïdal du cérium trivalent dans les liquides biologiques. Leurs efforts ont tendu vers l'obtention
et l'utilisation de solutions d'injection stables mais non vers l'étude du comportement du cérium
sous ses divers états physico-chimiques. Catsch et coll. [10] ont constaté l'importance du pH de
la solution d'injection sur lea modalités de la distribution du cérium dans les différents organes ,
mais ils attribuent les différences constatées dans le taux de fixation par le foie, le squelette, la
rate et les reins, après injection intra-veineuse de chlorure de cérium à pH compris entre 4 et 8 ,
à l'augmentation des propriétés colloïdales du cérium en fonction du pH. Ces auteurs ne font aucune
allusion à l'état physico-chimique du cérium dans les solutions d'injection et ils admettent également
l'hypothèse du devenir colloïdal du cérium dans le sang.

Les données rapportées par ces auteurs concernent des rats témoins sacrifiés 48 heures après
l'injection du radioélément ; nous avons présenté les résultats de l'étude de la distribution du cé-
rium ionique et colloïdal trois jours après l'injection dans les tableaux XVII et XVIII de façon à
permettre la comparaison de nos résultats avec ceux de Catsch et coll. [10].

La distribution du cérium le troisième jour, montre par comparaison avec la répartition à la
fin de la phase de distribution initiale, l'existence d'une phase de redistribution prenant place entre
le premier et le troisième jour. La confrontation de nos résultats avec les données publiées, montre
qu'ils s'inscrivent dans le cadre général du métabolisme du cérium après injection par voie vei-
neuse. L'étude de la distribution à la fin de la période initiale apporte cependant quelques précisions
intéressantes.

Cérium ionique.

15 minutes après l'injection de cérium ionique, 55 % de la dose injectée sont retrouvés dans
le foie, 5 % dans le squelette et 24 % dans le sang. Les muscles et la peau contiennent 15 à 20 %
du cérium injecté.

60 minutes après l'injection, le foie et le squelette réunis, contiennent environ 88 % de la
dose initiale, le sang 7 % et les autres tissus sont pratiquement vides de cérium.

30 % de la dose ont donc été fixés, entre la 15ème et la 60ème minute par le foie et le sque-
lette. Ces 30 % représentent non seulement le cérium ayant quitté le sang pendant ce laps de temps
(16 %) mais également celui primitivement retenu dans la peau et dans les muscles (15 à 20 %).

Ces faits montrent que le cérium retrouvé à la 15ème minute dans la peau et dans les muscles
n'est pas fixé solidement dans ces tissus, mais qu'il est remis très rapidement en circulation dans
le sang, soit directement soit par l'intermédiaire du système lymphatique. Le foie et le squelette ,
en particulier le foie, fixent très rapidement le cérium du sang circulant. Le taux de fixation dans
ces organes ou tissus, croit d'une façon continue jusqu'à disparition totale du cérium dans les autres
tissus. Le maximum de fixation dans le foie est atteint 5 heures après l'injection. Le cérium ini-
tialement dans le sang dès l'injection est en partie capté par le foie et par le squelette, et en partie
soustrait au processus de fixation hépatique.

Nous savons d'autre part que l'espace de diffusion des globulines plasmatiques est environ
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aeux fois plus important que l'espace intravasculaire. La fraction extravaeculaire de l'espace de
diffusion des globulines est constituée par l'ensemble des espaces interstitiels, localisés principale-
ment dans la peau, le tissu cellulaire sous-cutané et les muscles. Une fraction dont l'importance
est de Tordre de 15 à 20 % de la dose initiale de cérium, est entraînée dans les espaces extra-
vasculaireu par les globulines, vectrlces du cérium. Les globulines, après un séjour de courte
durée dans les espaces interstitiels, retournent dans la circulation générale. Nous pouvons supposer
que la liaison globulines-cérium n'est pas rompue au cours du séjour extravasculaire des globulines ,
puisque le séjour du cérium dans ces espaces est de courte durée. Nous pouvons donc admettre ,
pour une partie du cérium fixé sur les globulines, un cycle extravasculaire sans rupture de la liai-
son globuline-cérium ramenant le cérium dans le sang après un séjour de courte durée dans ces
espaces, et une fixation secondaire par le foie. L'intervention de ce mécanisme de diffusion des
globulines vectrices du cérium rend compte de la fixation prolongée du cérium p?.r le foie et de la
disparition rapide du cérium initialement retrouvé dans la peau et dans les muucles.

La fixation du cérium transporté par les globul:nes, au niveau du tissu hépatique ou osseux,
pose un problème auquel il n'est pas possible d'apporter une réponse certaine dans l'état actuel de
nos connaissances : le foie est un lieu de stockage et de destruction des gamma globulines. Ce-
pendant la fixation du cérium par le foie ne peut être attribuée à ce seul mécanisme, du fait de
la rapidité de la fixation. Cette hypothèse conduirait à admettre une vitesse de renouvellement des
globulines bien inférieure à celle trouvée par d'autres méthodes, en particulier au moyen de glo-
bulines marquées à l'iode 131, au soufre 35 ou à l'azote 15.

Une autre hypothèse peut être formulée : le tissu hépatique retiendrait les globulines mar-
quées, celles-ci étant considérées comme altérées du fait de leur liaison avec le cérium. Elles
seraient dans ce cas fixées électivement par le tissu hépatique. Aucun fait expérimental ne nous
permet de confirmer ou d'infirmer cette possibilité.

Une troisième hypothèse peut encore être envisagée : nous avons constaté que la liaison
globuline-cérium est labile : elle est rompue à pH compris entre 5,8 et 6,4 in vitro. Or, les cel-
lules hépatiques ont un pH légèrement acide. Dans ces conditions, la rupture de la liaison globuline-
cérium au niveau des cellules hépatiques peut se produire, expliquant ainsi l'importance et la rapi-
dité de la fixation du cérium ionique par le foie. Cette hypothèse nous parait beaucoup plus vrai-
semblable que celle faisant intervenir une altération des globulines ayant fixé le cérium.

Ce mécanisme ne parait pas pouvoir intervenir au niveau du tissu osseux : le pH des cellules
de l'os est mal précisé mais un pH inférieur à celui des liquides biologiques ne leur a jamais été
attribué. Un autre mécanisme doit donc être envisagé pour expliquer la fixation du cérium dans
l'os. Le squelette est particulièrement riche en agents complexants et en radicaux susceptibles de
former avec le cérium des composés stables et insolubles. Dans ces conditions, la fixation du cé-
rium par le squelette pourrait être attribuée à la formation locale, in situ, de tels composés (phos-
phate de cérium insoluble par ex. ) la rupture de la liaison globuline-cérium étant réalisée au profit
d'un radical de constante d'association plus grande.

Ce mécanisme pourrait également intervenir au niveau des cellules hépatiques, mettant en jeu
des agents complexants différents. Il a d'ailleurs été démontré, in vitro, que le cérium forme des
complexes avec les constituants de la bile et ce mécanisme peut être envisagé pour expliquer l'exis-
tence de cérium dans la bile des rats ayant reçu une injection intra-veineuse de cérium, présence
que nous avons mise en évidence au cours d'expériences non rapportées ici.

Il ne nous a pas été possible de préciser le devenir de la faible fraction de cérium ionique
transportée par les globules blancs : celle-ci disparait rapidement du sang et est finalement re-
trouvée dans le foie et dans le squelette.

Cérium colloïdal.

La distribution du cérium colloïdal dans les différents organes est comparable à celle des
autres colloïdes et est fonction de la dimension des agrégats micellaires dans le sang.

Les colloïdes sont retenus par les éléments du système réticulo-endothélial et les localisations
dans les organes riches en formations réticulo-endothéliales sont conformes aux données récentes
publiées en particulier par Dobson et coll. [14] : les colloïdes de grande dimension sont très ra-
pidement fixés par le foie, le squelette et la rate n'en fixant qu'une petite fraction. Par contre, les
olloïdes de dimension intermédiaire sont captés par le foie et par les poumons, ce que montrent

Un expériences présentées. Le squelette participe également à la fixation de ces colloïdes intermé-
diaires, mais faiblement.
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La fixation du cérium colloïdal par la rate est cependant faible ; la comparaison des taux de
fixation dans le foie et dans la rate, par gramme d'organe, montre que ce dernier organe fixe
environ dix fois moins de cérium que le foie. L'explication de ce fait nous parait devoir être re-
cherchée en fonction des dimensions des agrégats colloldaux : la rate fixe les colloïdes de petite
dimension et les colloïdes de cérium dans le sang n'appartiennent pas à cette catégorie, sauf lorsque
le pH de la solution injectée est de l'ordre de 4 à 6. Cette explication parait confirmée par le taux
de fixation du nitrate de cérium à pH 6 dans la rate : ce taux est 50 % plus élevé que pour les
colloïdes de dimensions plus grandes.
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CONCLUSIONS

Au cours de ce travail, nous avons, par une méthode nouvelle, étudié l'état physico-chimique
du cérium en solutions très diluées, à l'échelle des indicateurs radioactifs, à partir de solutions
de nitrate et de chlorure de cérium ('JjCe - 'JJPr sans entraineur), en fonction du pH de ces so-
lutions.

L'état ionique ou colloïdal du cérium, dans ces conditions, eot fonction de la nature de l'anion
du sel céreux et du pH de la solution.

Pour un sel donné, (nitrate ou chlorure), la courbe représentant, en fonction du pH, le pour-
centage de cérium existant sous forme ionique et sous forme colloïdale dans la solution, est com-
plexe.

Pour les pH inférieurs à 3 dans le cas du nitrate et à 4,5 dans le cas dj chlorure, le cérium
est totalement ionique.

Pour les pH supérieurs à 11,5 le cérium est colloïdal quel que soit l'anion du sel céreux.

Pour les pH situés entre ces limites, un équilibre est réalisé entre les phases ionique et
colloïdale, dans des proportions variables en fonction du pH.

L'existence de colloïdes dans une zone d'acidité faible a été attribuée à la formation d'un sel
basique insoluble. Ce sel n'existerait que dans les solutions très diluées. L'hydroxyde de cérium
colloïdal apparaîtrait ainsi, dans les solutions étudiées, dans les conditions prévues par la théorie.

L'étude des courbes de sédimentation nous a permis d'autre part d'apprécier les dimensions
relatives des agrégats colloldaux en fonction du pH de la solution.

Connaissant la nature ionique ou colloïdale du cérium dans les solutions étudiées, nous avons
pu déterminer, à la suite d'expériences successivement conduites in vitro, dans le plasma et dans
le sang de différents animaux de laboratoire, et in vivo, chez le rat et chez le lapin, le mode de
transport du cérium sans entraineur dans le sang.

Utilisant conjointement les méthodes classiques d'étude des différents constituants plasmatiques
et une technique nouvelle de fractionnement des éléments figurés du sang, nous avons pu montrer
que le mode de transport du cérium dans le sang, après administration par voie veineuse d'une
solution de 'JjCe - 'JjPr sans entraîneur, sous forme de nitrate ou de chlorure de cérium, est
fonction de l'état physico-chimique de cet élément dans les solutions administrées à l'animal. Le
cérium ionique est transporté dans le sang circulant par les y et les 0t globulines. Une faible frac-
tion du cérium ionique est transportée par les globules blancs. Les autres éléments figurés du sang
ne participent pas à ce transport. Le fait de retrouver cet élément avec la fraction blanche après
centrifugation, ne correspond pas à une adsorption ou à une fixation métabolique du cérium colloïdal
par les globules blancs, mais doit être expliqué par les lois physiques de la centrifugation d'un
milieu hétérogène.

Ces résultats nous permettent d'affirmer que le cérium ionique, contrairement à l'hypothèse
admise jusqu'ici, ne devient pas colloïdal au contact du sang.

L'étude de la distribution initiale du cérium dans les organes et les tissus du rat, après in-
jection intra-veineuse d'une solution de "2Ce - 'JJPr sans entraineur, à un pH connu, nous a per-
mis de préciser les modalités de la disparition du cérium du sang circulant, et de déterminer le
taux de fixation du cérium par les différents organes, en fonction de l'état ionique ou colloïdal du
cérium dans la solution administrée. Des différences importantes ont été constatées non seulement
dans la nature de l'organe fixateur mais également dans les taux de fixation dans le foie, la rate
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et le squelette. De plus, les taux de fixation varient en fonction des dimensions des agrégats micel-
laires, elles-mêmes fonction du pH de la solution utilisée. Ces derniers résultats sont en accord
avec ceux publiés par les auteurs ayant étudié la répartition des colloïdes dans l'organisme en fonc-
tion de la grosseur des micelles.

Ces différents résultats montrent l'importance des facteurs physico-chimiques dans la distri-
bution et dans le métabolisme du cérium dans les organismes animaux. Ils permettent également
d'apporter une explication aux données divergentes contenues dans les publications relatives au mé-
tabolisme du cérium et de les relier entre elles, bien que les conditions expérimentales utilisées
par les différents auteurs rendent difficile une telle comparaison du fait de leur manque d'homo-
généité.

Il serait intéressant d'étendre aux autres terres rares la méthode d'étude des solutions, mé-
thode exposée dans ce travail. En effet, le cérium est considéré comme élément type des terres
rares légères. Les études de métabolisme entreprises avec les différentes terres rares au moyen
de leurs radioisotopes ont montré une évolution continue des taux de fixation par le foie et par le
squelette en fonction du numéro atomique de celles-ci : le taux de fixation par le foie diminue pro-
gressivement des terres rares légères aux terres rares lourdes. La fixation par le squelette varie
en sens inverse. Or, les propriétés physico-chimiques des divers éléments de cette série varient
également en fonction de leur numéro atomique. Nos résultats font penser que les variations cons-
tatées dans les taux de fixation dans les organes, pour les différentes terres rares, sont plus la
conséquence de l'état physico-chimique sous lequel se trouve l'élément dans la solution utilisée pour
l'administration à l'animal, que dues à la nature chimique de cet élément. Une étude d'ensemble
seule permettrait de préciser ce point.

Le mode de transport des terres rares est mal connu à l'heure actuelle et il serait important
de savoir si les résultats obtenus avec le cérium sont applicables aux autres éléments de la série
des terres rares. Les quelques travaux publiés jusqu'ici sur ce sujet indiquent soit une liaison avec
les différentes protéines pla viatiques soit un comportement colloïdal sans que l'état physico-chimique
de l'élément ait été précisé dans la solution d'injection. Il serait intéressant d'étendre aux autres
terres rares les méthodes d'études proposées afin de fixer les modes de transport mis en jeu par
l'organisme.

De plus, certains auteurs ont constaté que le métabolisme du plutonium 239 était voisin de
celui du cérium. Ce dernier pourrait même être utilisé en remplacement du plutonium pour cer-
taines études métaboliques. Or le plutonium présente, à certains états de valence, en solution très
diluée, des propriétés physico-chimiques voisines de celles du cérium. Ces faits, s'ils étaient con-
firmés par une étude comparative, apporteraient une confirmation à l'hypothèse proposée plus haut,
envisageant un rôle plus important de l'état physico-chimique que de la nature chimique de l'élément,
lorsque celui-ci n'entre pas normalement dans les processus métaboliques physiologiques.

Sur un plan pratique, nos résultats font apparaître l'importance, pour le médecin appelé à
mettre en oeuvre des moyens thérapeutiques en présence d'une radiocontamination accidentelle, de
connaître avec précision la nature de la substance contaminante : en fonction de celle-ci, les pos-
sibilités d'intervention efficace varient. En effet, jusqu'ici, les possibilités thérapeutiques sont li-
mitées, dans le temps, à la phase sanguine de la radiointoxication. Le délai d'intervention est donc
réduit à la phase de distribution initiale, elle-même fonction de l'état ionique ou colloïdal du cérium
introduit dans l'organisme. Ce délai est de l'ordre de une à deux heures après contamination par
du cérium ionique ; il n'est que de quelques minutes dans le cas de contamination par du cérium
colloïdal.

Les moyens thérapeutiques à mettre en oeuvre apparaissent comme devant être différents sui-
vant la nature de la contamination par un sel de cérium : l'utilisation d'agents complexants (citrates
ou sel sodique dicalcique de l'acide éthylènediaminetetraacétique) peut être envisagée dans le cas de
contamination par du cérium ionique, alors que le citrate de zirconium, proposé par les auteurs
américains dans les cas de contamination par le plutonium 239, pourrait être utilisé après conta-
mination par du cérium colloïdal, à condition qu'il soit administré dans les minutes qui suivent
l'introduction du radioélément dans le sang.

Il est d'autre part certain que l'introduction directe d'un radioélément dans le sang ne cons-
titue pas le mode de contamination le plus probable. Cette éventualité doit cependant être envisagée ,
par exemple à l'occasion d'une piqûre, d'une blessure ou d'une brûlure. L'étude du métabolisme
d'un radioélément après introduction par voie veineuse présente cependant un intérêt considérable :
elle permet de supprimer l'intervention des facteurs tissulaires locaux entrant nécessairement en
jeu lorsque toute autre voie d'administration est utilisée. La comparaison des résultats obtenus
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après injection intra-veineuse avec ceux obtenus par les autres voies d'administration, rend possible
l'appréciation de l'importance des facteurs locaux dans la distribution ultérieure de l'élément utiliné .
Ces raisons justifient pleinement les études faites à partir d'injections intra-veineuses.

Sur le plan de la radiotoxicité du cérium, la constatation de variations importantes dans les
taux de fixation et dans la nature des organes fixateurs, en fonction de l'état ionique ou colloïdal
du cérium, suggère l'existence de diff*ients degrés dans la radiotoxicité d'une dose donnée. Ce-
pendant, la mise en évidence d'une phase de redistribution prenant place dans les quelques jours
consécutifs à une inject on intra-veineuse, tendant à uniformiser la distribution dans les organes
fixateurs principaux, atténue l'effet de ces variations. L'existence de cette phase de redistribution
permet un allongement des délais d'intervention thérapeutique : une imprégnation continue de l'or-
ganisme par un agent complexant approprié peut permettre d'atteindre le cérium circulant au fur et
à mesure de sa réintroduction dans le torrent circulatoire et d'en favoriser l'élimination. Cette
possibilité reste cependant problématique en l'absence de données précises sur le mode de transport
du cérium au cours de cette phase de redistribution. Ce n'est que lorsque les données concernant
le mode de transport au cours des différentes phases du métabolisme du cérium seront précisées ,
qu'il sera possible de préciser les modalités thérapeutiques à mettre en oeuvre.
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