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I — TRAVAUX AR?TIENS.

La digestion enzymatiqre ¢ . plasmas anlituxiques, principe
fonamental des purifications induast. iles modernes est connue depuis
trés longtemnos. -

Le brevet de Imray (31) dalant de 1903 av-it déja altiré i'at-
tention des chercheurs sui la méthode de purificalion des aniiioxines
par les enzymes. Cependant ce brevet n’a pas eu le retenlissement
souhaitable; c'esl qu'en ellet les iravaux de Pick (66), de MELLANBY
(44), de Scumipr & TuritscuiNskaya (85) étaient peu encourageants
puisqu’ils montraient que les anticorps étzient rapidement détruits par
la pepsine et cependant moins rapidement par la {rypsine. Les travaux
de BErg & Kersenr (3) puis de Brre (4) dans le but de puriflier anti-
toxine 1élanique par aclion peptique furent infructueux puisque la
destruclion de l'anlicorps semblail se produire a la méme vitesse que
celle de la protéine; cependant 'anticorps peut résister, sous certaines
condilions, & une digeslion enzymalique comme I'a montré RoSENUEIM
(74). 11 faul se rendre compte qu'a cette époque la réalisation de telles
expériences était trés difficiles. Pore (67) dans son premier mémoire
explique pourquoi, 4 son avis, les iravaux anciens n’avaient pas élé pris
plus séricusement en considération. 1] y avait d’abord Ja diflicult¢ de
conirdler le pII de la digeslion; puis le défaut d'une méthode simple
de titrage de l'aclivité antitoxique. Les titrages, in vivo, pratiqués a
celle époque ne permellaient pas d’entreprendre ies expériences en série
par suile de 'emplot d’'un trop grand nombre d’animaux, L’introduction
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de la méthode de floculation de Ramox (73) cn 1922 a fourni aux cher-
cheurs un moyen simple, rapide et suffisamment précis pour le titrage,
in vitro, de T'activité anlitoxique et a permis d’entreprendre les nom-
breuses expériences nécessaircs pour préciser les conditions expéri-
mentales de la digestion enzymatique.

Vers 1930, la purification des antitoxines étajt surtout faite par
fractionnement au sullate d’ammonium. MoEercH (51) monire que les
englobulines (poécipitées entie 0 et 33 °fo de sulfate d'aminonium} et
les albumincs sont exempten dlariicerps, tandis que les pseudoglobu-
lines (précipitées entre 33 ¢t 50 °/, de sullate d'ammonium) constituent
le suppert de Pantitoxine. ('cst d'aprés ce prizcipe que Pon orienlait
les recherchee (52) et on se contentait, pour la purifieation, d'isoler les
nseudoglobuiines du sérum. Cependant Jes choses élaient beaucoup
nins cuepdoudas, Pour chogue sérum & purifier Moerncnr tragait la
corrbe de précipitation <e Fantiloxine en fonction de la concentration
¢ snlfate d’ammenium (<o qu’il appelle 1e ¢spectie antiioxine protéiney)
-t se vlacait dans les conditions les meillcures pour oblenir un ren-
demrn. et une purilication acceptables. Cependant certains sérums sc
p.ctaient trés mal 4 la purification, Uantitovine dlant présente également
aans les euglobulines. ‘

Des essais de purification avaient aussi été tentds par adsorp-
tion. Des expériences sur I'adsorption de I'antitoxine diphiéiique avaient
été [ailes dés 1893 par AroxsonN (2) et plus fard par Llanscuann X
WELKER (43). Mais c'est le travail fondamental de WiLLSTAETTER sur
la séparation et la purification des ferments par
de nombreux chercheurs a 'appliquer aux «

par adsorption sur alumine ou kaelin comunerzial, Apreés dlaion Pan.
liloxine passe en solution. Ces méthodes diveloppées v fasuer &
SpriEGEL-ADOLF (13), Tasuman & Poxoman (93}, WrigLen o Oversur (37
A. HANSEN (22), néeessilent la délerminsiion des coudiion aptinn
d’adsorption et les rendements obtenus sont ivdi variable, Vo Kresi-
sITzKY (38) se basant sur la technique de Fraxar, (17) adsocho »n sédurin
antitétanique, dilaé avec 3 volinues d'can, s taolin & 3 @ Apres
une agitation de 6 hecures 4 lu tainpératuce da jnhoralone: it
kaolin par cenlriiugalion. L'¢lation de 'anti! est fatte 1l
en s’inspirant de la méthode e LFopon, is IHVIWEN
pour la séparalion des pepiidises de la leveee, Le
suspeuston dans une solulioi de giyeocoile es! auend & pie D par oo
Ia soude. Aprés une agilation de § heures @ dov, i so
fugée ct amende 4 pll 7,4, fa selation est eicaiie allzalitic
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est pas dendn:e pour 'diution don’ Je rendement o<t jrrégulier: de 8
HIETI R P8 :
Une autre méthods cwplovie nar Vox Juosesrrzry (38) est
hasée sur in pricipitalion des pseuwdozichulines e Ie sulfate dam-
monium, dislvse et électro-ulivalilicui:cn, Par ceite meéthode avtour
arvive 4 urnc axtitoxine Lteart 35 ujind, 12,1 u par g N, avec un ren-
dement de 749, 70/,

Faisons ressortir (ne lTauiciy meatre aue Panlitoxine téla-
nique ne perd pas son aclivité O des pif de 3,8 & 94 & 21-24°, pendant
8 jours.

Les miélhodes que vous veinons dexamines permeltent d'ob-
tenir aes sérmns 1,5 fois environ plos Jenes cn antiioxines., Les tra-
vaux de ParieExTIEV (88) ¢f de Poi- {‘,7 a 70), aun nons allons exa-
miner maintenant permelloni da jonsres | c:‘.ucouu vits lein la puriii-
caticn: 3 4 § fois environ,

IT - TRAVAUID DR OPARIE ey 0 TLD L e

Déja en 1935 los lahoratoires orovrir (41) sigoadi2 o une mé-
thodz de purification des anliiuxines por ::arlc!\sc séiective sulvie d'uue

précipitation, ulirafiltration et dialysc. ' publicaticn d'une réféience
parue dans le méme journal (cité v» . e (67) par le «Council of

Pharinacy NNR» traite de la miéme o iion. Ces arlicles sont-ils en
rapport aves los brevets de Pamresrriy, wamaillant aux laboratoires
LEDERLE? - C'est vraisembluble, mais nous n'avens jas pu élucider
ce point n'ayant pas la possibilité de cousulter ce jowrnal. Quoiqwil
en soit le travail des Laboratoires Lrvrrie a donné anx chercheurs
une impulsion nouvelle. Quel était exaclement la méthode de Pan-
FENTIJEV. Nous n’avons pu lire que la scule publication de WEIL, Par-
FENTJEV & Bowuman (105) trailanl de la valeur anligénique de l'anti-
toxine purifiée. Ils donnent dans ce mémoire le principe de leur puri-
fication. «Les protéines d'un sérum anliloxique peuvent élre digérées
par un excés de pepsine jusqua un point oit 70 - §0°/, des protéines
sont rendues incoagulables par la chalcur. La digestion peptique est
conduite pendant 4 & 24 heures a4 37° et & un pH compris enire 4 &
4,5. L'acide scul, a4 cet inlervalle de pH, détrnit les anticorps, mais la
pepsine exercc une protection conlre celle action. Le resle protéinique,
aprés digestion, est séparé des produits de la digestion par dialyse et
précipitation par le sullale d'ammonium & 50°/,. Le précipité dissout
‘est dialysé, il contient I'antiloxine. Il est trailé¢ ensuite par une sus-
pension fraichement préparée de phosphate de calciim dans le butl
d’éliminer la pepsine résiduclle.» Avec une telle méihode PARFENTIEY
arrive & une anliloxine diphlérique (Globuline modifice) tilrant
5.400u/ml; le degré de purclé du sérum obtenu est de 299,
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Parpexneiier & Roninson (54), dans leur étude sur la réac-
tion de floculalion de Ramown, ont employé un sérum purifié selon le

brevet de PAI’.FI‘\'IIFV, 30°/, de cette préparation sont spécifiquement
précipitables par la toxine.

Cette mdéthode de purification a cu un grand retentissement
et a incité les chercheurs 4 reprendre les recherches sur le traitement
enzymatique des autitoxines.

Mobprrr & HueFF (42) publient le 5 Mai 1938 un travail sur la
désintégraticn lnou siytique Jdu serum anbidiphtérique. Ces autears re-
prennent les expéricnces de Parreatiev en ellectuant la digestion pep-
ticue & un pH corapris eptre 3 et 4, sur un sérum dilué an 12, avec

2js de pepsine, p\u."ml 214 hevges a4 35 - o0°. Lhadsorption ol faite
exsuite sur phosphiaie de caleium, ‘
atoed {2%) fe 24 Juin 1038 pubiic une note sur Paction de
la nepsing et de ineide chtorhydrique sur lautitoxine diphlérique. La
dicestion esl faite o 2%

, pil 3.2 et 0,17, qe pepsine. Cel avilear not
e dens un séennn dilué Pantioxine est plus stable. '

Cependant un fait expérimental nuavean d'une grande impor-
tance pratique a ¢1¢ public Te 28 Juin 195¢ par Pope (67). Dans cetle
pole préliminaire sur in désinidgration des protéines par les enzymes,
il seontre que Lo “Leinolysine est capable de produire un changement
dans la moléaude :udoglobulinique antitoxique. I1 se produit uue
deésintéeralion o composés protéiniques avant des propriélés phy-
sigues ob chitotjuos dilérentes, Cette aclion n'est daillenies pas limilée
a la fibrinolysine, 1aais est donnée par ivules les enzyvwies protéoly-
tines of notnaneai par la pepsine., ‘(‘% 1038 la méthode de dénata-

ration par fa obaoerr ¢tail ddeouverte et woul pévélée cown e une mé-
'L‘.“" ¢ adusivielle de choix pour Ja pm:al:c
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shen que Ievayvime coupe o protéine
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s dorme seiindée 1;<h Ladrnivse enr
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chaleur aprés digestion partielle enzymatique furent remis le 23 Janvier
1939 pour la publication.

Ces deux mémoires onf mis au point le prinecipe de la purifi-
cation des antiloxines: digestion a pll 3,2; température 20 & 30° pen-
danl 30 minutes; plasma dilué au 1/3; avec 0,25°/, de pepsine. L'ad-
dilion de toluéne avunt le chauflage est destinée 4 entrainer les lipides
par les protéines coagulées a 55° et pH 4,2 en présence de 1596 de
sulfate d’ammonium. PorE nole qwavec le Na Cl utilisé comme élec-
trolyle la filtralion, aprés la dénaluration par la chaleur, est lente, le
précipité formé détant gélatineux; par contre avec le sullate d’'ammo-
nium la fillration est bien mecilleur2 sans modilier les résullats. Par
cettc méthode Popk airive 3 dis serums anlitoxiques titrant 367 u/mg
N A une concentralion finale en protéines de 16°/, le produnil obtenu
monire un coeilicient de concentration de 8 a4 12 fois, un cocihcient
de purification de 5, et un renaement de 60°¢/,.

Pore note are les cneveux qui sent immunisés rapicdement et
Jdai uonneu: ces serams de titre éievé sont plus aples & fournir une
bonne purificatinn. Les variations de¢ Pimmunisation d'un cheval A
lautre peuvenl produire des cegriés trds variaisles re digestion et des
pertes imprévisibles d’antitoxine.

La trypsine peut remplacer la pepsine pour la digection, mais
anx. fajbles concenlrations~or ¢lle est emnicyvée i faut délruire, au
préaialle par la chaleur, le «fucteur ariitrypsique» du sérum ou faire
la digesticn tryptique a4 pH 4,0. La papaine peut dégalement éire
employée.

En 1939 et 1940 Sanpor (76 a 83), MobpeErN & Rurr (47 a 50)
appliquérent les principes édictés par PARFENTIEV ou Pork et confir-
meérenl en tous points les expériences de ces auteurs. Toulefois les
cinqg facteurs intervenant dans la digestion: concentration en proté-
ines, concentralion en euzyme, plI, tempéralure, temps de réaclion
sont diflérents. Moprnrn & Rurr par exemple adoplent pour ia diges-
tion : sérum non dilué, 0,4°/, de pepsine, pH 4,0, température 46° pen-
dant 1 heure. La thermocoagulalion étant faile & 60° pendant 20 mi-
nutes en présence de 5°fe de NaCl a pH 4,3-4,4. Le coellicient de puri-
fication est de Pordre de § avec un rendement de 50°/,.

111 - CARACTERES PIIYSICO-CHIMIQUES :

Il est capital, pour bien appliquer ces mcéthodes de digestion
suivie soit d’adsorption, soit de thermocoagulalion, de bien comprendre
le mécanisme de ces actions. La digestion modilic les caraclres d’ad-
sorhabilité et de coagulabilité des divers constiluants protéiniques,
mais comment le fait-clle et quelle en est I'incidence sur la purification
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obtenue? Les techniques modernes d’électrophorése et d'uitracentrifu-
gation ont apporté des éléments nouveaux que nous allons examiner
maintenant.

ParpENHEIMER, LUNDGREN & WiLLIAMS (57) ont montré les pre-
miers, (ue lcs pseudoglobulines antiloxiques purifiées sont homogénes
i I'électrophorése et & l'ultracentrifugation. La mobilité de la fraction
antitoxique est intermdédiaire entre celle des gamma-globulines et des
beta-globulines. 2jd dans le sérum antitoxique non purifié apparait
uue nouvelle fraction dans -ette végion. Vax DER ScHEER & WYCKNFF
(¢S o 102) ont désigné ce nouvcan composé par T. FeELL, Sizny &
Cocuiry (14) ont également eflect « wne étude physico-chimique des
<écums de chevaux normaux e' imuiunisés. Kegkwick & Recorn (34)
ont wwitré qu'il exictait deux types d'anlitoxines chez un cheval ‘m-
munisd inha maseunlairement pav de Panatoxine diphtérique purifiée
(avec un svalemenr 'roe glevé)., lncidoicment faisons remarguer quae
le sérom oawovigue moduit n'est anennement duiérent de eeiui «Dicnu
a partic de chevaua inmounisés avee fanaioxine brute. Ces devv com-
DOSE: ashUTIES ausx gamma et bela globulines ont étés isolés par éiee-
h'ophm ’se, ils ont des caractéres differenis: Le rapport de I'activité
in vive déterming par e {est 1. 4 d Pactiviié in vitro mesurée par la
méthode de floculation de RamMonN de ces deux types d’antitoxine sont
différents, le rapport est de 0,9 pour la fraction antitoxine beia-globu-
line et 2,0 pour la fraction anlitoxine gamma-globuline. Ces deux an-
iitoxines ont des différences dans le temps de floculation, I'antitoxine
samma-globuline se combine plus rapidement a la toxine que Panti-
toxine bela-globuline, cependant elle serait moins stable. La quantité
d’'azote contenue dans le floculat avee la toxine est différente égale-
ment: avee Uantitoxine beta-globaline le floculat a la constitulion
(T'A 2)n tandis qu'avec l'antitoxine gamina-globuline la constitulion
serait (T'A ). La proportion de ces deux antitoxines varie au cours de
immunisation, la gamma-globuline ¢st produite d’abord ctatteint une
valeur & pew prés fize au cours de Pimmunisation. Aprés ure immu-
aisation phus poussée 1o beta-globaline augmenle jusqu’a atieindre
130, du lotal des protéines; landis que les albumines subissent une
l isse i haportanle. Celte feaction hela-globulive est identique 4 la

Taction T de Vax Den Sonern. L'élr:('h':;r-h()r(-sv de sérums de chevaux
l’:‘.!i'-.’.l.izifit"'-'- evee Panatorice tétanigue ddctle également Pexistence des
deux bypes dimtitoxiee t¢haiqoe. Ao point de vue physico-chimicque

cos olobeline . onb un poids moléeutsire de 184.008, une constante de
Slmentintion spe 1080 e T2 et une conslante de dillasion D, 107 de 3,60,

Verens mainienant ce que deviennenl ces fractions apiés la
dresiion septtiues Vaxo ose Scurxei & Wycekorr (G4, 10.4) par une
vode dlecg g recttigue suontrenl gar le composé 'i‘ se trausforme
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- ja dige~tvn peptique en un aulre composé de mobilité plus faible
ixe dépinee svee les gamina-globulines. PETERMANN & PAPPENHEIMER
{0y dtudient o propriétés phivsico-chimiques des antitoxines non traitées
et digérées. 1ls confirment le fvavail de Pore pnisque le poids molécu-
laire de Pantitexine non purifiée est de 184.000 (poids moléculaire
d'une globuline normale) et gue le poids moléculaire de P’antitoxine
purifice par digestion est de 98.500; la molécule protéinique a bien été
clivée par la digestion en deux parlies égales; une partie actlive et une
autre inactive. Le point isoionique de l'antitoxine (83) digérée est pH
7,0 alors que pour les globulines non digérées le point isoionique est
58 a 6,0. Cette augmentation du point isoioniamz prouve que sous
I'effet ce la pepsine, il y a eu aépart do fonctions ionisées.

L'effet de la chalery a 3té éiudiée par éisctrophorése uar
Va~ DER Scuien (100). Les composss proiliniques d'wi sérum chauflé a
65° se transfernicnt en un seunl zomposé ay-nl une mebuind dicciroptad-
tique id~atique a celle des boia-glebutines, Da-s lo sérumi . wutoxigue ce
1AUYean CompPoae se iorme égalel ent an dépend des gamma-siobulines,
Krrici, Saitin & DieErz ©39, 40) ont fait anssi des observaiious sem:-
blables. Bier que KrLeczrowski (33, 36) ait trovaillé avec Jes anticorps-
lapin, il montre qu'ils forment des ¢ . aplexes par chauflage avec
d’autres protéines non spécifiques. s complexes peuvent se combiner
¢ l'aniigéne A des degrés variables dépe.=n* de la nature de la pro-
téine non spéoilique présente en solution pendcnt le chanffzge. Si la
combinaison se fait avec les euglobulines la {loculation avec I'antigéne
a encore lieu; mais si le complexe se forme avec I'albumine les anti-
corps ne floculent plus avec 'antigéne, mais peuvent encore se com-
biner a lui. La lormation de ces complexes est influencée par la présence
de sels. Ces conclusions peuvent-elles s’appliquer aux anticorps anti-

toxiques ? - Il est impossible actuellement de répondre convenablement
a cetle question.

MeLviN Coux & ParpENHENER (9) ont montré qu'il existe une
identité d'action entre I'antitoxine de cheval et celle de lapin. En effet
celles-ci peuvent étre chauflées quelques heures a 56° sans perdre leur
pouvoir précipilant. J1 n’en est pas de méme pour l'antitoxine humaine
et celle de cobaye qui chauffées a 56°, sculement pendant peu de
temps, ne précipitent plus avec la toxine. Il y a donc unec différence
frés nette entre I'antiloxine humaine et celle de cheval, et il serait
trés intéressant de connaitre d’ol vient cette diflérence.

LEvINE (42), dans un récent article, a séparé deux groupes de
proléines antitoxiques: l'un précipitant par chauffage a 57° pendant
1,5 heures en présence de 30°/, de sulfate d'ammmonium; lautre pré-
cipitant cntre 30 ct 50°/, de sulfate d’ammonium. Le premier groupe
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contient des gamma et beta2-globulines, le second surtout des beta2-
globulines. L'auteur trouve que les gamma-globulines antitoxiques ne
sont pas supérieures, au point de vue thérapeutique, aux beta-globu-
lines. Les protéines étudiées sont des mélanges et de plus le chaullage
a 57°, en présence d'albumine et de proléines inertes, donne naissance
a des complexes. Ceux-ci n'ont certainement pas les mémes propriétés
que des protéines électrophorétiquement pures.

TV ~ DISSOCIAMICN DU . ".OCULAT TOXINE-ANTITOXINE.

Le produit final ¢1gré n'esi pas entiérement précipitable par
ia toxine, il contient vncore des protéines inevies. Tlanlitoxine purifice
ftocuiz yius rapidement (ue I'antitoxine brute el pcut se combiner 4
~resque dewx fois plus de toxine que Pantitoxine non purifiée de mdéue
fcmerr en azote. Nous somives amenés mainienant & parler du traitemenc.
enznaatique du flocuiat toxine-antitoxine. Pore & IHearey (70) ont
publiés les premiers (2o janvizi 1939 Ihurs expéricnces sni celte gacs-
tion. [e floculat toxine-antitoxine (puiifié nar traitenient enzymatique)
est Javé deux fois avec une solulion pliénolle saline, ct une fois a I'eau
distiilée. 11 est remis en susnension dans 'car distitlée ct soumis & une
digestion peptique a pt 3,0 pendant 30 minutes & 18°. Dans ces condiiivus
70°/, de lantitoxine sont libérés. L.a solution est nculralisée et [rac-
tionnée au sulfate d’ammoniam. Les aulenrs obtiennent une antitoxine
titrant 135 unités antitoxiques par myg de protéine. Saxson (77) présente
le 25 Mars 1939 un travail sur la méme (uestion. Il cifcctue la diges-
tion des floculats toxine-antitoxine diphiérique par la pepsine a 88
pH 3 & 4 pendant 3 jours. Il ohtient. avee un rendement de 25 & siio),
des proléines antitoxiques titrant 60 a4 @ unités por sug de praidive.
Le rendement est sans doule diminué par wne digesiiog plus pous
cependant le travail de Saxnor coufirme ceiul de Porn & HEALEY.

Norrturor (54, 55) purilie Vantiloxine diphtiricue en dige
¢ floculat toxine-antiioxine par la Leypsine & pit 30 Apeds un
cipitation fructionnée par le sulfate druonmuonium, H obiient des :
parations qui sont au moins 90°f précipital:les pue T toxine. L Do
lion précipilabie entre 1/3 ¢l 172 saturation vy snitute dwnnmoniue, <ot
homogene & lIa fois & I'¢lectrophorise of A Pullracecivilugation winis
u'avait pas uwune soluhiliid constante. Dowrnror odftel une ot
fraction d’muntlitoxine erisiallisde en fines plagues ol o tant une soin
bilité conslunte. Les pronvicids physice-tooiiques docotio fraciion o
CLE mesurées par Rories (03 Le pobds noblenlanrs st 58000, L coe
tante de sédimentation 5,2 ot la constime: g0 diffusion
Hire 700 wiailds par g :

a7 In vips
devole pr seoal Qo Cltre de 70D

La digesiion lryplique, coovme la dis

veplisie . craps o msiienie
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snilioxicee «n moléecules de taitle moitié, PETERMANN (60, 61) a moniré
que la papese coupe aussi L'antitoxine diphtérique en deux fragments
¢gaux. oo Logments penvent étre coupds emcore en deux par une
digeslion uvrolongée el un de ces [ragments flocule encore avec
In toxine. PurunMaNNy & ParpeExuHeminr (58) Brievan (5); Drutsch,
Perrnvayy, & Winnians (J0), sont arrivés aux mémes conclusions.
La méthade de Srerxnirera & PnressyMan (91) pourrait aussi étre
appliquée pour obtenir l'anliloxine pure. STERNBERGER & PETERMANN
(92) ont vériii¢ que celle méthode ne modiliait pas la structure molé-
culaire de Vanticorps. Ces méthodes de dissociation du floculat toxine-
anlitoxine qui permeltent d’arriver & une pureté maximum de l'anti-
loxine ue peuvent étre cmpicyées induslriellement, mais necus les
avens cilées car clles sont d’un trés grand inférét au point de vue
{héorique.

v — CAita7,  ES IMMUNOLCGIQUES.

Un des principanx bul d’une lonne purification des antitoxines
est d'obtenir un prolait qqui imine les rézctions sériques. Les sérums
purifiés par digestion répcrid-mt bien 4 rette cerdition; mais ‘eur
ap* génicité subit une altération wargqnée. WEIL, PARFENTIEY & LowMAN
£105) T'avaient déja observé. CoguiLL, FELL, CnEicaTON & Rrown (7)
¢ininent Ja spécificité par- digestion du pilasma antiloxique avee la
taka-distase (obtenue a partir d’Aspergitlus Oryzae). Les conditions
de la digestion: cont: plasma dilué au 1/3 -5 g d'enzyme par litre de
piasma - pH 3,8 - 37¢ pendant 3 a 5 jours. Le filirat esi ensuite ajusié
a pH 7,0 el 'anlitoxine est précipités par le sulfate dammonium; la so-
lution obtenuc est ensuite dialysée. L'antitoxine obtenue a la méme
constante de sédimentalion ct Ia méme obililé électrophorétique que
I'antitoxine non trajtée. Sa teneur en polysaccharide a diminué. Cette
antitoxine ainsi traitée a perdu beaucoup de sa spécificilé pour le sérum
de cheval. Elle peut étre injeclée aux cobayes sensibilisés au sérum de
cheval sans I'apparence d’aucun symptéome anaphylactigue. La molécule
antitoxique, d'aprés ces auteurs, a été modifiée trés peu mais suflisam-
ment pour changer sa spécificité. Kass, Scueraco & WEAVER (33)
montrent qu'unc digestion avec la pepsine ou la takadiastase ou la dias-
tase du malt conduit & des antitoxines diphiériques anligéniquement
semblables. Ces trois enzymes peuvent purifier le plasma antitoxique
ct aussi rendre la molécule antitoxique résislante & la chaleur. Les
auleurs pensent que le procédé de purification des anlitoxines par les
enzymes est essentiellement protéolytique. Donnons les caractéristiques
de la digestion peplique eflectuée: plasma antidiphtérique merthiolaté
au 1/10.000 - dilué au 1j2 - 5g de pepsine par litre de plasma - phénol
0,25°/, - pH 4,0 - 37° pendant 24 heures - chauflage 1 hcure 4 60° et pH 4,0.
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Mais le traitemen! par la chaleur affecte le caractére antigénique des
antitoxines digérées. Le tableau 1 emprunté a ces auteurs fera com-
prendrecette question assez complexe de 'anligénicité.

TABLEAU 1

Caractéres Antigéniques

i |
| iasma Déactions avec plasma ’
utilisé - T — T ———
Normal N~-ma) |Antitoxine|Antitoxine e
B e, [non digéré] digeré | digerée | digérée 14BiHiOMIGE
=onaibiliser | €1 o °¢ g digérie
lez anincarx I ~n0n ) nu.l" ll()]l” non' ché*.i?'féc
ciiaufTe chanlté ~hauflée | chauffée
T e . — i — — ~ ' - — e — ——t F——
i
N:z.onl |
von digéré + 0 \ 4 0 0]
nen chauflé '
e s .
ISERE o
Ny aldlge € T + + 0
non chaulté
Antitoxine
non digérée + 0 4+ 0 0
non chauflée
Antitoxine
digéréc + + + +
non chaultée
Antitoxine
digérée + 0 + 0 i+
chauifée

[

iilés impnennlogiques den

La comparaison entre les 1
rum purifié par digestion et un séram parilié vay oo deipit
le sulfute d’ammonivm a ¢té faite par Gonany & Toow nrryn-don )
Le sérum purifi¢ par digestion est nbsorbé plus vogidement, dnaine
plus lenlement et a un plus grand et hérapeatow.,

Sanpor, Livrraver & Nicorn (85 moenizen i nuh ~oT.o-
bable qu'une dilférence puisse exister ca point de oo Al

citre les sérums brats ¢t les sérums vurilids, Loes -oloarg cosnol ol
1 P

Pabsence d'anticorps bhuclériens dans los
de chieval et jls consluent quen hers de
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thérapuiiisaes de chuviux ne paraissent contenir aucun autre anhcorps.

Hapreey (238) indique qu'au cours de la digestion peptique il
se produii une dénuiuralion avec conservation des propriétés anti-
toxiquey, ninis un chengement de spécificité ct une acquisilion du ca-
ractére biéidrologue niénie pour 'espice qui a fourni le sérum.

VI - PURIFICATION PAR FRACTIONNEMENT PAR LES ALCOOLS A FROID.

Les méthodes modernes de fractionnement par I’élhanol a froid
ont été appliquées, avec succés, pour la purification des sérums anti-
toxiques. Il ne nous est pas possible actuelicment a I'Institut Razi
d'appliquer ces méthodes: mais dés aue la construclion de la chambre
froide a - 5° sera terminde, les recherches seront orientées dans celte
voie car, 2 nolre avis, ce sont les méthodes d'avenir.

Sarr & GERLOUGH (8]}, en uiilisant i» méthode moderne de E. J.
Connx et collaborateurs. (3) pour le fractionrement du plasma bumain pac
I'éthanol & [roid, ont isolé, a partir Fw. wiasma anti'*®asigus, frois
composés @ une gamma-globuline contenue dans la fruciion I, une
T-globuiine conienue dans la fraction I, et unc treisiéme frac-
tion trés importante conienue dais la fraclion IV; par dialyse ceite
fraction beta-pseudoglobuline ricie en aclivité antitoxique peut étre sé-
paréc de la fraction alpha-gloluline rictie en lipides et Aépourvue
dactivité antitoxique. Les fractions gawrma et T ot des difiérences
dans leurs propriétés physiques : solubilits, point isoélectrique, mobilité
¢lectrophorétique, speetre d’absorption (Sytn & Cov) (87) ainsi que
dans leurs propriélés chimiques: acides aminés (SmiTH, GREENE &
BarTNER) (86) (Swmrtn-& Greexe) (89). La précipitation spécifique n'a
jamais ¢él¢ satisfaisante pour I'évaluation de la puissance des anti-
toxines. Les auteurs pensent que l'cxplication réside dans le fait que
le sérum contient ces trois types de protéines dislinctes assocites a
I'activité anlitoxique el différentes dans leur capacité floculante. 11 est
de plus bien connu que la protection peut étre conservée par des anti-
corps qui une floculent plus (Honsrarr & Gooboxewr) (8C) (Tyren &
SwincLE) (95); ou qui ont un temps de [loculation considérablement
augmenié (Krvecer & HemrLserGer) (40 bis).

GiessiNg, Lunewic & Cuaxcvrin (19) Hess & Duvrscu (29) ont
indiqué que la séparalion correcte de proléines bien définies, pour un
animal donné¢, demande des conditions spécifiques el que la méthode
décrite pour le plasmma humain ne peul sappliquer aux plasmas
d’'autres animaux sans modification. Deurscn & Nicnor (12) en appli-
quant unc modification de la mcéthode de [ractionnement & I'éthanol
froid séparent les gamma-globulines en gaimma 1-globulines et gamima2-
globulines, Le rendement de la précipitation des fractions antitoxicques
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est trés élevé, Il est donc possible en étudiant convenablement les
facteurs d'un bon fractionnement d’obtenir un rendement pratiquement
théorique. C'est ce qu’ont fait WiTTLER & PiLLeymer (104) en étudiant
la précipitation de I'antitoxine tétanique par le méthanol a basse tem-
péralure. FoweLL & Jonxsox+(16) ont également appliqué la méthode
de fractionnement 4 P'éthanol aux plasmas antitoxiques digérés par la
nepsine, Il est certain (ue la combinaison des méihodes de digestion
enyzmatique (et vraisemblablement avec un extrait pancréatique bien
plus économique que la pepsine) et des méthodes de iracticnuement
var l'etlinnol a froid peirnettront d'cbienir des sérums antitoxique:
iyant des cozilicients de purification et de concentrolion satisfaisanis,
mais avec un rendemenl beaucoup plus clevé que par les méthe.ies
maustrielles actueiies dee mgestion el Uiciuwsocoagulation,

VII - TRAVAUX MIDLERNES DE PuPE.

Nous avons vu ¢ue nob scalerme,i oia pepsing, mais ausw
d’'artres engymes telles ue la Gh-inolysine, la trypsine, la papaine, la
diastacre de VAdspergillus Oryzae, la diastise du malt “laient capables
de provoquer la scission de Ja molézule proléinique antitoxique et de
rendre une des fractions tésislante a i chalevr. Wécemment Pore &
StTEVENS (72) ont publié des éiudes complémentaires sar les enzymes
qui ont la propriété de couper la. molécule antitoxique. Ils conlirmeut
que Paction de la pepsine est bien optimnm { pH 8,8 et 37° ou a pll
3,2 4 une lempérature plus basse. Un oplimum semblable a été trou-
vé pour toules les autres enzymes examinées. A pavtiv du panercas de
beeuf ou de mouton ils préparent un extrait enzymaltque, parlichicuient
purifié, dont I'optimum d'action est ausst dans celle région de pli. La
trypsine el la chymotrypsine cristallis¢es ont une lhifiz
3,8, due a ia présence d'une autre enzvuie contanii
crislallisées. Les auteurs émettent hypotheése que ey
et responsable de la coupure de la molécale antitos! jue apparti
groupe caliiipsine et est présente dans loutes les o

Dans un autre mémoire Popi: et celloboratenr
fa complexilté du problénie. Par des exypdviences de d
gélatine ils prouvent que les iltrals de torine dip
au moins 2! antigénes et que les aulizoaines
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25 Nl

ion A travers o

P N .
AN U SRR

pestlides par dieer Vo

peplique conliennent les auviticorps corevspendanie, L préeipite wodoi
lique résullant de Vaction {osine-aviiicxiie ne e dene pos souies

ment en loxine el antitoxine, mais 4o anbigCes-oe -

Then roaniic

corps précipitent dgaleincy e jue sedthode e s
culation de Ravox la précipitation sticurnnde de cor untigénes

ticorps peuil produire nme ¢

Juosmhmuie pris rapporld

1
Vg b3 done T n vy may e e
N T RS S ANUS S L G A TVI S S 1S S




PURITICATION DES TLASKAS ANTITOXIQUES 87

Les dosnoa dPazote <a jloculat ne pevmettent done pas de connaitre
rigovreusciment le degrd de pureié soit de la toxine soit de Pantitoxine.
Nous svoms d¢ji vu que Smith el collaborateurs (86 & 89) avaient isclé

trois ascticorns différents dans I'antitovine diphtérique. 11 est probable
que des zéparations de plus en plus fines permeltront d'isoler encore
d’autyes Iractions. Miis en ce qui nous concerne nous retiendrons seule-
ment le fait que les séroms antitoxiques purifiés par digestion enzyma-
tique conticnnient bien cette multitude d’anticorps et que la purificalion
ne diminue en rien les propriétés thérapeutiques de tels sérums.

TECHN'{"ZS INCUSTRIELLES.

Nous donnons, sous forme ac schéma, les juiccipales mé-
thorles industrielles de purification des sérums aniitoxiques dont sous
avoas eu connaissance : :

I - TECHHIQUE DE HANLEN (20).

(Institut d’LEtat des sérums de Copenhagacj.

1°) Enlévement de la fibrine et des facteurs antiprotéolytiques.

Le sang est recueilli dans une solution tampon & pH 5,5, avec
addition d’'IICI et de bentonile & 2°/,. Pour chaque fraction de 8 litres
de sang prélevé par cheval P'auteur ajoute 22 litres de solulion tampon,
450 ml HCI N et 1280 ml de suspension de bentonite a 2°/,. La dilu--
tion iniliale du sang est environ au 1/4.

— Aprés cenlrifugation la fibrine est éliminée et la dilulion du sérum

esi environ 1/3,5.

— Une deuxi¢me précipitation 4 la bentonite est ellfectuée pour cnlever

complétement la fibrine et surtout les [acteurs antiprotéolytiques. La

teneur en bentoniie a ajouler est déterminée par ua essai préalable.
2°) Digeslion peplique.

Aprés filtration, la solution parfaitement claire est amenée a
pH 3,2 par HCl N/2,

— Pepsine 2 unilés US P par il de solution.
— Digestion & 20° pendant 18 heures. Aprés une heure de digestion le
pH est réajuslé a 3,2.
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3°) Adsorption sélective sur gel d'alumine.

La digestion enzymatique terminée le pH est amené a 6,5 par
addition de soude 0,8 N.
— La protéinc non spécifique cst ensuite adsorbée sur gel d'alumine.
Filtration sur Scitz EK.

40 ) Ultrafiltration.

Sous tolucue sur bongies spéciales recouvertes de colledion
facétique 1°/,).

59) Précipitation des . lobulires spécifiquies.

Par le sulfate d’amwioniam a Ha /,.
- - Filtraticn sur f{iltre-presse.

oy Dialyse.

Dans des tubes 4~ cellophane contic de P'ean esurante pendani
i2 heures.

‘ 7°) Résultats obtenus.
Le coeflicient dc ccucentration dépend du titre de dépawt,.i
est de l'ordre de 5. :
— Rendement: 70 a 80°/,.
— Electrophorése : Un scul counstitnant protéinique de peids meolécu-
laire 100.000.,

II = TECHNIQUE DI €. AMOUREUX KT I YI

<!
Pt
o~

(Institut Pasleur de Paris).

1°) Digestion peptique.

Dilution du sérumn au /2,
— Addition de HCI dilué poar smener e pil 4 5,2,
— Pepsine 1/1000, 3 g par lilre de sérun.
— Températare: 31°,5: 30 mivutes,

22) Thermo-coagulation «iizclive.

Aprés la digestion ajernter 0,197, da ic'ulne ef 129/, 1o Lulfain
d’ammonium.
— T.e nH est amané & 4,25,
-- Températore : 5§2,5-57° pour lwy sdruims wntidiehicriy -~ !
A GH0) unités et 5595 pour les o

anités.

e TE A ey Te TEyes v
s anitdignianes tiraatl U :

— Durée: 1 heure.
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200 Séparciivn par filtralion des protéines coagulées.
Sur [illrepresse (12 toiles filtrantes, surface totale filtrante 4 m?).
— Lavayu» du précipitd par une solution de sulfate d’ammonium 14¢/,.

40) Chaunflage d 68° ef @ pH 8,0 en présence de kaolin et charbon.
— Le filiratl est amené & pH 7,0.
— Addition de 5 pour 1000 de kaolin lavé, chauffage.
— Dés que la température a atteinl 65° ajouter 5 pour 1000 de charbon
végétal, .
— Te pH cst amené a 7,8 - 8,6 et la temrérature est maintenue 29 m;-
nutes & 68°.
— Le liguide est fillré sur filtre-presse (3 toiles).
-— Le précipité est lavé avec dn sulfate d’ammonium 14°/,.

5°) Précipilatios: nar le sulfate d’anm™onium et filtration.

Addition de 18 4 20°/, de sulfate 2’aznmmoniuin, le pH étant aw. :-
14 4 7,3, Aprés un repos de 1 a 2 heures jiltration sur iitre-presse
(3 toiles),

— Dessication légére du précipild sous 2ir comprimé,

6°) Dialyse.
Effectuée dans des sace en cellopkare avee agitlation.
— Durée de la dialyse 30 heures environ.

7°) Filtration slérilisanle.
Addition de 0,8°/, de NaCl.
— De 0,0045°/, de bicarbonate de sodium.
— De 0,3°/o de tricrésol.
— pH amené a 6,5.
—- Le sérum purifié est chauffé & 54°,5-55° pendant 1 heure 30; I'opa-
lescence qui apparait quelquefois est supprimée par action de gel de
phosphate tricalcique a pH 7,7 - 7,8 el chauflage jusqu'a 50°.
— Filtration.

8°) Résultats obtenus.

8 a 11°/, dec proléines pour les sérums antidiphtériques
titrant 1000 u/ml.
—5 a 8°/, de protéines pour les sérums antitétaniques titrant 1500
u/ml.,
— Rendement : 50 & 55¢/ pour les sérums antidiphtériques et de 40 a
45°/c pour les sérums antilétaniques.
— Electrophorése : Une scule fraction.
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Il ~ TECHNIQUE ANGLAISE DE HARMS (27).
(Laboratoires Wellcome).

1°) Trailemen! peptique.

Dilution du plasma au 1/3.
-— Addition de HCI dilué pour amener le pH a 3.2.
— Pepsine 1/2500, 5 g par litre de plasma.
— Tampérature : 30°; 30 minutes.

2v) Dénaturation thermique.
cndant le traitement peptiue ajouter 0,19/, de toluéve (val-
culé sur le vsiume tohil).
— 2. 1a fin de la digestion ajnuicr 9,2°/, do pyrophosphate de sodiurs,
puis lentement 13¢/, de sulfate d nnmoniem,
— Le pB doit étre 4,3; chanfler 4 55 anss? Iagnuenmieni que possible et
laisser 1 heure a cette (einpératave,

3¢) Filtration.

Sar filtre-presse du liquide eacarc chaud (50°).
~- Lavage du f{iltre avec une soluijon de sulfate d’uinmonium a i4°f,.

4°) Précipitation de la protéine anlitoxique.

Le pH est élevé jusqu’'a 6,3 par addilion de solution de pyro-
phosphate de sodium & 0,2°/o; la cenceulration en snlfate d’ammoninm
est amenée a 30°/, pour les plasmas de titre f{aible et 4 327/, pour
les plasmas de titre élevé.

5°) Fillration.

Sur f{iltre-presse pour séparer Ia protéine =/~ ique, Lo ¢
protéinique est désséché a l'air comprimd,

6°) Dialyse.

Dans des sacs de cellophnne pour éltinin v i sulinle Jwm-
monium.
— Aprés la dialyse Pesleait see doit <lre Jde T'ovdrn
est trop dilué on peul le concenirer par uilrafijuaio..

7y Constitution Jdu lof.

Isoloniser avec du ¢hlopare (s <odivra esnlecant O fo, o
bicarbonale de sodiun:. Addilion de 0,854, tricrsrel.
— Ajuster le pH entre 6,9 et 6,5.
— Stéritiser sur bongies na [filtre Seilz.

8 Isullats obienus.

Teatior: ¢ Cordre de 0

Coziticiend v ar



PURIFICATION DES PLASMAS ANTITOXIQUES 91

— Rendement 65°/,.
— Titre maximum 100.000 u/g.

IV - TECHNIQUE AMERICAINE DE MICHIGAN (*).

(Michigan Stale Laboratory of Health).

1°) Digeslion peplique.
Dilution du plasma au 1/3; ajouter 0,8°/, de NaCl pour éviter
la précipitation des protéines insolubles dans I'eau.
— Addition de HCI 10/, pour amener le pH a 3,2.
-~ Pepsine Difeo 1/10.000, 3,32 g par litre d< mélange.
— Température : 232,30 minrutes.

2°) Dénaluratior: thermique.

Apres la digestion ajuster ie pH a 4.2 avec de la sonda ™,
Ajonter 109/, de sullate d'ommonium et 0,27/, de toluéne. Ainer:r & la
température de 56° aussi ranidement e ossible el maintemir ci''v
fempdrature (54~ - 56°) pendant 3 heures avec agitation contiane,

3°) Séparation par filiration des protéines coagulées.

Sur fillre-presse lavage do précipité avec une solution de
sulfate d’ammonium a 10°/,.

4e) Premiére précipitation de l'antitoxine.
Ajusier le pH a 6,8 par addition de soude N et addition de

sulfate d’'ammonium 26°/, (dans ccrtains cas peut étre amené a 32°/,).
— Filtrer sur fillre-presse.

5°) Dialyse.

Le précipité est mis dans des sacs de cellophare et dialysé
contre l'cau courante pendant 48 heures.
— Recueillir le sérum et ajouter 0,5°/, de phénol (phénol dissout dans

[y

I'éther a parties égales).
— Dosage de D'exirait sec.

6°) Dépigmenlation par Ualun de polassium.
Diluer le sérum dialysé pour avoir un extrait sec de 3°/,.

(*) L'un de nous H.M.C. remercie bien vivement les Doctecurs G.D. Commings,
Directeur et . D. Anperson, sous-Directeur, ainsi que Mme J. Grasskxn, Chel du
Service de Production, de leur trés cordiale hospitalité dans leur laboratoire du
<«Michigan Departement of lecalths et de nous avoir autorisé i publier lenr tech-
nique de purification des plasmas antitoxiques.
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— Ajouter 100 ml d’une solution d’alun & 2¢/ par litre de solution.
— Ajuster le pH a 6,8 avec de la soude N et laisser reposer une nuit.
Eliminer le précipité par filtration.

70 ) Deuxiéme précipitation de Iantitoxine.

Mesurer le volume du filtrat et ajouter une solution saturée
de sulfate d’ammonium pour amener la concentration & 37°/,. Laisser
reéposer une nuit a la terapdrature du laboratoire. Iliminer le précipité.
Mesvrer le volume du filtra! et ajouter ure solution cniuiée de sulfate
a'arimonium pour obtenir une covesutration az §09,.

— Agiter contirueliement pends 4t 30 minutes,

— Ajonter ensuit? une soluticn saturée de sulfale d'ammoninm pour
obfenlr une conceniratlion de G3o/s.

-— Laizser .cposer une nuii & la temapérature da laboratoire. Filtrer.
Déssécher ic “Atca . dos proidine: aadtoxiques X %70 ot elimicer Je plus

poscitie ae suifate ammonium 2 la presse hydraulique.

& i Diulyse.
€Comine au paragraph- 5.

Ge ) Constituiton du let,
Ajuster le pH a 6,8.
— Phénoler pour que la conceniration {inale soit 0,5°/..
— Dosage de l'extrait sec; diluer si nécessaire avec e NaCl 0,5°/, conle-
nant 0,5°/, de phénol pour obtenir un extrait sec de 18°/..
— Stériliser 'antitoxine par {iltration.

CHOIX DE LA TECHNIQUE ABOPTLEL XN iTtAN.

Nous avons ¢été guidé¢ dans notee ehoix par Uil
lerir un sérum purifié répondant auvs normes de i
Internationale (62). Nous voulions agvair dpalenmeni o
purification le plus ¢lesé possible toul en maintens i o ¢
uzn taux acceplable. De plus nous avons ¢8 Hmilés dans vone
le manque de matériel of de produits chiimijrues conve: ailes,

La méthode danolse, basée sur ics principes 10 digesting o
d'adsorption, nécessite une ultrafiliration =0l ne roes ouf pos 1os

deffectner aectuellement & Cinslital Ravi, Cepepdant
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s¢duisante; car Je rendement est trés élevé ct le coellicient de purifica-
tion satisfaiszint, {pour I'excmple du sérum antitétanique, cité par Hax-
SEN (26) rendement @ 85,39/, 1 litre du sérum 208 u/mg. N).

La méthode francaise néeessitc du charbon végétal pour la
dépigmentation. Celte méthode n’a pu étre appliquée avec suceés, car le
charbon dont nous disposons a I'Institut ne permet pas d’obtenir une
bonne dépigmentation et le sérum obtenu était trop coloré.

Nous avons donc du surtout étudier les méthodes anglaise et
amdéricaine. Des petits lots de 15 litres de plasma ont été traités par
les deux méthodes. Il serait trop long de relater les résultals expérirnen-
taux obtenns, mais d'une fagon ginéralc les méthodes de digesiion et de
therimocoagulation :méricaiae cu anglaise arrivent a peu prés au mérae
résultat ((‘oe}[l"iont de purification, rendement). Mais si on cuntinu
ic méthode américaine en pratijuant la technizne de dépigmentation &
l'LJn décrile par Wanswoiems (103) et pericctionnée par le i Biologic

Drodncts Quhon ~¥ e Michigan U ‘n.u w.ant of Health» le sé~wm ob-
tenu est bien moins culoré gue par i1 méthode anglaise. Nous avens
donc choisi la méiiode amériraine & pedt prés in cxtense. Dans le bt
cependsant d’économiser de 1z pepsiie iu argestion a été foite sur des
plr.mas dilués seulement aw 1/2, la denaturatlon thermique €tant faite
"cpr-ndant aprés dilution au 1/5 De plus le manque de sullate a'ammo-
nimm pur nous a obligé & tiliser vy sulfaw «'ammonium technique
(purele 3&°/,) dout les 1esvltatq ont été 1dentiques 4 ceux obtenus avec
du sulfate d’ammonium plus pur. Nous avons vérifié que les sérums
obtenus n’étaiecnt pas pyrogénes malgré I'emploi de ce sulfate d'am-
moniun impur.

Voici donc la technique que nous pratiquons actuellement :
(sous réserve de modifications ultéricures anportées par les recherches en
cours).

I - TECHNIQUE POUR LA PURIFICATION DES PLASMAS. ANTIDJPHTERIQUES.

Le matériel dont nous disposons actuellement nous permet de
faire des lots de 4x15 lilres de plasma. La digestion et la dénaturation
thermique sont [ailes dans 2 cuves, en acier inoxydable, de 50 litres a
double parois permeltant, par unc circulation d’eaun [roide ou chaude,
de maintenir la température au degré voulu. Comme nous faisons un
lot Ic matin et un lot I'aprés-midi nous pouvons traiter 60 litres de
plasma. La digestion et la dénaturation thermique sont cependant faites
sur 15 litres de plasma.

Pour constituer nos lots, nous groupons les plasmas antidiph-
tériques en trois calégories:
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— 300 & 500 unités/ml
— 500 & 800 unités/ml
— 800 2 1000 unités/ml et plus.

Pour les plasmas antitétaniques nous faisons deux catégories :
—200 4 500 wunités/ml
— 500 a 1000 unités/ml
— Un lct de 60 litres de plasma est ainsi conslitué, il est filtré sur
plusicurs épaisseurs de gaze ce qui permet de divizer lcs gros amas
de fibrine et d'en éliminer une pelite partie. Un échaniillon es! pidlevé
peur le tiirage de lactiviid et dosage 'azotc (sur le sérum). Nous yor-
scns dans chague cuve 15 litres de plasma et ajoulons 15 litres d’ean du
iobinet: (zau de forage profond 'lr(“" pure aryrogéie portée 4 une tem-

pérature suflisanie pour Guo lo inclange <oit aux environs de 25°,

£

1°) Digestion peptique.

Aax 30 litres de ce v liange tous ajoutons 6.%¢/, (e NaCl sait.
2405, Te pH est ensaite awoené 4 3,2 par acditing femte «Vacide chlo-
rydrigue & 107/o; 1l est mesuré avec ane édlectrode de veire et une élec-
trode zu calomel (KCl saturé). Un agutatenr électrique ost fixé sur la
cuve, il st mis en marche pendant tovies ies cpérations de digestica
ct de denaturation thermigue. Nous ajoutons cnsniie 100g <e pepsine
Difeo (1/10.000). La digestion esl poursuivie pendant 30 minutes en
maintenant la température a 23°.

2) Thermocoagulation sélective.

Nous amenons le pH & 4,2 par addition de soude N et ajou-
tons 15 litres d'eau du robinet chaude (50°) dans lesquels nous avons
mis dissoudre du suiinle d'ammcniwmn pour amener la cosesntiation A
10°/,, soit (en tenani compte du volume dJL]l ¢t de Na(}ll :joutéds)
4 Kgs. 700. Nous versons dans la cuve 0,2¢/, de foluéne soil 9t ml. La
lempératnre est déja a 32° environ; nous Pamevons & 35-55° cu 10-15
minutes par une circulation d’eau chaude i 70» ¢l mainicnouns ia {em-
péralure 3 heures a 55, Les denx lots de 13 iiires de ninsian sonl
conduits parallélement. Les 90 iitres de préparaiicn soat iz 5 {ijtrer
a chand sur un [iltre-presse (11 lsiles, sariee dltrante &0 ). Aa
début de laprés-inidi la filtration est ferminde. Deux achics lois de
15 Jilres de plasma sent prépards el sont mis & diltrer suv o ndme

filtre-presse. A la fin de Paprés-nidi le fillve-presse est favd riee 20
litres d'vne solulion de sulfate dhuvimoaniam & 1027, Nous oo = alors

environ 190 litres de solution pariniiement Himpice: la it o Ludl
tonwjours trés bien & condition do rospecter sernpoleusement e condi-

tions expérimentales indigudes.
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30) Précipitation de U'antitoxine.

Le liguide est amené & pH 6,8 par addition de soude N. Nous
ajoutons alors, en agitant contlinucllement, 262/, de sulfate d’ammonium,
soil enviren 3 Kgs. (nous tenons compte du volume de soude ajouté
pour lequel nous caleculons 36°/, de sulfate d'ammonium). L’antitoxine
précipite; aprés une nuit de repos nous filtrons sur un deuxiéme filtre-
presse (2 toiles, surface filtranle: 0,6 m2. Nous laissons bien égoutter
toule la nuit pour recueilliv le précipité plus facilement; le giteau de
protéines est mis a dialyser contre de I'eau courante dans des sacs de
ccllophane (diamétre 1"'7/8, Visking cellulose sausage casings).

4°) Dépigmentation. :

Apres 48 lhieures de dirlyse uous déterniinons I'extrait sec ce
Ia solution et diluons jusau'a i exiicnit sec de 3°fc. Le titrage dn sérum
anijtoxigre I ce stade nous nerinet de eonnaitre le rondement dec ovéra-
ticns nrécédentes. Neus sjoutors mioz lentement 1080 m L, aitre d'waee
solititon d’aiun & 27/, et ajusio. s le pIl & 6,8 par addition luite de soude
N en agitant continuelicment. La variation du pH étant « 'a fin hrutale
il y a licu d’ajouter encoie plus lentzmert ia sonde pour bien ayuster
e n1 & 6,8 (mesure électromélrique’. Nous laissons déposer uns nuit
ei ddécantons trés fucilement la «~iafon;ic matin. Nous centrifugeons le
fond de la euve et éliminonss le précipnd.

50 ) Deuxieme précipilation de I'antitoxiie.

La concentration de la solutiop est amenée 4 37°/, en sulfate
d’ammonium par I'addition d'un volume V/1,7 d’une solulion saturée
de sulfate d'ammonium (V élant le volume de la solution). Nous lais-
sons précipiter une nuit, siphonnons la solution, centrifugcons le fond
de la cuve, ¢liminons Je précipité et notons le nowveau volume V'. La
concentration en sullate d’'ammonium est alors amenée & 50°/, par addi-
tion de 0,26 V’ d'une solution saturte de sulfate ’'ammonium. L2 nou-
veau volume est alors V', Aprés 30 minutles d’agitation nous amenons
la concentration a 53°/, par I'addition de V’’/9 d'une solution saturée
de sulfate d’aminonium. Nous laissons une nuit au repos, décantons la
plus grande parlie du liquide et tiltrons le resle sur toiles. Le précipité
est mis a égoutler et 4 dessécher pendant deux jours a 370, Le gileau
protéinique est ensuite pressé centre les loiles a 1.000 Kgs/cm?2 environ
de pression. La dialyse de ce précipité est effectuée, comme la premicre
fois, dans des sacs en cellophane et conlre de I'eau courante. Au bout
de 48 heures Ja dialysc est termince (test au Nessler négalil) et le sérum
ainsi purifié est prét pour le contréle.
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11 -~ TECHNIQUE, POUR LA PURIFICATION DES PLASMAS ANTITETANIQUES.

La technique employée pour les plasmas antitétaniques différe
ea deux points de celle des plasmas antidiphtériques.

1. Avant la digestion le plasma est dilué au 1/2 et nous ajoutons
le NaCl. Nous amenons le pH a 4,2 par addition d’une solution d’'HCI
a4 10°, et nous laissons une nuit & 37°. Lc lendemain la digestion, la
{thermocoagulation sélective et la précipitation de I'antitoxine est con-
duile comime pour !es plasmas anlidiphtériques,

2. Pour la dépigmentatioa uous versons 100 ml par litre d'une
solution d’alun a 49/, (au tiev de 2°/, pour le plasma antidiphtérique)
et Ic reste de la techmiguc ost sanc ,.Aar‘fmment

CONTROLES ET NORMES DES SERUMS

’

ANTITOX IQUuo PURIIT(ES,

Lorsque la deuxiéme dialyse des sérums purifiés est terminée,
c'est-a-dire lorsque la recherche du sulfate d’ammoniuin est négative,
on ajoute du phénol en quantité suffisante pour porter Ia concentration
4 0,6°/6. Un dosage de phénol est eflectus sur le sérumn sortant de la
dialyse par la méthode colorimétrique a la p-nitreaniline de Turs &
BENEDICT (94). Il est en effet indispensable que la teneur eir phénol ne dé-
passe pas 0,59/,

Le sérum est ensuite isolonisé par addition de 10 .ul par litra
@’une solution stérile de chlorure de sodinm 2 209/, conirnanl 0,1%, de
bicarbonate de sodium.

Le pH du sérum est ensaite ajustd 4 6,5; un extiail sec est en-
suite déterminé sur 1 ml de sérum par dassication dans lo vide pousss
jusqud poids constant. L’extrail see ne doil pas dépusser 20271 il en
&t ainsi on diluerail le sérum, pour le rimizner & un it sec @'en
viron 18°[g, avec une solution de NaCl & 0,30/, conteuanl (0,500, o
pl:énol.

Le sérum d’abord elarifié sur Seifz 10 et stéeilind anr Seilz MK
est soumis ensuite & divers conirdles :

10) Tilrage. (62)
Le sérum anlidiphtécigue est tite¢ nar la méthods de loculu-
tion de mamox et par iuvlradcriioréaciion bz le cobave {(Faj10t): |
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sérui anlitianique également par flocnlation et par la méthode
EHBRLICH. ’
20) Ceucentration minimum permise.

Les pharmacopées divergent sur ce point et le tableau II ré-
sumera les divers normes minima adoptées.

TABLEAU 11
Pharmacopées :
Améri- N - . Interna-
. Angiaise | Francaise .

~aine 1954 19 ticr.ale

1950 i3 19 1931
Sérun antidiphtérique 500 1 ’ o o nn !

el 500 ufml | 500 =/nd | 500 w/mib i 000 vima

purifié

catitéiunique 40y ujml

purifié

a)usagce prophylactique

b) usage thérapeutique

' (60U u/ml
5.000 u/m|

300 u/inl

3.c0u/ml

6.000 u/ml

La pharmacopée internalionale nous paraissant beauncoup plus
adaptée aux résultats oblenus par purification enzymatique et ther-
mocoagulation nous avons adopté ces noimes pour U'Instilut Razi. I

est bien entendu que ces normes s’entendent pour un sérum ayant un
extrait sec de 18°/,.

3°) Dosage de l'azole lolal,

Il est pratique sur 1 ml de sérum dilué au 1/10 avec de
I'eau physiologique préparée avee de I'eau distillée privée d’ammoniaque
et avec du cbiorure de sodium pur. Apres deslruction sulfurique, la
distillation est iaite dans I'apparcil de Panxas & WacenER et le titrage
avce une solution d’acide sulfurique N/70.

Le dosage d’azote csl cflcclué sur le sérum brut el purifié. On
peut ainsi calculer le nombre d’unités par mg. d’azote du sérum brut
et purifié el ainsi connaitre les coeflicients de purilicalion ct de concen-
tration du sérum purifié,
unités [ g N sérum purifié

Coeflicient de purilication -
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unités |/ ml sérum purifié

i tration = —— :
Coefficient de concentratio unilés / ml sérum brut

40) Contrile d'innocuité. (62)
On injecte sous la pean de deux souris blanches et de deux

cobayes 0,5 ml et 5 ml du sérum a tester. Ces animaux restent 5 jours
sous contrdle et ne doivent présenter aucun signe.

5°) Controle de siiriiité. (62)

Avant la mise en ampuuies ainsi qa'aprés la répariition on
ensemence le sérum dans les mil'euy usuels en aéro-anaérobiose. Les
culiures conservées 10 jours 1 o7 doivent rester absolument stéviles.

€} {mpidle de non pyrogsnicité. (65)

De *autes 1o« mharmacondes en. <ultées (62 a 95) seule la phuar-
1tacopée’ uemeaine udique ce tost
résumons les precauitions a prendace et
ehenir gne boune vérification e s
puriiiés, '

v 741) pours les séiains  Mous
¢ maode opératoiie 4 sulvre pour
a2 non pyrogénicilé des sdiuus

1
|

Emrloyer des lapins ¢n honne sauts pesant 1500 ¢. au moins (%)
gui ont él¢ maintenus au minimuny wne seinaine dans des cornditions
normales sans perte de poids. Utiliser un thermometre elintgse reclal
précis et déterminer le temps nécessaire pour qu'il atleigne son maxi-
mum. Ne pas employer de lapins qui ont été déja utilisés pour des
précédents tesls pyrogéniques & moins d'un repos de 43 heures. Les
animaux sont placés dans des cages individuclles, an ¢alme et dans
une piéce a température constante pendant au ‘moins 43 nnres avani
le test. Les tenipératures sout prises la veille du test et o vtitice senle-
ment les animaux qui ont une température coiprise cntre et 5930,
Le sérumn anliloxique est chauflé & 37° et vue injection nveineuse
de 3 ml par kg. de lapin (53) est laite dans 1a veine de orccis Prendin
la température 1 heure apreés Iinjection et touies les Teoe o
heures apres Finjection. Les seringues et les asigailies viiic/os doived!
¢tre rendues apyrogénes par chauflage av four & 23 pendi o minutes.
Troia lapins saont utilisés pour chaque test ¢ celni-¢i o<
comme posilif 51 2 ou 3 anitaux montren! nnn dlévation G
de 1,1° an dessus de la température notrerale
nal (53). :

Si fe test est posilif on peul laissee cinfilic Io b i i
trer sur amiante ou le {raiter wu déealse

Liltre Seitz Republic S-6 pour le rendre apriuvuine.

e’y 9
'~!b(lll d 0

considesd
speratuce

inhlic peos sheque ani-

ivi o

(") La race des lapins en Iran éiant plus petit:. nenn svens abuised e !
a 1200 g.
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dicn que ce tesione soit pas imposé par Ia pharmacopée inler-
nationnte, nons vérifi a Plnstitut Razi la non pyrogénicité de nos
sérums sntifoxiques,

A litre decemple nous doniions le schiéma d'unc expéricnce
pour I'zititosine tétanique n® 31-5; ce sérum est apyrogéne (tableau 11I).

TABLEAU 11

Température en degrés centigrades

Lapins | Poids ml | ; —
Avant [ 12 h. 13 ] Elév
a° en g. |injectés) . . AR 1. [ lwcva- .
& L l mjece- ) . . ] Baisse
tion [iEresjaprésjaprés) tion

!

I
44 his 1200 3.6 ! 39,5 201 139,001 30,2 . Youd
34 bis 156U 4,0 | 35,7 46,0 139,56 | 39,6 0,3
39 bis | 1400 4,2 ! 39,5 40,2 i39‘5 39.4 0,7 | -

7°) Conservalion des sérum. *

T.e nombre d’uniliz internativiw.’»s mises dans chaque ampoule
esl majors «le 20 [, pour une validité de deux ans. Les sérums sonl
counservés le plus possible a basse tempéralure; mais v attendant les
chambres froides a + 4° nécessaires pour le stockage rationnel des
sérums ¢l en tenant comple que la température, en été, peul allein-
dre 20° dans les sous-sols ol sont eulreposés les sérums, nous avons
majoré de 20°f, le titre indiqué sur les ampoules pour étre certain
qu'a la fin de la période d'ulilisation le nombre d'unilés indiqué sur
létiquetic soil encore exact.

8°) Résultats oblenus:

Le tableau IV sunivant résume les résultals que nous obtenons
par cette mélhode de purification.

Nous [aisons remarquer que nos sérums sont de titre élevé.
Ce résultat est oblenu parce que le gileau de protéines est débharrassé
par pression du maximum de sullale d’ammonium, avanl la deuxiéme
dialyse. La perte en unilés anlitoxiques due a cetle pression est
minime ct le gros avanlage ‘est d’oblenir des sérums irés concenlrés
sans avoir besoin de faire une ultraliliration.

Au point de vue purification celle méthode donne d’excellents
résultats, puisque le nomnbre d'unités par mng. d'azote varie de 150 & 350.

La coloration du sérum purifié est trés faible, ceci est du i
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la méthode de dépigmentation a 'alun qui est excellenle.
Les résultats du tableau IV vérifient que les sérums de tilre
élevé permmettent d'obtenir une purification plus ¢levée.

TABLEAU 1V

Sérums antidiphtériques . ,.‘S(;'f,".”.)s
antléiqques
A B ‘ 08 D A B
{
I Séam brut
unités [ ml 378 444 700 S45b 385 400
mg. N/ ml 12,80 [ 1240 | 12,82 | W35 | 1284 | 128
unilés i mg. N 30 o5 57 - | 0,5 o3
1 1
Sérrm purifié | I
unités / ml 3.200 | 2.200 1 4606 | 4500 | 3.200 | 4.600
rig. N/ ml 20,76 ] 12,70 | 15,04 |24 1 15,30 | 22,5
unilés g, N 154 173 1+ 28 230 283 260
Lxirait sec o/, id 11,7 14 10 1v 15
coeflicient de puri-
fication 5 4,9 4,5 4,35 6,2 3,2
coelflicient de con-
centralion 8,5 5 | 7 3 5,0 0,3

Le rendement varie sclon les sdrums, oo adndral 1l oseille
entre 50 ct 60 °f,

Le coeflicient de purification ct le rendenient sont
de la méthode employée pour liimnwunisation des vhevaux,

lon

RESTILAD

Nous avons <dderil les divers Glapes deo L puriiiciiica des
plasivas  antitoxiques. Davmi les ! Gaues Grtinoeus estongasine
danpliquer en Iran, neoas avons <noinl. avee oo o modith in

mdéthode américaine de Michigan,
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