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RESUME. — L’auteur présente une nouvelle méthode de mesure du “Fe plasmatique par
scintillation liquide. En utilisant le triton X-100 comme agent émulsionnant ef en travaillant
4 4°C, le rendement obtenu se situe régulitrement entre 81 et 83 %, soit une valeur cing
fois supérieure 4 celle de la scintillation solide. Sans manipulation préalable, des volumes
anssi imporfants que 4 ml de plasma peuvent étre directement incorporés dans le milieu
scintillant et comptés avec une bonne reproductibilité.

Les procédés de décoloration et de correction de Paffaiblissement lumineux sont discutés.

La méthode proposée permet une. étude plus précise de la cinétique du fer et de Pérythro-
poiése chez I'Homme.
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INTRODUCTION

E test au fer est actuellement 1'étude isotopique
la plus compléte explorant I'érythropoiese (3,
11, 12, 14).
Les mesures de radioactivité sanguine chez 'Hom-
me s’échelonnent sur un minimum de 15 jours sui-
vant injection intraveineuse du fer marqué. Chez

le sujet normal, la décroissance plasmatique est rapi- -

de, si bien qu'il ne subsiste en fin de test que quekques
milliémes de 1'activité initiale.

Cette chute peut encore étre accentuée dans cer-
tains états pathologiques. Etant donné la longue
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demi-vie physique et biologique du radiofer, la dose
injectée ne dépasse habituellement pas 0,3 pe/kg.
Des lors, activité absolue est trés faible et les pré-
I&vements tardifs sont affectés d’une fluctuation sta-
tistique importante, rendant malaisée la mesure des
différents paramétres de la cinétique du fer, quels
que soient la méthode de calcul et le systétme méta-
bolique adoptés.

Le comptage du *Fe se fait presque toujours en
scintillation solide (émission de 1,1 et 1,3 MeV).

Lorsqu'on utilise un cristal d'iodure de sodium
activé au thallium (3 pouces) et d'une fenétre enca-
drant les deux Protopics du fer (meiileur réglage
pour les faibles activités) le rendement est de l'ordre
de 15 %. En fixant le taux de comptage a 10000
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coups, les mesures d’activité plasmatique immobili-
sent, A clles seules, un passeur automatique d’échan-
tillons pendant 2 & 3 jours. Si I'on y joint 'étude de
Iincorporation globulaire du fer et de la survie des
hématies marquées au *'Cr, la durée totale de la
mesure s’étend sur 4 ou 5 jours. Des comptages
aussi longs constituent un obstacle sérieux pour
Pexploitation du test en routine.

Le ®Fe émet également un rayonnement 8 (éner-
gie maximum de 0,17 et 0,46 MeV) favorable aux
mesures de radioactivité par scintillation Hquide.

Cette derniére méthode n’a pas été retenue jusqu'i

présent car elle exige généralement de longues mani-
pulations pour la préparation des échantillons a
compter. De plus, I'incorporation de volumes impor-
tants de plasma dans un milieu scintillant non polaire
est difficile,

C’est donc surtout pour le ¥Fe, émetteur X mou
(0,0059 MeV) que le procédé a été appliqué pour
le comptage en simple ou double marquage avec
le ¥Fe (2, 4, 5, 9). Cependant, les différentes techni-
ques proposées sont fastidienses et rendent leur utili-
sation sur une grande Echelle trés malaisée.

L’emploi du triton X-100 comme agent émulsion-
nant pour la mesure d’homogénats de tissus a été
décrit pour la premiére fois par Meade et Stiglits en
1962 (10). Cette technique qui n'a retenu que peu
lattention & I’époque a été récemment reprise en
détails par différents auteurs (1, 2, 8, 13, 15).

Le présent ardicle a pour but de montrer que
cette substance peut étre avantageusement utilisée
pour le comptage du radiofer dans de grands volu-
mes de plasma.

MATERIEL ET METHODE

Toutles les mesures ont été faifes sur un spectromeétre Inter-
technique ABAC - 8L 40 avec amplificateur logarithmigue
commun aux différents canaux, Le calculateur intégré de 'appa-
rell permet l'introduction en mémoire des courbes de correction
du quenching sous forme de polynome du troisiéme degré et
fournit antomatiquement I'activité d’un échantillon guelcongue
en d.p.m. (désintégrations par minute). La méme information
peut étre imprimée sur bhande perforeée.

Au cours des essals, amplificateur logarithmique de Fappa-
reil & été connecté & un analyseur multicanaux afin de visua-
liser les specires. Des fioles de verrs @une capacité de 20 ml et
de faible teneur en ¥K ont &ié utilisées.

Le plasma hépariné est pipeté directement dans les fioles
4 scintillation et incubé en présence de radiofer pendant 1/2
heure & 37°C afin de permettre la fixation de l'isotope sur Is
tranferrine. Le ligquide scintillant est ensuite ajouté & tempéra-
ture ordinaire et le mélange agité vigoureusement & la main.
Les floles sont placdes immédiatement dans le réfrigérateur de
T'appareil et agitées & nouveau 3 fois pendant le début de la
période d'équilibration thermique (1 heure). Le comptlage se
falt & 4°C (16).

RESULTATS

Choix d’un milieu scintiliant.

Apres réfrigération, la préparation doit présenter
les qualités suivantes :

a) stabilité de Iémulsion,
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b) taux de comptage en fonction du temps,
c) rendement élevé.

En faisani varier les proporiions de plasma, de
triton et de toluéne dans 30 mélanges différents,
tout en conservant une concentration de PPO de 5,5 g
et de POPOP de 0,1 g par litre de triton-toluéne,
nous avons obtenu pour le ¥Fe un rendement ef une
stabilité optimum avec la composition suivante :

Plasma hépariné : 21,1 %
Triton X-100 1263 %
Toluéne 1 52,6 %

En pratique, ce mélange correspond 4 4 ml de
plasma additionné de 15 ml de triton-tolugéne (1/3-
2/3). L'émulsion obtenue, d’aspect laiteux, est par-
faitement stable & 4° C et son taux de comptage
reste constant pour le ¥Fe pendant une semaine au
moins.

Le butyl PBD, gscintillateur secondaire réputé pour
sa résistance au quenching, a également été testé sur
ce mélange 4 des concentrations variant entre 5 et
15 g/l de triton-tolugne. Pour le ®Fe, le rendement
n’est pas supérieur & celui obtenu en PPO/POPOP,
I est inférieur pour le *Fe.

Décoloration des échantillons.

La teinte de I'émulsion dépend de lintensité ini-
tiale de la coloration du plasma. L’adjonction de
quelques gouttes d’eau oxygénée 4 30 % ne donne
pas de résultat satisfaisant.

Le meilleur agent décolorant est le peroxyde de
benzoyle en solution dans le triton-toluéne (1/3-2/3)
a la concentration de 10 g pour 100 ml. Deux gout-
tes de cette solution suffisent pour 4 ml d'un plasma
normal. Il en résulte une élévation appréciable du
rendement (fig. 1 et 2).

Correction de I'affaiblissement lumineux {quen-
ching).

Méme si c'est toujours l'activité plasmatique d'un
méme malade qui est mesurée au cours d’un test,
Paffaiblissement lumineux des différents échantillons
ne reste pas nécessairement constant, La composi-
tion du plasma peut varier au cours des 13 jours de
Iépreuve, particulierement sa coloration et sa trans-
parence, qui peuvent se modifier de facon sensible
dun jour a Pautre.

Plutdt que de quencher un pool unique de plasma
par des concentrations variables d'une substance
affaiblissante, il est préférable d’utiliser une lIarge
gamme de prélévements sanguins provenant d’indi-
vidus sains et dindividus atteints de diverses affec-
tions modifiant la composition plasmatique. A partir
de cet échantilonnage, la correction de Faffaiblisse-
ment lumineux par la mesure du rapport des voies
donne d’excellents résultats. Dans ce cas cependant,
un temps de comptage trop court conduirait pour
des activités faibles & une mauvaise statistique sur
le rapport des voles, particuliérement dans des expé-
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Fig. 1. — Spectre § du ®Fe en plasma normal avant et aprés
action du peroxyde de henzoyle, L'enregistroment a é&ié obtenu
en connectant lg sortie de lamplificatenr logarithmigue du spec-
tromeéfre & un anclyseur multicanaux.

Oprés déceloration, déplucement du speclre vers les hautes
énergies, et sommet plus élevé, L'élévation de rendement vhilenue
avec des plasmas normaux se situe enire 3 et § %. Elle peut
atteindre 20 9% pour des plasmas irés colorés.

Fig. 2. — Spectre du “Fe en plasma normal avant et aprés action
du peroxyde de benzovle. Le rendement est pratiquement doublé.

riences en double marquage. C'est la raison pour
laguelle la correction du quenching par étalonnage
externe a été étudiée. Bien gu’elle soit théoriquement
critiquable dans les cas d’émulsions (1), son appli-
cation 2 la correction de I'activité plasmatique repose
sur les hypothtses suivantes :

a) I'affaiblissement lumineux secondaire aux effets
purement chimiques varie peu ;

b) la plupart des variations sont en rapport avec
la couleur de I"émulsion ;

¢) la réduction d’efficacité non dépendante de la
coloration est due pour la plus large part a
'auto-absorption.
Celle-ci ne doit pas beaucoup se modifier si
la préparation des échantillons est correcte.
De fait, pour une série de plasmas notmaux ou
pathologiques, on observe que les points exprimant
le rendement en foaction du rapport de standardi-
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sation externe définissent une courbe continue pour
le ¥Fe. Cette courbe est reproductible et traitable
par un polynome du 3° degré.

Rendement du comptage en scintillation liquide.

Le rendement du ¥Fe se situe réguliérement enire
81 et 83 % pour des plasmas normalement colorés
au départ. Dans les mémes conditions, le rendement
du ¥Fe est de Yordre de 7 %.

CONCLUSION

Clest avant tout sur laliure de la décroissance
de la radioactivité plasmatique qu’ont été élaborés
les modéles mathématiques complexes quantifiant la
cinétique du fer et de I'érythropoiese (3, 11, 14). La
précision du tracé dépend du nombre de points
expérimentaux ei de la confiance qus I'on peut accor-
der a chacun de ces points. Habituellement, la
courbe est suffisamment jalonnée par les nombreux
prélévements réalisés lors des études cinétiques com-
plétes. Compte tenu du faible niveau d’activité plas-
matique, c’est donc la précision statistique des mesu-
res tardives qu'il convient daméliorer. Bien que
nous Tutilisons dans ce but depuis deux ans (7), le
triton X-100 a été récemmeni recommandé pour
Pétude du radiofer (2). Cependant, les auteurs 'em-
ploient pour le comptage du sang total, et les mani-
pulations resteat complexes.

Par contre, notrs méthode fournit pour le *Fe
un rendement qui dépasse toutes les valeurs citées
jusquw'a présent dans la littérature. Par rapport aux
techniques classiques, lefficacité exceptionnelle du
comptage permet d’accélérer [es mesures tout en aug-
mentant leur précision, de diminuer le volume des
prélévements (test au fer chez lenfant), ou de
réduire 12 dose injectée et par conséquent 'irradia-
tion du sujet.

La scintillation liquide s'indique donc pour 'ana-
lyse quantitative des échanges du fer dans I'organis-
me {décomposition de la courbe de clearance en une
somme d’exponentielles, étude de la densité de séjour
des particules de fer dans différents compartiments,
etc.). La sortie des résultats sur bande perforée se
préte trés bien au traitement direct des données par
ordinateur. Sur le plan pratique, les manipulations
sont presque aussi simples gquen scintifation solide
et de dépassent pas quelques minutes par échantil-
lon (6).

La méthode peut &tre utilisée pour tout isotope [
énergétique dont on désire suivre la trace dans le
plasma ou le sérum. Le comptage du *Fe, plus
délicat en rtaison de son émission X, mérite des
investigations complémentaires.
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SUMMARY. — A new method for liguid scintillation counting of plasma *Fe is presented.
Using Triton X-108 as an emulsifying agent at 4°C, the efficiency is in the §1-83 % range
and is five times greater than that achieved with crystal systems. Without previous manipula-
tion, volumes as great as 4 ml of plasma may be directly incorporated into the scintiflation
medium and counted with good reproducibility. Bleaching procedure and guench cerrection
are discussed. The method allows a more precise study of iron kinetics and erythropoiesis in
humans.

Key-words : Iron isotopes * blood. Radioisotope scanning. — Surface-active agents.
— Kinetics. — FErythropoiesis. — Methods. — Specfrophotometyy,
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