
Diabetologia 2, 75-81 (1966) 

ORIGINALS 

Quelques aspects du m6tabolisme du zinc chez le diab6tique 

W. ]])ETTWYLE~* 

Department of Experimental Medicine, Prof. W. J. H. BUTTERFIELD, O.B.E., M.D. JOHNS HOPKINS, F. l~. C. P., 
Guy's Hospital, London S.E. 1 

Regu le 6 janvier, 1966 

Some aspects of zinc metabolism in diabetics. 

Summary.Gel filtration offers newpossibilities for study- 
ing labelled zinc fixation on plasma proteins. This heavy 
metal has a great affinity to protein, but  its binding is rever - 
sible under the effect of pH and chelating substances (Ver- 
senate, Penieillamine). - The existence of endogenous chel- 
ating substances as well as the chelating effect of Alloxan 
are not confirmed. -- Owing to an appropriate dose of Ver- 
senate, it is possible to obtain a chelating effect of 50% of 
labelled zinc, which defines a zinc fixation index on plasma 
proteins. Comparing plasma of normal and diabetic sub- 
jeers decompensatcd and not yet treated, it  is possible to 
show evidence of a higher fixation in diabetics. This 
higher fixation capacity is probably the result of an 
increase in globulin fractions fixing zinc strongly, but  it 
is not possible to assess whether it is a primary or a 
secondary phenomenon to diabetes. -- I t  is known that  
proteinuria appears very early, even contemporary to the 
onset of diabetes and its importance seems quite sufficient 
to explain zincuria which is increased in diabetics badly 
decompensated. 

t~'dsumg. La filtration sur gel de dextran offre de nouvel- 
les possibilitds d'gtudier la fixation du zinc marqu6 sur les 
protTines plasmatiques. Ce mTtal lourd a u n e  trTs grande 
affmit6 pour les protdines, mais sa liaison est rdversible 
sous l'effet du pH acide ou des ch61ateurs (Versenate ou 
Pdnicillamine). -- L'existence de ehdlateurs endog6nes 
ainsi qu 'un  effet ehTlateur de l 'Alloxane peuvent 4tre 
infirm6s. -- Grace k une dose appropri6e de Versenate, 
il est possible d 'obtenir  in vitro une chTlation de 50~o 
de zinc marqu6, dTfmissant ainsi un  index 2 de fixati- 
on du zinc sur les protdines plasmatiques. En  compa- 
rant  le plasma de sujets normaux et de sujets diabTti- 
ques ddcompensds et non encore traitds, il est possible de 
mcttre en 6vidence un  pouvoir de fixation plus 61ev6 chcz 

les diab6tiques. -- Cette capacit6 de fixation plus 61ev6e 
paralt  gtre lide k une augmentation des fractions prot6iques 
(globulines) qui fixcnt le zinc fortement, sans qu'il soit 
possible de dire si elle est un ph6nom@ne primaire ou 
secondaire an diab6te. -- On sait que la prot6inurie est 
tr6s prTeoee, mTme contemporaine de l 'apparit ion d 'un  
diab6te et son importance parait suffisante pour expliquer 
la zincurie augment6e chez les diab6tiques gravement 
d6compensds. 

Einige Aspekte des Zinkstoffwechsels beim Diabetiker. 
Zusammenfassung. Die Fil trat ion fiber Dextran-Gel er- 

6ffnet neue MTglichkeiten, um die Bindung yon markier- 
tern Zink an die Plasmaproteine zu erforschen. Dieses 
Schwermetall hat  eine grol3e Affinit~t zu Proteinen, seine 
Bindung daran ist jedoch unter  d e n  Einflul~ yon saurem 
Ph und Chelatbildnern wie Titriplex und Penicillamin re- 
versibel. Die Theorien fiber die Existenz endogener Chelat- 
bildner ebenso wie die fiber chelatbildende Wirkungen des 
Alloxans sind nicht mehr aufrechtzuerhalten. -- Mit einer 
geeigneten Dosis yon Titriplex l~l~t sich in vitro eine Chelat- 
bildung n i t  50 % des markierten Zinks erreiehen und damit 
ein Index fiir das FixationsvermSgen yon Zink an Plasma- 
eiweii3kSrper gewinnen. Beim Vergleich der Plasmen yon 
Kontrollpersonen und yon unbehandelten, dekompen- 
sierten Diabetikern lieB sich bei den Diabetikern ein er- 
hThtes BindungsvermSgen nachweisen. -- Dieses erh6hte 
BindungsvermTgen scheint uns durch eine Vermehrung 
der Serumeiweil~anteile n i t  einer ausgepragten Bin- 
dungskapazitgt ffir Zink (Globuline) bedingt zu sein, ohne 
dai~ man sagen kann, ob es sich dabei um ein prim/~res oder 
sekund/ires Phanomen beim Diabetes handelt. -- Es ist 
bekannt,  dag die Proteinurie sehr frfihzeitig, ja oft schon 
bei der Manifestation des Diabetes auftritt ,  und ihr Aus- 
mal~ seheint uns zu geniigen, um die vermehrte Zink- 
ausseheidung beim schwer dekompensierten Diabetiker 
zu erkl~irem 

Introduction 

Depuis une dizaine d'ann@es, les t r avaux  eoncernant  
le mTtabolisme du zinc se sent  multipliTs: les uns  ten- 
t en t  de prTeiser son gtat  dans l 'organisme et en part icu-  
lier sa liaison ehimique sur les protTines plasmatiques,  
les autres de comprendre sa fonet ion biologique. MTtal 
lourd et oligoT16ment, il se dis tr ibue tr6s in@galement 
darts l 'organisme.  Dans  le sang le 85% se t rouve  dans 
les 6rythrocytes qui  reprdsentent  une  Iorme de trans-  
por t ;  le reste se r@ar t i t  sur les protgines plasmat iques  

* l~os remerciements vent au Dr. G. CONSTA~, m@- 
deein-adjoint k la Policlinique de M6decine de Zfirich, 
pour les critiques constructives qu'il nous a faites et 
Mademoiselle MYlCA LEE dent l'assistance technique et la 
collaboration nous ont 6t6 tr6s pr6cieuses. 

et certains enzymes off sa pr6sence est indispensable.  Le 
t a u x  p lasmat ique  du zinc est de 100 s 120 #g par  
100 ml  [32, 30, 33]. 

Son mode de fixation n 'es t  pas ent igrement  connu. 
Sur l ' a lbumine  humaine  [12] le zinc se fixe sur le groupe 
imidazole de l 'hist idine,  mais la solubilit6 e n e s t  modi- 
fiTe. Sur les y-globulines la posit ion du zinc n 'es t  pas 
prTcisTe, mais le complexe que forme ]e zinc avee elles 
est plus instable  que ce]ui qu ' i l  forme avec l ' a lbumine  : 
c 'est la base du f rac t ionnement  des protTines dTvelopp6 
par  Colin [5]. Dans  n n  domaine plus prat ique,  l 'Ttude 
de l ' in te rac t ion  du zinc et de l ' insul ine a about i  ~ la 
product ion  d ' insul ines lentes qui sen t  vraisemblable-  
m e n t  des complexes ou des polym6res insolub]es [27, 
13, 33]. Leur s t ructure  ehimique a 6t6 prTcisTe et on 
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sait que l 'atome de zinc se fixe, comme dans le cas de 
l'albumine, snr le groupe imidazole de l'histidine [8]. 
Les substances eomme le BAL ou le Versenate, qui sont 
des chdlateurs des ions mdtalliques bivalents, peuvent 
chez certains diabdtiques, augmenter la sensibilitd 
l'insuline [3, 4] en dliminant le zinc du complexe in- 
suline, permettant  ainsi son action immddiate. 

L'dtat  et le mode de fixation du zinc sur les pro- 
tdines plasmatiques a dtd l 'objet de plusieurs t ravaux 
dont la diversitd des mdthodes rend la comparaison 
difficile. VI~:BLADH [32] combinant la prdcipitation des 
protdines par le sulfate d'ammonium et l 'extraction du 
zinc par ! a dithizone arrive s mettre en dvidence qu'une 
fraction du zinc seu!ement est extractible, faiblement 
lide aux protdines. Cet auteur conclut que le 50% du 
zinc est faiblement lid s l'albumine, le 24~/o est faible- 
ment lid aux globulines et le 26~o est fortement lid 
ees m~mes globulines. Le zinc fixd snr les enzymes ne 
reprdsente qu'une faible partie du zinc fortement lid. 
L'analyse par dialyse 6qnilibrde montre une prdpon- 
ddrance du zinc fortement lid sur la fraction ~-globu- 
linique [9]. L'anMyse dlectrophordtique confirme ces 
rdsultats [35], Mors que l'analyse par ultracentri- 
fugation met en dvidence une r@artit ion rdguli~re et 
proportionnelle du zinc faiblement lid sur l'ensemble 
des protdines [21]. 
I1 n 'y  a pas de protdines spdcifiquement responsables de 
la fixation et du transport du zinc, comme la siddrophi- 
line l'est pour le fer ou la cdruloplasmine pour le cnivre. 
Des variations pathologiques n 'ont gu~re d'importance 
en clinique. Le taux sdrique du zinc diminue dans la 
cirrhose dthylique, les syndromes n~phrotiques et les 
andmies marqudes et n'est que rarement augmentd duns 
l 'hyperthyroidie et la polycythdmie. Dans le diabgte, 
CONSTAM [7] trouve un taux plasmatique de zinc un 
peu plus dlevd que chez les sujets normaux. L'aug- 
mentation est parall~le ~ la gravitd, ~ la durde d'dvo- 
lution de la maladie et au traitement par l'insuline. 
Mais d'autres auteurs infirment ces rdsultats [28, 34, 
24]. Son dlimination urinaire est augmentde dans la 
eirrhose et les syndromes n~phrotiques [29] de mgme 
que dans le diabgte en dtat de ddcompensation [6, 7]; 
de plus Dithizone et Alloxane, en produisant un 
diab~te expdrimental, augmentent dgalement la zin- 
curie [17]. 

L'introduction rdcente de la filtration sur gel de 
dextran offre une possibilitd nouvelle d'dtudier l 'dtat 
du zinc plasmatique, l'affinitd des protdines plasmati- 
ques pour cet ion et la prdsenee d'dventuels chdlateurs 
endoggnes. 

Mdthode 

La filtration sur gel de dextran (Sephadex) permet 
une s@aration effieace entre la fraction lide aux pro- 
tdines et la fraction libre des ions mdtalliques existant 
dans le plasma ou dans un mdlange. La mdthode origi- 
nMe a dt6 ddcrite en 1957 [23] et FLoI)rN en prdcise les 
bases physico-chimiques et la technique en 1962 [11]. 

Tous les ddtails techniques et pratiques du montage 
d e l'expdrience ont dtd tirds de ces deux ouvrages. 

Les 6chantillons ~ tester sont traitds de la fa~on 
suivante: 1 ml de plasma, d'albumine ou de substance 
s dtudier est additionnd de zinc-65 (activitd spdcifique : 
100 mC/g. Zinc) sous forme de chlorure, ~ ]a dose de 
1 /~g, soit 1.5 �9 l0 s M par ml de plasma et dilud s 
2.2 ml par un tampon Michaelis I I  au pH voulu. Un 
temps d'ineubation de une heure et de 24 h. suivant 
les eas a dt6 choisi [9, 21]. Les rdsultats sont exprimds 
en ml d'dluat c0mptds ~ partir du moment oh l'dchan- 
tillon ~ tester est placd dans la zone supdrieure du gel. 
La radioactivitd de chaque fraction de 2.2 ml d'dluat 
est exprimde en % de la radioactivit6 retrouvde dans 
les 30 premieres fractions dludes: en 66 ml, la totalitd 
de l'iode et le 93% du zinc sont rdcupdrds. 

Les constantes de diffusion des 3 troupes de sub- 
stance servant de base ~ ce travail (~ savoir les pro- 
tdines, le Versenate ou la Pdnicillamine et les ions zinc 
ou :ode) sont suffisamment diffdrentes pour qu'une 
bonne s@aration soit possible. La fig. 1 montre le 
pouvoir de s@aration du Sephadex-G-25 pour ces 
groupes de substances dtudids s@ardment. I1 est done 
possible d'identifier 3 zones: 

La 29remi~re: zone :nit:ale, correspondant au volume 
exclu, est caractdrisde par la prdsence des protdines (de 
la 8 ~me ~ la 12 ~me fraction collectde). 

La deuxi~me: zone intermddiaire, correspondant 
nne diffusion partielle dans le gel est caractdrisde par la 
prdsence de la pdnicillamine et du Versenate, de 
l'insuline commerciale et de l'insuline humaine (de la 
13 gme g la 17 ~me fraction collectde). 

3O 

g I0 12 N IS 18 20 22 2g 2S Z8 3g 
Echon////on~ d'e/u/Ion 

Fig. i .  Pouvoiz de s~paration du Sephadex G-25 
Zone 1.:  Prot~ines  I - - I .  Zone 2.: Vers~nate et Pdnici l lamine x - - x ;  

Insul ine  " - - ' .  Zone 3.: Zinc §  Iodc  O - - O  
Chaque 6chant: l ion d'~lution correspond K 2,2 ml  

La troiai~me: zone finale, correspondant & une 
diffusion complete dans le gel, est caractdrisde par la 
prdsence des ions zinc ou :ode. L'iode apparait en un 
pic haut et dtroit, le zinc forme un ddme plus dtald que 
la thdorie ne le prdvoit. 
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Rdsultats 

La totalitd du zinc ajoutd, ~ la dose physiologique 
de 1 #g par  ml de plasma, se fixe trds rapidement sur 
les protdines et apparai t  avee ellas dens leur zone 
d'dlution. II  n ' y  a p a s  de fraction restde libre et il n ' y  
a p a s  de taux  de saturation au-dels duquel apparai- 
t rai t  une fraction libre. La fig. 2 montre  que les 
protdines sont capables de fixer jusqu's 100 lois le taux  
plasmatique normal du zinc; au dels la fixation est 
limitde par une prdcipitation eroissante. Le zinc s0 
comporte done diffdremment du calcium [31] ou du 
fer [2]. 
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Fig.  2, Courbe de sa tu ra t ion  du zinc sur les protdines p lasmat iques  
E n  abscisse:  dose de zinc. En  ordonnde:  % de zinc lid a u x  protdines. A 1.510 -2 

m3,[ Zn/ml  de p lasma,  il se produi t  une fioculation des protdines 

Les ions zinc peuvent  gtre dissocids de leur liaison 
aux protdines par  des modifications du p H  vars 
l'aeiditd (Fig. 3). A pI-I 5, la dissociation du zinc esg 
totale, ~ p i t  7 sa fixation sur les prot@ms est compldte. 

:oo V 
~ 

gO 

I I 
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Fig.  3. Courbe de dissociat ion 
E n  abscisse:  pt~. E n  ordonnde:  % de Zn lid a u x  protdines 

La fraction (dibre)> ddplacde par  l'aciditd est dlude plus 
prdcocdment qua l'ion zinc isold: ce qui laisse supposer 
qu'il s 'agit de zinc lid s des fragments protdiques de 
petites taiUes. 

I1 est possible d 'obtenir  una chdlation du zinc fixd 
par  les protdines au moyen du Versenate ou de la 
Pdnicillamine et de eonstruire une courbe de ehdlation 
(Fig. 4). Le Varsenata a, s dose dgale, un pouvoir 
ehdlateur plus puissant que la Pdnicillamine, puisqu'une 
dose de Versenate de 0.1 mg par  ml de plasma produit 
une ehdlation de 95~o, alors que la Pdnicillamine 
eette dose n 'a  encore aueun after ehdlateur. La fig. 5 
montre nn exemple prdcis oh la dose de Versenate 

choisia permet une chdlation de 50% environ. Notons 
que l 'Alloxane ~ une dose plus dlevde que la dose 
diabdtog6ne n 'a  aucun effet ehdlateur dens la systdme 
utilisd. 

70O V %~ a , .  
0 ~ .  

4 0  " - . .  

p I I I I I I 
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Fig.  4. Courbe de chdlation 
E n  abscisse:  chdlateur en mg  pa r  ml  de p lasma.  :En ordonnde:  % de Zn lid 

aux  protdines. Versenate  - - ;  Pdnicil lamine . . . . . . . . .  

8 plasmas de sujets jeunes at normaux, 1 eirrhotique 
avec ascite at dysprotdindmie, 1 diabgte dquilibrd 
l'insuline, 1 diabgte dquilibrd par  le rdgime et 10 din- 
bates rdeemment ddeouverts, an dtat de ddcompen- 
sation grave at non encore traitds, ont dtd dtudids. Tons 
ees plasmas fixent le zinc marqud ~ 100~o, mgme 
lorsque la dysprotdindmie est importanta  comme ehez 
le sujet cirrhotique. Pour rdvdler une diffdrence entre 
ces plasmas nous avons choisi, parmi  les moyens de 
libdrer l'ion zinc de sa liaison aux protdines plasmati- 
ques, l 'effet d 'un chdlateur (Varsenate de Ca) plut6t  
que la variation du pH. Sur la courbe de dissociati- 
on par le Versanate (Fig. 4), il est facile de choisir 
la dose permet tant  une chdlation de 50~o environ chez 
les sujets normaux at de ddfinir ainsi un index de 
fixation des protdines plasmatiques du snjet normal. 
Prat iquement un temps d'incubation de 12 heures du 
zinc sur le plasma, puis de 1 heure du Varsenate, se 
sont rdvdlds utiles, pratiques et donnent les rdsultats 
les plus significatifs. La fig. 5 donne l 'exemple prdcis 
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Fig.  5. Exemple  9art icul ier  d 'une  courbe de dissociation pa r  le versenate .  
]~ssai no 44 

P l a s m a  norma l :  D . B .  Zinc mar qud :  1 ~gm.  Incuba t ion  12 h. u  
0.05 m g ;  Incuba t ion  : 1 h. Zinc Ii6 aux  protdines:  17.2 %.  Zinc lid au  versena te :  

49.7% 

de la eourbe obtenue avec un plasma normal soumis 
l ' incubation successive du zinc marqud et du Vet- 

senate. L'artifice de la chdlation par  adjonation de Vet- 
senate in vitro et la ddfinition d 'un index de fixation 
du zinc reprdsentent done une possibilitd de tester 

6* 
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l 'affinit6 des prot@ines pour  le zinc. Tir@ d 'uno pre- 
mi@re s@rie d'exp@rienccs, le t ab l eau  I expose los r@sul- 
t a t s  obtenus  avec une dose de 0.05 mg de Versenate  pa r  
ml de p lasma,  alors que le t ab l eau  I I ,  dans  une 2 ~me 

l 'hyporglyc@mie. Le p l a sma  du  su je t  c i r rhot ique  se 
compor te  @galement d i f fdremment  des n o r m a u x :  s 
l ' inverse  des d iabgtes  d@compens@s, le pouvoi r  de 
f ixat ion du  zinc lid aux  prot@ines est  p lus  faible.  

Tableau I. Index de fixation du zinc sur les protdines plasmatiques. Versenate ~ la dose de 
0.05 mg par ml de plasma 

% de zinc marqu@ fix@ glyc~mie ac@tone insulinc 
amx prot~ines au Versenate mg % uu/ml 

1. S.P.  57.1 39.5 690 3 3 3  - -  
Diab@tiques 3. T.S. 51.2 44.8 442 0 60 

dgcompensds 4. T.A.  53.8 39.7 327 3 80 
7. t t .M.  47.8 44.6 369 3 3 3 3  52 

12. S.E.  56.1 38.9 3 2 0  3 --  
16. I). 1~. 53.1 42.5 412 3 3  43 

Sujets D . B .  47.2 49.7 83 0 21 
normaux h M.L. 45.8 50.9 97 0 25 
jeun E.C. 48.6 48.1 91 0 28 

V.D. 44.9 49.9 90 0 26 

1 h.p.gluc.  V.D. 46.6 51.5 141 0 

Cirrhose P .A.  23.3 74.5 137 0 
avanc~e 

126 

Tableau I I .  Index de fixation du zinc sur les protdines plasmatiques. Versenate d~ la dose de 
0.025 mg par ml de plasma 

Plasma % de zinc marqud f ix@ g l y c @ m i e  acetone insuline 
aux prot~ines au Versenate mg % uu/ml 

Diabdtiques 
d@compensds 

Diab@tique 
dquilibr@ 
l'insuline 

Diab@tique 
dquilibr@ 
par  r@gime 

sujets 
normaux 

4. TIA. 73.8 23.3 327 3 80 
5. J .E .  72.6 20.5 400 0 57 
5. J .E .  68.8 27.8 400 0 57 
8. C.A. 72.5 24.0 258 ? 58 
9. J .A.  72.0 24.1 192 0 79 
9. J .A .  72.9 26.3 192 0 79 

10. M.A. 70.1 26.9 359 3 + 3  - -  

M.S. 65.2 34.6 141 0 

F . J .  61.0 38.i 127 0 

D.B.  4.7. 58.5 38.3 89 0 21 
D.B.  23.3. 62.2 33.6 95 0 25 
H.N.  62.4 34.2 91 0 31 

s@rie d'exp@riences, est  bas@ sur une dose plus faible  de 
0.025 rag. Les p lasmas  des d iabdt iques  ddcompens@s se 
compor t en t  di f fdremment  des n o r m a u x :  la f rac t ion  
libdr@e p a r  le Versenate  est  plus faible,  ou ce qui  rev ien t  
au  mTme, Ie zinc est  plus fo r t ement  fix@ sur les pro-  
t@ines que chez les sujets  normaux .  I1 n ' y  a aucun  
r a p p o r t  avec l ' impor t ance  de l 'acidocTtose ou de 

On deva i t  se d e m a n d e r  quel rSle phys ico-ch imique  
joua i t  la  glyc@mie et  pour  cola de fortes  doses de 
glucose:  5 mg et  10 mg p a r  ml  on t  @t@ ajoutTs s 2 
p la smas  n o r m a u x :  le pouvoi r  de f ixat ion du zinc sous 
Versenate  n ' en  a p a s  @t@ modifi@. De plus  un  p l a sma  
test@ s j eun  et  une heure apr&s 100 g de glucose per  os 
s ' es t  comport@ de la re@me mani~re.  
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Discussion 
La m6thode de filtration sur gel de dextran offre 

une possibilit6 nouvelle d' investigation du comporte- 
ment  des ions m6talliques duns le plasma. I1 est con- 
firm6 que le zinc n'existe pus sous forme libre, m~me 
des t aux  61ev6s et non physiologiques. I1 so comporte 
ainsi de fagon tr6s diffdrente du Ca [31] ou du Fe [2] qui 
pr6sentent tous les deux une phase libre. La liaison du 
zinc marqu6 aux prot6ines est enti6rement rdversible, 
la lois sous l 'effet du p i t  et des ch61ateurs : cette r6versi- 
bilit6 est tout  ~ fair compatible avec la nature ionique 
de la liaison du zinc sur les protdines [19, 25]. Rappe- 
lons que les groupes imidazole qui le fixent ne sont de 
loin pus saturds ~ la dose physiologique ajoutde, puis- 
qu'il n ' y  a qu 'un atome de zinc pour 50 moldcules de 
prot6ines environ. 

A la lumi6re de ces rdsultats on pouvait  s 'at tendre 
une fixation identique du zinc sur les prot6ines plas- 
matiques des normaux et des diab6tiques. Mgme une 
dysprotdin6mie trds importante  n 'entrainera pus de 
diff6rence duns la fixation de la petite dose physio- 
logique de zinc. I l y  a toujours assez de groupes imida- 
zoles libres, m4me duns les hypoprotdindmies marqu6es 
comme celle de notre pat ient  cirrhotique. Ce com. 
por tement  identique des plasmas normaux et dia- 
bdtiques infirme dgalement l 'hypoth~se de l'existence 
de ch@lateurs endog~nes ou de substances apparentdes 
chez les diabgtiques. De plus l 'Alloxane n 'a  aueun effet 
chdlateur duns le systgme de filtration sur gel de dex- 
t ran:  son effet diabdtog~ne que ~ASKE [17] attr ibue 

une chdlation du zinc ne semble done pus s'expliquer 
par ce mdcanisme. 

I1 en va  tout  autrement  lorsqu'on dtudie l'affinitd 
des prot@incs pour le zinc par  l'effet d 'une dose appro- 
pride d 'un ehdlateur: Les plasmas des diabdtiques 
ddcompensds se comportent  alors de fa~on diffdrente 
des normaux:  ils ont une affinit6 plus grande pour le 
zinc radioaetii et le fixent plus fortement.  La cause de 
eette affinitd uugmentde n 'est  pus encore claire: nous 
pensons qu'elle est 6troitement lide ~ la dysprotdindmie, 
puisque ni la glycdmie n i l e  degr6 d'aeidocdtose, ne 
paraissent l'influencer. Plusieurs auteurs sont arrivds 
ddmontrer l 'existence do 3 fractions de zinc plasmati- 
ques: l 'une faiblement lide sur l 'albumine (50%), une 
autre faiblement lide aux globulines (24%) et une 3 ~me 
fortement lide aux globulines (26%) [32], plus particu- 
ligrement sur les e- et les fl-globulines [9, 15]. Au cours 
des diffdrentes drapes du diabgte, l 'existenee de variati- 
ons du taux de certaines fractions globuliniques est con- 
hue e t e s t  lide en m~me temps au  problgme des inhibi- 
teurs de l'insuline. L 'augmentat ion de ces globulines 
pourrait  s 'accompagner d 'une augmentat ion parallgle 
de la h'aetion du zinc fortement lide, ddmontrde de fa~on 
indirecte par  une augmentat ion do l'affinitd pour le 
zinc marqud sous l'artifice de la chdlation. L'obser- 
ra t ion  par COXSTAH [7] d 'une zinedmie augmentde duns 
le diabgte appuie cette hypothgse. Enfin l'affinitd 
diminude du zinc pour les protdines plasmatiques du 
sujet cirrhotique peut s 'expliquer @galement par  la 

dysprotdindmie : iei c'est l 'hypoalbumingmie qui joue le 
r61e majeur:  l 'albumine fixant le 50% du zinc faible- 
ment  lid [32]. La comparaison de l'affinit6 du zinc avec 
les r@sultats des dlectrophorgses que nous avons prati- 
qudes ne permet  pus d'aller plus loin. Une dtude 
ultdrieure, avee un gel plus fin permet tant  de tester les 
protdines plasmatiqucs s@ardes, pourrait  prdeiser le 
r61e de la dysprotgindmie. 

L 'augmentat ion de l 'dlimination urinaire du zinc 
[6] est dgalement compatible avee ces rdsultats: on 
suit que les perturbations de la fonetion rdnale sont 
tr~s prgcoces au cours du diab~te. I1 semble qu 'un 
tr@s fort poureentage de diabdtiques prdsente ddjs une 
nette augmentat ion de l 'albuminurie vraie au moment  
o~ le diagnostic du diab@te est pos@ [16]. La filtration 
glomgrulaire qui devient moins efficace laisse fuir les 
protgines selon le critgre de leur dimension. Or, ~ edt@ 
de l 'albumine, la fl 2-A et eertaines globulines [14, 22] 
sont les premi@res ~ passer: ce sont justement eelles 
qui semblent gtre les principaux vdhicules du zinc. Les 
rdserves @rythrocytaires et tissulaires sont si grandes 
qu'il ne se produira jamais une baisse importante  du 
taux du zinc plasmatique. 

On peut enfin se demander quelle est la eonsdquence 
de ces modifications de l'affinitd pour le zinc sur le 
eomportement de l'insuline. On suit d 'une par t  que eet 
ion cst indispensable ~ sa eristallisation et d 'autre  par t  
que l 'on est arrivg & polymdriser une insuline amorphe 
tr~s pauvre en zinc jusqu'& une constante de sddimen- 
tat ion de 8 S [8]. I1 n 'est  pus impossible que l 'augmen- 
tat ion du pouvoir de fixation du zinc observde duns les 
cas de diabgte ddcompensd air une influence sur le 
degrd de polymdrisation ou d'agrggation de l'insuline 
duns le plasma et par eonsgquent sur son action, mais 
ee n 'est  qu'une spdculation. 

Addendum 

Sur une remarque du Prof. K. OBEI~DISSE, nous 
avons eu connaissance du travail de SCI~OLTAN sur la 
d6termination quantitative de ]a fixation du sulfona- 
mide sur l'albumine humaine. 

L'auteur dgmontre la ndcessit~ d'obtenlr un pla- 
teau d'6lution du su]fonamide et de l'albumine pour 
estimer le pour cent de sulfonamide lid g l'albumine : il 
propose done d'appliquer sur la co]onne de gel la 
solution s s@arer en un volume de 20 ml; les rdsultats 
obtenus sont alors superposables ~ eeux que fournit 
l'ultracentrifugation. 

Or, la sgparation entre deux substances de poids 
mol~culaire diffgrent est proportionnelle ~ la hauteur 
de la colonne et inversement proportionnelle au volume 
applique. Le volume int6rieur du gel a done des limites 
et nous avons exp~riment~ que la s6paration entre deux 
substances de poids molgeulaire different est moins 
bonne lorsqu'on l 'applique ~ un volume trop grand. 

On peut  caleuler le volume intgrieur et le volume 
extdrieur d 'une eolonne de 50 ec (et de 28 em de haut  ) 
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de Sdphadex  G-25 fin selon les formules  proposdes p a r  
Flodin. 

(1) Vt = Vo + Vi + Vg 

(2) Ve = V o + K d  • Vi 

(3) Vi = a •  

Vt ~ 50ml 

Vg --  10g 
1.6--g/ml : 6 ml 

a ~ 10g 
K d  = 0.9 (pour un ion 

dissocid 
Wr  = 2.5 (pour g-25 fin) 

Dans  no t re  exp6r imenta t ion  : 

(3) le volume interne Vi = 10 • 2.5 = 25 ml, soit ~ vol. 
total .  

(1) Vo = Vt  --  Vi - -  Vg 
V o = 5 0 - - 2 5 - - 6 =  19ml, 

(2) Ve = Vo -{-- Kd • Vi 
Ye(zn) -~ 19 -~ 0.9 • 25 ~ 41.5 In]. 

Dans  no t re  exp5r imenta t ion  (Fig. 1), nous avons  
ob tenu  un  volume extdrieur,  cor respondant  ~ l ' appar i -  
t ion  des protdines,  de 15 ~ 24 ml. Le vo lume int~r ieur  
cor respondant  ~ l ' a p p a r i t i o n  du  zinc est  de 35 ~ 58 ml  
d 'd lut ion.  Pour  l ' iode,  ce vo lume est  de 39 ~ 54 ml. L a  
sdpara t ion  est  donc sa t i s fa isante  pour  un  vo lume ap-  
pl iqud de 2 ml. 

Lor squ 'on  augmente  le vo lume appliqud,  le volume 
dlud p a r  minu te  d tan t  cons tant ,  fl dol t  a r r iver  un  
m o m e n t  off l ' espace  int4r ieur  Vi est  sa turd  en ion zinc : 
les ions von t  alors ~tre entraings avec les protgines  dans  
]e vo lume extdrieur.  Nous  avons  expdr imentd  que le pic 
de la subs tance  (ion zinc) qui  devra i t  passer  ~ l ' in t~r ieur  
du gel se ddplaee vers  la gauche et  nous avons  in ter -  
prdtd ce ddplacement  comme une s a tu ra t i on  de l ' espace  
int@rieur. I1 nous ~ done pa ru  i l lusoire de t i r e r  des con- 
clusions pr@cises si le pouvoi r  de sdpara t ion  n ' d t a i t  pas  
conserv& 

l~otre probl~me por te  sur  le compor t emen t  du  zinc. 
Or, le zinc, ~ l ' encont re  du  su l fonamide  se fixe avee 
une te]le avidi t~ sur les prot~ines p l a sma t iques  que 
m@me ~ de tr~s fortes  doses, nous n ' ob tenons  j ama i s  
une phase  de zinc l ibre (Fig. 2). Dans  l ' expdr ienee avec 
le sulfonamide,  ] ' au teur  eherche ~ es t imer  le pour  cent  
qui  est  fixg fa ib lement  sur  l ' a lbumine  humaine .  Dans  
no t re  expdr imen ta t ion  avee le zinc, nous avons  cherch@ 
pa r  des moyens  artificiels,  s s@parer le zinc de sa for te  
l iaison aux  protdines.  

Nous  sommes bien conseients des difficultds de 
mesure  et  de compara i son  ent re  les subs tances  @ludes 
(et nous en avons  rencontrd  d ' a u t r e s :  en par t i cu l ie r  
l ' e r reur  due ~ l ' adso rp t ion  du  zinc sur le gel de d e x t r a n  
lui-m~me). 1Vials nous es t imons que le zinc s~par@ p a r  
l 'ar t i f ice du  Versena te  reprdsente  une expression du  
pouvoi r  de f ixat ion du  zinc sur les prot@ines p lasmat i -  
ques, m~me si l ' exae t i t ude  des rdsul ta t s  quan t i t a t i f s  
n ' e s t  pas  absolue.  

Rdfdrence. SeHOLTAI% W. :  Die Bindung der Sulfon- 
amide an  Eiweii3-K6rper. Arzneimittel-Forsch.  15, 1433 
(1965). 
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