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Abstract-This paper has a twofold objective: First to determine the actual position 
of the researches carried out on animals on nuclear structures or on nuclear consti- 
tuants considered as antigens. Secondly, to re-examine, in comparison with this 
work, what we can learn from the study of certain serological and cytological 
phenomena which accompany the “Acute Dispersed Erythematous Lupus” (ADEL). 
It seems well established at present that this application involves a combination of 
immunological reactions in which the nuclei or the nuclear constituents act as 
antigens. As a matter of fact, the serum of patients contains the corresponding 
y-globulines which have the recognized characteristics of antibodies. As regards 
work on experimental immune serums one is struck by the paucity of researches and 
their incomplete character. This work should be taken up again making use of the 
precise immunological techniques which have in the meantime become available. 
Nevertheless, it appears that antibodies directed against DNA or nuclei have in 
fact been obtained experimentally. Such experiments are, however, difficult and 
the antigen property of the nuclear structure appears to be feeble. 

As regards ADEL, it is interesting to stress the following facts: (a) the very progress 
of the Lupus phenomenon, which follows a well-defined course during which the 
nuclear lysis has a characteristic appearance which seems to condition the overall 
disturbance; (b) the attachment of one or several complement-fixing substances to the 
nuclei destined to become the seat of the Lupus phenomenon and the specific opsonin- 
character of these substances: (c) the specific precipitate obtained when DNA and 
ADEL-serum are mixed; (d) the role of deoxyribonuclease, which can inhibit the 
attachment ofantibodies on the treated nuclei and which enables the extraction of an 
active principle from the specific precipitate DNA-serum ADEL; (e) the multiplicity 
ofantibodiesactivityasanti-nucleianddifferingfromanti-DNA types which arefound 
in the serum of patients suffering from ADEL; (f) the fact that contrary to experi- 
mental immune serums, the ADEL-serums react with DNA of very varied origin. 

The antigen property of nuclear structures, chemically well-defined, is highly 
probable, considered from a pathological view point for man or experimentally 
in the case of animals. Much more work will, however, be required before the 
phenomenon will be completely known and understood. 

The comparison of immune serums, whether obtained pathologically or experi- 
mentally, show discrepancies which at present cannot be explained. 

IL EST difficile de donner une idee de cette importante question dont, nous le 
verrons, les incidences en pathologie humaine sont immenses et d’une grande 
actualitt. Pour y parvenir, en raison mCme de cette complexite et aussi du caractke 
parcellaire et controverse des experiences acquises, nous ferons un expose chronolo- 
gique des faits. 11 aura intvitablement un caractere de revue gtnerale dans laquelle 

* Avec la collaboration de J. PINET et J. VOISIN. 
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nous introduirons notre experience personnelle. Dans une discussion synthetique 
qui terminera notre expose, nous dtgagerons les arguments pour ou contre cette 
question fondamentale : “les acides desoxyribonucleiques (ADN), les desoxy- 
ribonucltoproteines sont-ils ou non antigeniques?” 

C’est en 1938 que SEVAG, LACKMAN et SMOLENS etablissent que les acides 
nucleiques ont une reactivite strologique (SEVAG et al., 1938). La m&me annee, 
MENZEL et HEIDELBERGER (1938) mentionnent une precipitation de “l’acide 
nucleique” de bacilles acido-resistants avec le serum homologue. Les bacilles 
provenaient de plusieurs souches (Mycobacterium phlei, bacilles humains, bovins 

ou aviaires), les anti-strums furent prepares chez le lapin ou le cheval avec des 
bacilles entiers ou des fractions determinCes, isolees de ces bacilles. Dans leur 
discussion, ces auteurs ne purent tliminer une reaction due a la presence d’impuretb, 
peut-etre un hydrate de carbone, reagissant avec l’anticarbohydrate de l’immun- 

serum correspondant. 
L’annCe suivante, HEIDELBERGER et SCHERP (1939) obtiennent des resultats 

cornparables avec des streptocoques. 11s firent les mCmes reserves. WINKEN- 
WERDER et al. (1939) rapportent des reactions de sensibilisation cutanee avec les 
acides nucleiques et des produits de degradation de ces acides chez des personnes 
sensibilisees au pollen de legumineuses. PENNELL (1939) tpuise des serums speci- 
fiques de brucellose avec des acides nucleiques extraits de Brucella. 

LACKMAN et al. (1941) Ptudient de facon approfondie la reactivitt d’acides 
nucleiques de provenances tres varites : streptocoques entiers, virus de la mosai’que 
du tabac, bacilles tuberculeux, spermatozo’ides de taureau, avec des immunserums 
de lapin ou de cheval, anti-streptococciques ou pneumococciques. 11s ttablissent 
les point suivants: (a) les acides nucleiques donnent un precipite specifique avec 
certains antiserums, en particulier les antiserums de cheval anti-pneumococciques; 

(b) la substance serique reagissante est dans la fraction euglobinique; (c) la 
reaction est fonction de la force ionique de la solution saline utilisee et depend, 
pour une force ionique don&e, de la qualite des ions en presence; (d) la reaction 
est inhibee specifiquement par les nucleotides, les nucleosides et les bases puriques. 
Les bases pyrimidiques montrent seulement une inhibition faible et les pentoses 

et phosphates ne sont pas inhibiteurs. 
Ces auteurs paraissent avoir Climint, par des absorptions specifiques, l’inter- 

vention possible d’un anticorps antihydrate de carbone. 11s concluent que ces 
precipitations se produisent pendant l’immunisation sptcifique mais ne peuvent 
affirmer qu’elles correspondent a une reponse immunitaire directe aux antigenes 

nucltoproteiques des pneumocoques. 
C’est l’incertitude de ces resultats qui amenerent BLIX et al. (1954) a reprendre 

10 ans plus tard cette question de l’activite antigenique des ADN et de leur speci- 
ficite serologique. 11s sont partis de sources variees, essentiellement thymus de 
veau, mais aussi laitances de hareng, germes d’avoine, rate de boeuf, sarcome de 
souris, MJxobacterium phlei et tuberculosi. 11s ont employ&, comme techniques 
immunologiques d’identification des anticorps, les tests de precipitation (Cpreuve 
du disque ou ring test), la fixation du complement, les methodes d’anaphylaxie 
active et passive. En fait, leur travail repose sur une settle technique immunolo- 

gique : la fixation du complement. 
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Tous les acides nucleiques ont pu donner lieu chez les lapins immunists g la 
production d’immunsbums fixant le complement quand ils etaient testes contre le 

materiel homologue. Les titres les plus Clew% furent obtenus avec YADN de thymus 
de veau. Quand les antiserums prepares avec differents ADN ont Ctt testis contre 
d’autres ADN que 1’ADN sensibilisant, ils n’ont pratiquement pas donnt de 
reaction. L’absence de reaction croisee tend a montrer que la specificite depend du 
tissu d’origine de l’acide nucleique. Les antiserums anti-ADN ont rCagi avec la 
nucleoproteine d’ou l’acide nucleique sensibilisant avait CtC extrait et, de facon 

plus irreguliere, avec I’histone homologue. 
Toutes les nucleoproteines ont donne des immunserums actifs et surtout les 

nucltoproteines de thymus, mais a des titres nettement plus faibles que les immun- 

serums de l’acide nucleique homologue. Ces serums anti-nucleoproteines ont 

donne des reactions positives avec 1’ADN et plus faiblement l’histone 

homologue. 
Aucune histone, sauf une provenant d’une preparation impure, n’a donne lieu 

a la formation d’anticorps chez les animaux sensibilises. Nous avons vu que 
I’histone reagissait avec les serums anti-ADN et antinuclCoprot&ne homologue. 

On trouve encore dans ce travail quelques indications sur l’action des alcalis 
faibles, de la dtsoxyribonuclease et des ultra-sons qui font perdre a la molecule 
d’ADN son antigenicite. 

Dans l’ensemble, c’est done 1’ADN purifie qui s’est revtIC comme le meilleur et 
le plus constant des antigenes. Comme l’ont discute BLIX et al. (1954), le fait que 
l’histone, non antigenique elle-meme, reagisse avec les immunserums anti-ADN et 
antinucleoproteine, est un obstacle a la specificite antigenique de l’ADN et des 
nucleoproteines. La presence de faibles quantites d’acide nucleique comme 

impurett dans les preparations d’histone pourrait expliquer cette reactivite. 
Quelques tentatives plus recentes ont tte faites dans la m&me voie. POLLI et 

CELADA (1958) ont essayt d’immuniser des lapins avec de l’ADN de leucocytes 
leudmiques, mais les conditions dans lesquelles ils ont observe des reactions de 
precipitation interdisent toute conclusion (SELIGMANN, 1958). Ce dernier auteur 
s’est efforct de detecter un anticorps anti-ADN chez des lapins immunises avec des 
leucocytes ou des extraits leucocytaires contenant de 1’ADN: les reactions de 
precipitation et de fixation du complement ont Ctt constamment negatives. Enfin, 
LAWLIS (1958) vient de montrer que des erythrocytes formoles exposes prealable- 
ment a de l’ADN purifie sont agglutines specifiquement par un immunsCrum anti- 
nucleoproteine. Ainsi sont resumees les experiences d’immunisation faites directe- 
ment avec des ADN, des nucltoproteines ou des melanges complexes contenant 
ADN ou nucleoproteines. 

I1 est maintenant opportun de rapporter toutes les experiences qui, du domaine 
de la pathologie humaine, ont pose d’un autre point de vue, le m&me probleme 
en y apportant des rtponses d’une valeur indiscutable. 

HARGRAVES et al. (1948) decrivent dans une maladie humaine mysttrieuse et 
mortelle, le “Lupus Erythtmateux Aigu DissCminC” (L.E.A.D.) des cellules parti- 
culibes dites L.E. cells. Ces cellules particulieres sont des phagocytes contenant 
une masse homogtne en plus de leur propre noyau. Elles necessitent pour se 
produire: (a) du serum de malade atteint de L.E.A.D. ; (b) des noyaux cellulaires 
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reactifs, le plus souvent lymphocytaires et granulocytaires, qui seront prealable- 
ment lyses par le serum pathologique; (c) des cellules phagocytantes, polynucleaires 
ou monocytes, a chi~otactisme positif pour les noyaux lyses. 

Ces LE. cells sont likes a la presence dans le plasma du facteur globulinique 
dtcrit par HASERIK (1950) decouvert dans la fraction II de COHN, et migrant par 
Clectrophorese avec les y-globulines. 

La masse homogene contenue dans cette cellule est d’origine nucltaire, elle 
donne une reaction de Feulgen positive. Fait notable et sur lequel nous reviendrons. 
cette masse ne prend pas le vert de methyle. Ce fait est a l’origine de conclusions 
erron~essur1’~tatdedBpolymPrisationdel’ADNdecesmassesnucl~aires(l(L~MPER~~ 

et al., 1950) et d’une theorie enzymatique de leur formation (KURNLCK et al., 1952a: 
KURNICK et al., 1952b; KURNICK, 1953) controuvee depuis par un ensemble de 
preuves convergentes (GODMAN et DEITCH 1957; RIFKIND et GODMAN, 1957). 

I1 faut rattacher aux L.E. cells des formations dites “rosettes” qui sont trouvees 
dans les memes conditions et sont constitutes par des couronnes de polynucIeaires 
entourant la masse homogene Feulgen positive. 

La decouverte de cette masse phagocytte d’origine nucleaire, le fait que le facteur 
serique responsable etait apparent6 aux y-globulines, devaient orienter les 
recherches sur la formation de cette cellule sur des bases immunologiques. 

Plusieurs auteurs frappes, des 1952, par le caractere fo~damental de la nucleolyse 
(MARMONT, 1952; GOLD, 1952) ont avanct, d’un point de vue purement sptculatif 
ou sur des bases experimentales fiagiles (CAPELLI, 1952) l’hypothese d’une sensi- 
bilisation de l’organisme malade a ses propres substances nucleaires, faisant du 
L.E.A.D. une maladie par auto-immunisation. 

En fait, ce sont les travaux de MIESCI-IER (1953) qui ont, Ies premiers, le plus 
solidement contribue a la demonstration de cette these. II utilise, en place de 
serums L.E.A.D., des hettrodrums anti-thymus et anti-rate et observe sur des 

leucocytes des formations “ressemblant” au phCnomkne L.E. mais dans lesquelles 
les alterations cytoplasmiques sont plus marquees que les alterations nucleaires. 
Avec FAUCONNET et BBRAUD, il isole des noyaux cellulaires qu’il emploie comme 
antigtne sensibilisant; les antiserums obtenus provoquent in Gtro sur des ieucocytes 
humains des alterations nucltaires massives et la formation d’images superposables 

a la cellule L.E. (MIESCHER et al., 1953). 

11 precise encore ses observations un peu plus tard (MIESCHER et FAUCONNET, 
1954b) en comparant les effets des antiserums prepares a partir de trois constituants 
antigtniques du leucocyte: fe cytoplasme, les nucleoproteines, les residus nucleaires 
apres extraction des n~cl~oprot~ines. I1 conclut que: 

(a) Le cytoplasme du leucocyte polynucltaire posdde un pouvoir antigenique 
propre qui donne & cette cellule la spBcificitC antigtnique de leucocyte poly- 

nucleaire (lesions cytoplasmiques, pouvoir leuco-agglutinant). 

(b) Les nucleoproteines ont un pouvoir antigenique specifique. L’antiserum cor- 
respondant provoque des atteintes nucleaires se traduisant par une perte d’affinite 
pour les colorants basiques et un effacement du reseau de chromatine. On peut 

observer, mais semble-t-i1 difficilement, des images de phagocytose de substance 
nucltaire lyste aboutissant a des cellules proches des cellules L.E. 



PLANCHE I. ETUDE DE LA LYSE NUCL~AIRE AU COURS DU PH~NOM~NE L.E. 

(Leucoc.vfes IeuctJmiques hlct7rairr.s ~mrts) 

FIG. I. Leucocytes en suspension 

FIG. 2. Contraction non spkcifique au moment ou on ajoute le &urn L.E.A.D. 

FIG. 3. Premittre apparition de la lyse. 

FIG. 4. Cette lyse est provisoirement rkversible. 

FIG. 5 et 6. DCveloppement et extension de la lyse nuclkaire dtfinitive. 



PLANCHE II. CONS-II-IUTION D’UNE ROSETTE APRCS RUPTURE LX LA MFMBRAN~ NUCL~AIRE 

FIG. I. Noyau incompktement homogCntist et un leucocyte. 
Frc. 2. Homogt%isation compkte et un leucocyte. 

FK. 3. Eklatemcnt du noyau homog~n&Z et deux leucocytes. 

FIG. 4. Constitution de la rosette typique avec cinq leucocytes. 
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(c) Le residu nucleaire sans nucleoproteines n’est que trb peu antigenique 

(antigenicite peutdtre due a des contaminants). 

(d) Les leucocytes entiers donnent des antiserums a double action, cytoplasmique 
et nucltaire, la premiere ttant predominante. 

Les nucleoprottines seraient done responsables de l’antigenicite du noyau. 
Cette sptcificitt antigenique du noyau leucocytaire ne serait pas une specificite 
leucocytaire, car elle se rencontre dans d’autres noyaux cellulaires. En rapprochant 
ces resultats des faits cliniques, il Ccrit qu’il existerait en clinique des anticorps se 
comportant comme des anticorps cytoplasmiques (iso-anticorps post-trans- 
fusiorrnels et auto-anticorps leucopeniants) et des auto-anticorps nucleaires 
agissant dans le L.E.A.D. et provoquant le phtnomene L.E.; le leucocyte n’y 
serait pas atteint a cause de sa specificitt mais en tant que porteur d’un noyau. 

MIESCHER et FAIJCONNET (1954d) montrent que le facteur responsable du 
phenomene L.E. peut Ctre absorb& par des noyaux cellulaires isoles et pensent que 
c’est 18 un argument en faveur du caracttre d’anticorps anti-noyaux de ce facteur. 
sans qu’ils puissent exclure la possibilite que ce facteur soit un enzyme perdant son 
activite apres action sur des noyaux. Cette restriction parait levee quand MIESCHER 
(1955) demontre que la substance fixte par les noyaux est une y-globuline, puisque 
des noyaux cellulaires isoles incubes avec du serum contenant le facteur L.E. 
consomment des anticorps anti-globuliniques. 

Dans le mCme temps nous nous sommes propose d’apporter sur des bases 
morphologiques directes la preuve du caractcre d’anticorps anti-noyau du facteur 
strique responsable de la cellule L.E. C’est ainsi que nous avons pu montrer dans 
notre premiere publication (ROBINEAUX, 1956) que le mecanisme de formation de 
la cellule L.E. n’avait rien de commun avec ce que l’on savait de l’action cytotoxique 
des serums anti-leucocytaires. En effet de nombreux travaux affirmaient que le 
phenomene de base dans la formation de la cellule L.E. Ctait une autolyse melangie, 
nucleocytoplasmique, et que les strums anti-leucocytaires pouvaient donner lieu 
a des images semblables a la cellule L.E. (DAMESHEK et BLOOM 1950; ZIMMERMAN 
et al. 1953; BESSIS et TABUIS 1954; MOORE et al. 1956). C’etait aussi le sens des 
premieres constatations de CAPELLI (1952) et de MIESCHER (1953) faites avec des 
serums anti-rate ou anti-thymus. 

Seuls FINCH et al. (1953) notkent que les polynucleaires Ctaient phagocytes 
intacts et detruits ensuite, dans le cas des heteroserums anti-leucocytaires alors 
que la lyse nucleaire est l’element preliminaire dans le phenomene L.E. Ce dernier 
point fondamental avait d’ailleurs Cte bien vu par REBUCK et BERGMAN (1950) qui 

etudiant le deroulement du phenomene sur la peau de volontaires humains normaux. 
decrivirent des lesions cytoplasmiques non sptcifiques suivies par un gonflement 
et une homogentisation des noyaux; ceux-ci, lib&es, Ctaient ensuite phagocytes 
pour donner des cellules L.E. De leur cot& MOYER et FISHER (1950), ROHN et 
BOND (1953), utilisant les colorations vitales, avaient eu l’idee de suivre a l’etat 

vivant, in citro, la dynamique de la formation de la cellule L.E., malheureusement 
dans de mauvaises conditions optiques, comme en ttmoigne le film de ROHN et 
BOND que nous avons eu l’occasion d’etudier en detail. Des conclusions importantes 
en ont pourtant etC deduites sur le caractere prealable de la lyse nucltaire, montrant 
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que la phagocytose ne s’effectuait qu’apres cette lyse et une dissolution partielle 
du eytoplasme 

C’est cette technique dynamique d’etude du ph~nom~ne LX. sur cellules vivantes 
par la microcinematographie a I’acdltre que now avons utilisee mais en la couplant 
a la microscopic de phase pour travaiher dans les meilleures conditions optiques 
possibles. Elle nous a permis nos premieres conclusions que nous avons largement 
compltttes par la suite par d’autres enregistrements et en procedant a l’analyse 
image par image de toutes nos sequences filmees. L’ensemble de nos resultats a 
fait l’objet de plusieurs publications rtcentes (ROBINEAU~, 1958a, b; ROBINEAUX 

et VOISIN, 1959), auxquelles nous renvoyons pour tous les details techniques et 
l’iconographie tres abondante, et dont nous extrayons l’essentiel. 

Lorsqu’on ajoute un peu du serum d’un malade atteint de L.E.A.D a des 

leucocytes, on observe une lyse nucleaire, la formation d’images en rosettes et la 
formation de cellules L.E. 

lhde de la @se nucl&ire (Plan&e I) 

C’est un phtnomene rapide qui survient en quelques secondes 8 quelques minutes. 
Les rtsultats les plus evidents ont et6 obtenus en ajoutant, en tours d’observation, 
du serum L.E. a des leucocytes alter& provenant d’individus normaux ou leu- 
cemiques. Au moment de I’addition du serum, on observe, dans tous les cas, une 
contraction breve du cytoplasme et du noyau. Cette contraction des cellules n’est 
pas specifique; elle se produit aussi en presence de serum normal. Settle done, la 
lyse nucleaire est a considerer comme phenomene specifique au tours duquel le 
reseau de chromatine s’efface progressivement dans le noyau qui devient homogene 
et augmente de volume. L’homogeneisation du noyau peut se faire de facon con- 
tinue, ou bien en deux temps, avec un bref retour a une structure chromatinie~e 
normale, suivie d’une homogeneisation definitive. Ce phtnomene de reversibilite 
transitoire a et6 observe sur des polynucleaires aussi bien que sur des lymphocytes.* 

Quand le serum test est ajoutt a des leucocytes vivants, on peut observer une 
lyse progressive des noyaux dans des cellules qui montrent des signes d’alttration, 
mais sont encore vivantes (bubbling important suivi d’une solation anormale du 
cytoplasme puis dune g~lification). 

Nous avons aussi note au tours de la formation de la rosette, que des leucocytes, 
en parfait &at de vitalitt puisqu’ils participent activement a la constitution de cet 
element, peuvent &tre brusquement atteints par le facteur lytique. On observe alors 
une homogeneisation progressive du noyau avec une perte de la structure chroma- 
tinienne normale. 11 nous semble possible d’affumer par consequent qu’il existe 
une relation entre la rapidite de la Iyse nucleaire et la vital&t de la cellule: plus la 
cellule est althee, plus la lyse survient rapidement. 

11 est facile de trouver sur les preparations, au bout de 15-30 min, de nombreux 
noyaux lyses encore entoures de cytoplasme completement ou incompletement. 

Plusieurs faits importants doivent etre soul&n&. Alors que quelques noyaux 
lysts de pol~ucl~aires peuvent conserver leur lobulation, plus souvent les lobes 
gonflent et fusionnent. Des noyaux lysts non accompagnes de cytoplasme peuvent 

* Ce sont 18 des faits in6dits que now apportons sans les discuter. 11s doivent faire l’objet 
d’autres recherches. 
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&tre rencontrb, ils sont le plus souvent d’origine lymphocytaire. L’augmentation de 
taille des noyaux lyses est un phenomene fondamental. Cette lyse doit Ctre d’un 
type special puisqu’elle est suivie de phagocytose. L’augmentation du volume 
nucleaire est ordinairement de l’ordre de trois a quatre fois le volume initial mais 
peut Ctre plus importante. 

Outre les phenomenes nucleaires qui dominent le tableau, on observe certains 
changements cytoplasmiques. La microcinematographie a l’accelere facilite 
l’etude de ces phenomenes qui sont difficiles a observer directement. La cellule. 
au contact du serum lupique, montre des signes d’alttration. La peripherie de la 
cellule montre un bubbling violent; celui-ci s’arrbte et les granulations cyto- 
plasmiques sont animees de mouvements browniens ttmoignant d’une solation 
du hyaloplasma. Finalement une gelification rapide du cytoplasme se produit et 
les granulations groupies dans la region perinucleaire s’immobilisent. En m&me 
temps une phase liquide limitee par une membrane fine exsude a la peripherie de la 
cellule. Plus tard encore, cette fine membrane disparait et le contenu liquide se 
disperse, la formation granuleuse persistant settle au contact du noyau. 11 faut 
noter que l’accroissement de volume du noyau entraine frequemment la rupture 
de la bande cytoplasmique qui l’entoure. 11 fait alors hernie a l’exterieur et se 
trouve en contact direct avec le milieu. Nous verrons plus loin l’importance de ce 
phenomene. 

11 est difficile de determiner lesquelles des modifications nucleaires ou cyto- 
plasmiques se produisent les premieres. Le plus souvent, les lesions du noyau et du 
cytoplasme apparaissent simultanement et tvoluent parallelement. En tous cas. 
des modifications importantes peuvent encore survenir dans le noyau a un moment 
oti ne se produisent plus de changements dans le cytoplasme. 

Etude de la formation des rosettes (Planche ZZ) 

Les rosettes representent un phenomene actif. Elles sont le resultat d’un chimio- 
tactisme positif des polynucleaires a l’tgard des noyaux lyses. Le film montre que 
le mouvement des polynucltaires est orient& Ce phenomene est morphologique- 
ment comparable a celui qu’on voit quand une suspension de polynucleaires 
vivants en serum frais est placte sur une lame a laquelle on a prealablement fixe 
des grains d’amidon de pomme de terre : ce phtnomene a tte Ctudie par DELAUNAY 
et PAGES (1946), par ROBINEAUX (1950) et par NELSON et LEBRUN (1956). Ces 
derniers ont dtmontre que l’amidon n’est pas d&m6 de proprittes antigeniques 
et que le complement et un anticorps specifique sont tous deux necessaires pour sa 
phagocytose. Puisqu’il y a une similitude morphologique Cvidente entre la forma- 
tion des rosettes et I’adherence des polynucleaires aux particules d’amidon de 
grande taille (prepartes A partir de la pomme de terre), on peut logiquement 
penser que l’analogie Ctroite notee dans le chimiotactisme a l’tgard des grains 
d’amidon et des corps L.E. suggtre un mecanisme de mCme ordre immuno- 
logique. 

La formation des rosettes est relativement lente, demandant de 10 min A 1 hr. 
Elle depend de la vitalitt des leucocytes et de leur nombre dans la partie de la 
preparation oti se trouvent les noyaux lyses. La lyse est une condition necessaire 
mais non suffisante pour la formation des rosettes. 11 est essentiel que les noyaux 
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lysb soient en contact direct avec le milieu en d’autres termes que le cytoplasme 
ait CtC rompu. Un noyau completement entoure de cytoplasme ne donne jamais 
lieu a la formation d’une rosette. 

En dtcrivant la lyse nucleaire, nous avons mentionne une augmentation de 
volume du noyau. Ceci semble survenir a I’interieur de la membrane nucleaire. 
En outre quand des polynucleaires vivants mobiles rencontrent un noyau lyst, il 
se produit souvent une rupture du noyau, immediatement suivie par I’extrusion de 
la substance nucleaire. Dans chacun des cas observes, cette rupture, mecanique en 
apparence, fut suivie par la formation tres rapide d’une rosette, de nombreux 
polynucleaires arrivant en succession rapide pour entourer le noyau rompu. 
L’homogtnCisation du noyau n’a pas besoin d’etre totale au moment ou le 
phenomene commence. Enfin, les fragments cytoplasmiques adherents au noyau 
lyse sont rejetes et ne sont pas inclus dans la rosette. Dans les sequences a I’acc&re, 

Lyse nuclCaire et formation des rosettes 

SCHEMA I. 

on peut facilement reconnaitre ces fragments morts qui sont finalement complete- 
ment detaches du noyau lyse. Leur immobilitt fait contraste avec les mouvements 
vifs des cellules voisines vivantes. Cependant, ils peuvent quelquefois etre inclus 
dans la rosette quand ils sont petits et quand les phagocytes s’attachant au noyau 
les debordent de part et d’autre. 

Etude de la formation des cellules L.E. (Planche III) 
La cellule L.E. peut Ctre form&e de differentes facons. Un polynucleaire vivant 

peut phagocyter un noyau lyse de lymphocyte. En general ces noyaux ont perdu la 
mince couronne de cytoplasme qui, normalement, les entoure, et sont libres dans 
le milieu. Le mtcanisme de phagocytose est simple, entierement comparable a 
celui qu’on voit au tours de la phagocytose bacterienne dont nous avons fait 
anterieurement l’etude dynamique (FREDERIC et ROBINEAUX, 1951; ROBINEAU~, 

1954). En ce qui concerne les noyaux lyses de polynucleaires, le phenomene est 
plus complexe. Le phagocyte peut englober un noyau entier dont les lobes ont 



PLANCHE III. COMPARAISON DES R~SULTATS TROUV&: AVEC UN STRUM L.E.A.D. (tic. I, 2 et 3) 

ET UN 6LUAT OBTENU ,i PARTIR DU PRkIPITE SPkIFIQUE SERlJM L.E.A.D.-ADN (FIG. 4, 5 ET 6). 

Noter la similitude parfaite dans le dkroulement du phknomene sur les deux skquences. Noter 

aussi le rejet du cytoplasme (C) sur les fig. I, 2, 3, et I’abandon du cytoplasme (C) sur les fig. 4, 5, 6. 
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fusionne. A l’oppose, la phagocytose peut concerner un lobe unique quand les 
lobes n’ont pas fusionne. Cependant, c’est l’ttude de la phagocytose des noyaux 
homogeneises qui sont encore incompl~tement entourb de cytoplasme, qui nous 
a fourni nos observations les plus interessantes. Sur le dessin ci-dessous, la suite 
des Cvtnements est indiquee: 

On y schematise l’extracfon du noyau du leucocyte par le phagocyte dont les 
voiles hyaloplasmiques p&&rent a l’interieur de la cellule ahtree. Le cytoplasme 
reste en dehors du phagocyte et n’est pas absorb&. Ce phenomene est absotument 
constant. 

Focteur L.E. 

<- Cellule LX. 

C~taptasme d&ache 

Lyse nuclbaire et formation de la cellufe L.E. 

SCHEMA II. 

Ainsi done, nous devons retenir plusieurs points tres importants au tours de 
I’action de ces strums: 

(a) Le caractere fondamental de la lyse nucleaire suivie d’une augmentation de 
volume considerable du noyau, et de variation de densite optique relative. 

(b) La formation des rosettes, assimilable a un chimiotactisme positif et non a 
une simple agglutination. 

(c) La dissection du noyau, la separation et le rejet du cytoplasme, et Ia phago- 
cytose elective du noyau homogene. 

Tomes ces observations dynamiques sont en faveur de la conception immunolo- 
gique d’un antigene nucleaire comme substrat dans le phenomene L.E. 

Certains de nos resultats devaient Ctre confirm& par des observations de 
RIFKIND et GODMAN (1957) en ce qui concerne les modifications de volume des 
noyaux et completees en microscopic interferometrique; ils ont montre par cette 
mtthode l’augmentation de poids see des noyaux des cellules trait&es sow l’influence 
de proteines &rang&es, dttectees par methodes ~stoc~miques par GODMAN et 
DHTCH (1957b). D’autres experiences doivent Ctre relatees, confirmant le carac- 
tere anti-nucleaire du facteur L.E. 

L’utilisation des anticorps marques par la fluoresceine a permis B MELLORS 
et al., a VAZQUEZ et DIXON (1957), de montrer que la rate et le rein des malades 
atteints de L.E.A.D. ainsi que les cellules L.E. contenaient de fortes quantitts de 
y-globulines. Des constatations analogues ont CtC faites par HOLBOROW et al. 
(1957), par FRIOU (1957), par FRIOU et al. (1958) avec une technique indirecte sur 
des tissus normaux trait& par le serum L.E. 
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Dans le m&me temps, HOLMAN et KUNKEL (1957) suggbent que le facteur L.E. 
a une aflinite pour les nucleoproteines et que l’ADN joue peut-Ctre un role dans 
cette liaison. 11s obtiennent une phagocytose intense de noyaux cellulaires isolts, 
exposes au serum L.E. puis laves. 11s ont pu eluer de ces noyaux une y-globuline 
et constater une diminution importante de la phagocytose de ces noyaux apt-es 
elution. 11s reussissent l’absorption du facteur L.E. sur des nucleoprottines extraites 
de ces noyaux et obtiennent des images de phagocytose de ces nucleoproteines. Le 
traitement prtalable de ces nucleoprottines par la dtsoxyribonuclease supprime 
l’absorption du facteur L.E. et met en evidence un role possible de 1’ADN. Ainsi le 
probleme se circonscrit et MIESCHER et STRAESSLE (1957) proposent pour la detection 
du facteur L.E., une reaction d’agglutination des Crythrocytes de mouton prea- 
lablement trait& a l’acide tannique et recouverts avec de “la nucleoproteine” 
ou avec de l’acide desoxyribonucleique. Une technique identique fut preconisee 
par GOODMAN et BOWSER (1958). Cette technique, remplie de difficult&, fut 
remplacee peu aprb par une fixation sur latex (MIESCHER et STRAESSLE. 1959: 
CHRISTIAN et al., 1958). 

C’est egalement en 1957 que SELICMANN (1957a, b) entreprend l’ttude immuno- 
chimique des serums L.E. par ring-tests, technique d’Ouchterlony et immuno- 
Clectrophorbe selon GRABAR et WILLIAMS. Des serums L.E. mis en presence 
d’extraits leucocytaires prepares par les ultra-sons, donnent lieu a la formation 
de precipites. SELIGMANN identifie dans les extraits leucocytaires un des composants 
reactionnels sous forme d’ADN et montre que des serums L.E. mis en presence 
d’ADN de provenance multiple donnent des precipitations cornparables. 11 
s’efforce de comprendre la nature de la substance serique responsable, anticorps 
ou histone, et identifie avec nous les rapports entre cette substance et le facteur 
L.E. Vingt-quatre sur trente-sept des serums L.E. qu’il a Ctudits ont donne une 
precipitation avec l’ADN. La substance qui precipite n’est pas une histone et 
possede les proprietes d’un anticorps: 

(a) Elle lixe le complement en presence d’ADN (SELIGMANN et MILGROM. 
1957). 

(b) Comme l’a montre OVARY (1959), elle donne lieu a des reactions d’anaphy- 
laxie cutanee passive chez le cobaye: on observe l’apparition de taches colorees au 
point d’injection intra-dermique du serum L.E.A.D. aprbs injection intra-veineuse 
dun melange ADN-bleu d’Evans. 

(c) Elle posdde la specificite antigtnique des y-globulines. Dune part elle 
precipite avec un hCtCrosCrum anti-y-globulines humaines, montrant qu’il s’agit 
bien d’une y-globuline, d’autre part le precipite specifique qu’elle donne en presence 
d’ADN peut Ctre dissocie par la desoxyribonuclease ou les solutions salines con- 
centrees. La substance Cluee de ce precipite sptcifique a tous les caracteres d’une 
y-globuline. 

La precipitation s’est bien faite avec l’ADN et non avec une impurete contami- 
nante, car les anticorps prtcipitants sont epuises par de faibles quantites d’ADN; 
on retrouve tout l’ADN dans le precipite dans la zone d’exces d’anticorps; la 
reaction devient negative apres action de la desoxyribonuclease et reste positive 
apres l’action de la trypsine Point important sur lequel nous reviendrons, la 
reaction est positive avec des ADN de provenance tres variee: thymus de veau. 
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bactCriophage, pneumocoque, leucocytes humains, Crythrocytes de coq et de 
canard, sperme de truite, et il ne s’agit pas de rCactions croistes car la rkaction avec 
un ADN dkermint devient nigative, apres Cpuisement des s&urns par une quel- 
conque des autres prkparations d’ADN. De plus, par la technique d’OUCHTERLONY, 

la rtaction entre ces diffkrents ADN et le s&urn L.E.A.D. donne des. lignes de 
prkipitation qui sont en continuitt parfaite. 

La m&me an&e, des conclusions analogues sur la prCsence d’un facteur sCrique 
prkipitant avec I’ADN et fixant le compldment ont 6tC apporttes par ROBBINS 

et al. (1957); CEPPELINI et al. (1957); PEARSON et al. (1958). 
Cependant, les conclusions de ROBBINS et al. (1957) vont ouvrir une controverse : 

ces auteurs montrent que les noyaux, la nucl6oprottine de thymus de veau, l’histone 
correspondante et des ADN isolts de thymus, de sperme de saumon, de leucocytes 
humains et de pneumocoques, fixent ikgalement le compltment en prkence de 
&urns L.E. 11s observent, en particulier, que la fixation est la plus forte et & des 
titres approximativement parallkles, avec les noyaux et les ADN; cependant ils 
ont observe une rCaction dissocite, positive avec les noyaux, nkgative avec 1’ADN 
qui les am&e 5 concevoir I’existence de deux facteurs distincts chez les malades 
atteints de L.E.A.D. : le facteur L.E. serait responsable de la fixation du compltment 
avec les noyaux, et serait diffkrent du facteur fixant le compltment avec l’ADN. 

Nous reviendrons sur ces conclusions apres avoir r&sum6 les faits qui nous ont 
amen& g retrouver l’activitt L.E. dans le facteur prkcipitant avec 1’ADN. 

SELIGMANN (1958) a montrC qu’on pouvait Cluer une y-globuline du prkipitt 
sptcifique s&urn L.E.-ADN. Nous avons avec lui (SELIGMANN et ROBINEATJX, 1958) 

ttudit les propriCt& cellulaires de cette y-globuline dans des conditions analogues 
g celles qui nous ont permis d’klucider le mkcanisme intime de formation de la 
cellule L.E. Lorsqu’on ajoute d des leucocytes vivants, en prksence de &rum frais, 
l’tluat obtenu apr?s traitement du prCcipitC s&urn L.E.-ADN par la dhoxy- 
ribonuclkase ou le NaCl2 M, on observe les faits suivants: 

(a) Production d’une lyse nuclCaire importante de caractkre extensif, suivie d’une 
rupture du cytoplasme qui reste le plus souvent attach6 au noyau. 

(b) PrCsence d’un chimiotactisme positif des leucocytes normaux pour les masses 
lykes, aboutissant & la constitution d’images en rosettes. 

(c) Phagocytose Clective de tout ou partie des masses nuclCaires lydes, aboutissant 
a la formation de cellules de Hargraves: le polynuclkaire qui phagocyte abandonne 
les restes cytoplasmiques qui entouraient le noyau 1ysC. 

Ces faits sont rigoureusement superposables k ceux observks lorsqu’on fait agir 
un s&rum de L.E.A.D. sur des leucocytes normaux. Ni les surnageants de contrhle, 
ni une solution tCmoin renfermant de l’ADN, de la dboxyribonucltase et du 
Mg++, & des concentrations identiques g celles de nos exptriences, n’ont provoqut 
la formation de ces images caracttristiques. Nous avons remarqk que la prkence 
de s&urn normal frais Ctait indispensable pour que les surnageants contenant 
l’anticorps anti-ADN, ainsi mis au contact de leucocytes normaux lavts, provo- 
quent le phCnomkne L.E. Si des leucocytes normaux sont remis en suspension dans 
leur propre s&urn prkalablement inactivC par chauffage, les images caractkistiques 
ne se produisent pas. Ces constatations incitent & envisager le r6le du compltment. 

L’existence de modifications morphologiques profondes, dans le noyau sous 
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l’influence des s&urns L.E.A.D. et l’origine immunologique de ces modifications 
ne fait plus de doute. La thCorie purement enzymatique de la dtpolymCrisation 
(KURNICK et al., 1952a, b; KURNICK, 1953) proposCe pour expliquer l’homogCnti- 
sation des noyaux n’est plus admise. Elle reposait essentiellement sur la perte 
d’affinitC pour le vert de mCthyle, des noyaux trait&s. On sait, dans le cas prisent, 
que le dCfaut de coloration par le vert de mtthyle ne permet pas de conclure j 
la dCpolymCrisation de 1’ADN : l’existence d’une incorporation de prot&nes 
Ctrangbes, bloquant les radicaux qui sont p&urn& fixer le vert de methyle, 
parait dkmontrie (GODMAN et DEITCH, 1957a, b; RIFKIND et GODMAN, 1957). 
La consommation de complCment par les noyaux en prCsence de &rum L.E.A.D. 
est un bon argument de l’existence d’une rCaction antigkne-anticorps. La prCsence 
de y-globuline dans ces noyaux a ttC montree et confirmCe par de nombreux 
auteurs utilisant les techniques de fluorescence, et ceci tres rtcemment encore 
(BARDAWIL, TOY et BAYLES, 1958). 

Cependant, l’accord n’est pas complet pour autant. La discussion reste ouverte 
quant aux structures chimiques in&es&es par le ou les anticorps en cause. 

Elle ne Porte pas sur les rapports entre les globulines qui se fixent sur les noyaux 
et le facteur L.E., l’absorption du principe formateur de la cellule L.E. sur des 
noyaux isol& n’est discutte par personne. 

La discussion ne Porte pas non plus sur la nature m@me du facteur sCrique 
pricipitant avec 1’ADN. SELIGMANN (1958), DEICHER et al. (1959), ont bien discutl 
ce point. Les conditions dans lesquelles 1’ADN prCcipite, le caractgre immunologique 
des courbes de pr6cipitation obtenues, le fait que le complCment est fix& pendant 
ces rCactions, permettent d’exclure la possibilitC de &actions non spCcifiques entre 
ADN et prottines en gin&al. Cependant l’influence de la concentration en sels 
dans les rtactions de prCcipitation est plus marquCe qu’habituellement avec 
d’autres systkmes antigtne-anticorps; il y aurait une importante participation de 
groupes chargts dans la rCaction ADN-facteur L.E.A.D. (DEICHER et al., 1959). 

Ce facteur pricipitant parait done bien &tre une y-globuline. 
Ce sont les rapports entre le facteur prkcipitant 1’ADN et le facteur responsable 

de la formation de la cellule L.E. qui sont encore controvers&. Pourquoi? 
Nous avons rapport6 plus haut les travaux de FRIOU et al. (1958) d’HOLBORROW 

et al. (1957) et de BARDAWIL et al. (1958). Les y-globulines sCriques qu’on peut 
dCtecter avec des anticorps fluorescents sur des preparations cyto-histologiques 
traittes par le &urn L.E.A.D., sont celles qui, dans la plupart des cas, provoquent 
la formation de la cellule L.E. Un traitement prCalable des preparations par la 
dboxyribonuclCase supprime cette fluorescence. 11 rCsulte de ce traitement enzy- 
matique une perte d’affinitC des noyaux pour les y-globulines L.E.A.D. Ces faits 
suggiraient l’existence de rapports Ctroits entre facteur inducteur L.E. et facteur 

prkcipitant l’ADN.* 
* Nous devons toutefois signaler des essais r&cents faits par AISENBERG (1959) directement avec 

des r-globulines L.E.A.D. fluorescentes, et non plus avec des anti-r marqufks comme dans le 
~&~ich de COONS, utilist par les auteurs prkcit6s. II n’est pas parvenu & empkher, par la 
dboxyribonuckase, la fixation des y-globulines L.E.A.D. fluorescentes sur des noyaux; il n’est 
pas non plus parvenu & extraire par la dCsoxyribonuclCase ces r-globulines fluorescentes prka- 
lablement fix&es. 11 a pu, par contre, extraire complttement par le NaCl 1 M un complexe 
d’ADN, de protkines non histoniques et d’histone en faisant perdre ainsi au noyau sa fluorescence. 
I1 suggtre alors que le facteur L.E. rkagit avec la fraction protkinique non histonique plut6t 
qu’avec 1’ADN du noyau. 
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Lorsque nous avons relate nos experiences avec SELIGMANN (SELICMANN et 
ROBINEAUX, 1958) nous avons fait deux reserves: (a) certains serums L.E.A.D. 
~ontie~nent le facteur formateur de cellule L.E. et ne contiennent pas le facteur 
prkipitant avec I’ADN; (b) le phenomene L.E. persiste dans les serums L.E.A.D 
aprb tpuisement de l’anticorps prtcipitant de ces s&urns avec l’ADN. Ce dernier 
point a Ctk largement confirm6 par d’autres auteurs (RORBINS et al., 1957; HYMANS, 
1958). 

En fait, nous &ions se& jusqu’ici a obtenir a partir du precipite specifique, un 
&at susceptible d’induire le phenomene L.E. Pour lever l’apparente contradiction 
de la seconde reserve, d’autres Cluats ont Ctt recemment testes provenant de huit 
nouveaux serums pathologiques-now avons obtenu les memes resultats: les 
precipites specifiques contiennent le principe inducteur; ils en contiennent meme 
d’autant plus qu’on se trouve dans la zone d’tquivalence. 

Nousvenons d’apprendre qu’HYMANs (1959) a, ces jours-ci, confnme aosobserva- 
tions, avec nos propres serums mais un autre ADN. 

Ainsi done, DEICHER et al. (1959) pensent que le facteur precipitant I’ADN et 
le facteur inducteur de la cellule L.E. sont deux globulines stparees. 11s supposent 
que ce dernier reagit specifiquement avec la nucleoproteine nucleaire; la reaction 
exigerait ADN et histone pour se produire. 

Nous avons de notre C~t~(SELIGMANN et ROBINEAUX, 1958), de m&me qU’HYMANS, 
retrouvd une activite L.E. dans le precipitt specifique avec I’ADN, mais aussi 
dans Ie serum L.E.A.D. Cpuise par I’ADN. Comment expliquer ces faits? 

DEIC~ER et al. (1959) invoquent I’existence d’une faiblc reaction croisee entre le 
facteur formateur de cellule L.E. et I’ADN seul, ou encore dune co-precipitation 
entre ces elements. SELIGMANN (1958, 1959) suggere, sur des analogies, que la 
specificit de l’anticorps antiprot~ine non Bpuise par I’ADN et inducteur de la 
cellule L.E. au m&me titre que l’anticorps CpuisC pourrait correspondre a un 
groupement situ6 entre ADN et proteine. I1 invoque aussi: la possibilite d’anti- 
corps diriges contre des groupements specifiques differents de la molecule d’ADN 
et l’existence de complexes antigene-anticorps solubles passant dans le surnageant 
a partir du precipitl specifique serum L.E.A.D.-ADN et susceptibles de jouer le 
role d’anticorps isole au contact des protiines des noyaux leuco~ytaires reactifs. 
Cette hypothese serait conforme aux constatations de BORDUAS et GRABAR (1953) 
sur le comportement de complexes solubles obtenus dans la zone d’exds d’antigene 
dans la reaction d’hemagglutination. I1 reste a la dtmontrer. 

La tendance actuelle est de considerer les anticorps anti-noyaux des serums 
L.E.A.D comme multiples. Nous en avons deja par16 en rapportant plus haut les 
resultats de ROBBINS et al. (1958). Ces faits ont CtC vus par d’autres, par MIESCHER 
(1958), HYMANS et KLEIN (1959) et par SELIGMANN (1959). Ce dernier observe: 
des precipitations entre serum LE. et nucltoproteine alors que la reaction avec 
I’ADN est negative, et la persistance de reaction positive avec les nucleoproteines 
apres absorption par I’ADN. 

KUNKEL et af. (1959), enfin, auraient obtenu des reactions positives dans le 
L.E.A.D., mais aussi dans des maladies autres que te L.E.A.D., avec des substances 
extraites des noyaux, par les tampons, et dont le constituant actif n’est ni la nucleo- 
proteine, ni I’ADN, ni l’histone. 
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L’existence de proprietes antigeniques des ADN et des desoxyribonucldoproteines 
ne parait g&e pouvoir Ctre discutde. Tous les faits empruntes a la pathologie que 
nous avons rapportes plaident dans ce sens. 11 n’est pas dans notre propos de 
discuter de la place de ces anticorps dans le L.E.A.D., ni de leur signification du 

point de vue de la pathologie g&&ale, nous renvoyons le lecteur a des mises au 
point recentes (KOURILSKY et aE., 1958; ROBINEAUX et VOISIN, 1959; KOURILSKY, 
1959). Par contre nous devons essayer de comparer sur certains points ces anti- 
corps pathologiques aux anticorps exp~rimentaux dont nous avons par16 au debut 
de l’expose. Ces derniers paraissent difficiles B obtenir, et les structures nucleaires 
semblent au total assez pauvrement antigeniques. A l’oppod, nous sommes 
frappes de la facilite avec laquelle les malades atteints de L.E.A.D. fabriquent des 
anticorps reagissant avec certains de leurs noyaux. 

On sait, bien stir, que ces malades fabriquent tres facilement des anticorps 
contre de multiples antigenes et l’hypothese d’une autosensibilisation contre 
certaines de leurs structures nucleaires doit Ctre retenue. EGrcore faut-il supposer 
des modi~cations su~santes de ces structures qui leur feraient perdre leur specificitt 
d’invididu tout en leur conservant leur specificite d’organe, selon la theorie de 
formation des auto-anticorps (Vorsr~, 1956): l’organisme malade ne reconnaissant 
plus ces structures modifiees fabriquerait contre elles des anticorps. Ceux-ci 
pourraient ensuite reagir, non settlement contre les antigenes nucltaires inducteurs 

mais aussi contre des antigenes homologues ou heterologues; nous avons vu que 
les anticorps du L.E.A.D. Ctaient h&&o-specifiques et qu’en particulier, ils pou- 
vaient reagir contre de multiples ADN. C’est la un point qui est d’ailleurs en contra- 
diction avec les experiences de BLIX et al. (1954) qui ont montre l’absence de 
reactivitc des serums exp~rimentaux anti-ADN, mis en presence d’ADN d’autre 
nature que I’ADN sensibilisant, ce qui tend a montrer une certaine specificit du 
tissu d’origine de l’acide nucleique. Quoiqu’il en soit, si cette hypothese est la 
bonne, la nature des modifications necessaires pour que la molecule devienne anti- 
genique reste mysterieuse. Dans cette autosensibilisation, l’antigene pourrait 
d’ailleurs etre d’origine &rang&e, il pourrait s’agir, comme le suggere SELICMANN 
(1958) d’anticorps anti-ADN fabriques par ces malades a l’occasion d’infections 
bacteriennes, streptococciques par exemple, et qui reagiraient avec l’ADN de 
certains de leurs noyaux cellulaires, I’ADN nucleaire se comportant comme un 
hapttne, c’est 2 dire comme une substance incapable d’entrainer a elle seule la 
formation d’anticorps mais susceptible de reagir avec un anticorps deja forme. 

Ce ne sont 18 que des hypotheses. 

Retenons comme pratiquement certaine, au tours du L.E.A.D., la formation 
d’anticorps multiples diriges contre differentes structures chimiques du noyau, 
sans qu’on puisse dire s’il s’agit de structures normales ou modifiees. Retenons 
l’existencc probable d’anticorps experimentaux obtenus avec des noyaux celhtlaires. 
des nucltoproteines et des ADN, sans oublier que les resultats formules par les 
expCriences syst~matiques faites dans ce domaine ne peuvent &tre consider& 
comme decisifs et devraient etre repris. Les conclusions les plus importantes. 
celles de BLIX et al. (1954) ne reposent pratiquement que sur une seule technique 
immunologique. Les essaisde reproduction du phenomene L.E. tent& par MIESCHER 
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avec des antiserums experimentaux ne sont pas, a cause des techniques cytologiques 
utilides, absolument convaincants. 

Bien entendu, la tache reste grande dans le domaine des anticorps pathologiques, 
anti-ADN en particulier, pour preciser la nature des determinants antigeniques 
riactifs. Des travaux dans ce sens sont actuellement poursuivis (SELIGMANN, 

1959). Cependant, c’est sous l’angle de I’antigenicite des structures chimiques 

normales du noyau que le travail devrait @tre maintenant essentiellement repris et 
continue. 

Ce travail se propose un double but: d’une part faire le point des travaux 
realists chez l’animal a l’aide de structures nucleaires ou de constituants nucleaires 
consider& comme antigenes; d’autre part reprendre, par comparaison avec ces 
travaux, ce que nous apporte l’etude de certains phenomenes serologiques et 
cellulaires dans le “Lupus Erythemateux Aigu DissCminC” (L.E.A.D.). 

I1 semble bien Ctabli actuellement qu’il existe dans cette affection un ensemble 
de reactions immunologiques dans lesquelles les noyaux ou les constituants 
nucleaires representent des antigenes. On detecte en effet dans le serum des malades 
les y-globulines qui leur correspondent et possedent les caractbes reconnus aux 

anticorps. 
On est frappe par le petit nombre et le caractere incomplet des travaux sur les 

immunstrums experimentaux. 11s devraient etre repris a I’aide des techniques 
immunologiques prtcises dont nous disposons actuellement. Quoiqu’il en soit, il 

semble qu’on ait effectivement obtenu exptrimentalement des anticorps dirigts 
contre l’ADN ou des noyaux, mais ils sont difficiles a obtenir, et l’antigenicite des 
structures nucleaires semble faible. 

Dans le cas du L.E.A.D., il est inttressant de souligner les faits suivants: (a) le 
deroulement m&me du phenomene L.E. qui suit un processus bien particulier, 
ou la lyse nucltaire revet un aspect caracteristique qui semble conditionner 
I’ensemble du phenomene; (b) la fixation incontestable d’une ou plusieurs sub- 
stances, fixant le complement, sur les noyaux qui seront le siege du phenomene 
L.E. et le caractere d’opsonines sptcifiques de ces substances; (c) I’obtention d’un 
prtcipitt sptcifique entre ADN et serum L.E.A.D. ; (d) le role de la desoxyribo- 
nucltase, capable d’inhiber la fixation d’anticorps sur les noyaux trait& et permet- 
tant l’elution d’un principe actif a partir d’un precipite specifique ADN-strum 
L.E.A.D. ; (e) la multiplicite des anticorps anti-nucleaires, autres qu’anti-ADN, 
trouves dans le serum des malades atteints de L.E.A.D; (f) le fait que, contraire- 
ment aux immunserums experimentaux, les strums L.E.A.D. reagissent avec des 
ADN de sources trts variees. 

L’antigenicite de structures nucleaires, chimiquement bien deYinies, considerees 
dun point de vue pathologique chez I’homrne ou experimental chez l’animal, est 
trts probable mais ntcessitera encore de nombreux travaux avant d’etre parfaite- 
ment cormue et comprise. La comparaison des immunstrums, pathologiques ou 
exptrimentaux, fait ressortir des divergences qui restent, pour l’instant, 
inexpliquees. 
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DISCUSSION 

P. ALEXANDER: Which is the isoelectric point of your globulin? 
R. ROBINEAUX: Pour repondre Zr la question de M. ALEXANDER concernant le 

pH auquel se font les precipitations specifiques, je peux dire que les reactions de 
precipitation en gelose entre strum L.E. et ADN, se font a un pH de 7 ou 8,2 selon 
le type de reaction utilise. Recemment DEKHER et al. ont discute la question de la 
precipitation non spkcifique entre proteines et ADN qui se fait a pH acide et ne se 
produit pas au-dessus de pN 7. 
A. DELAUNAY: 

(I) Dans les serums de malades atteints de lupus Crythemateux, quel element 
distingue les cellules dont le noyau va Ctre phagocyte de celles qui vont phagocyter ? 
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(2) Observe-t-on des images cornparables a celles qui sont montrees par votre 
film quand, in oitro, on ajoute par exemple a un serum de lapin antileucocyte de 
cobaye des leucocytes de cobaye (e.g. phagocytose du seul noyau leucocytaire) ? 

(3) Des noyaux cellulaires isoles sont-ils, en regle generale, aisement phago- 

cytes ? 

R. ROBINEAUX : 
(1) Un fait est connu: lorsqu’on fait agir des leucocytes vivants sur des prepara- 

tions de cellules mortes prealablement trait&es par le serum pathologique, on 
obtient un trts grand nombre de cellules L.E. Cette constatation est a l’origine 
d’une theorie selon laquelle seuls les noyaux des cellules mortes sont atteints par 
le facteur L.E. 

Nous avons montre qu’il n’en Ctait pas reellement ainsi puisque des cellules 
vivantes participant a la formation de rosettes peuvent etre au tours de la constitu- 
tion de ces elements, touches par le facteur L.E. Pour expliquer que certains leu- 

cocytes seulement sont touches sans qu’on puisse decider d’ailleurs a l’examen 
dune population de cellules, lesquelles seront atteintes, nous avons fait intervenir 
la notion de gradient de vitalitt. Toutes les cellules ne sont pas au mCme stade de 
leur existence, la population est heterogene, les plus agees d’entre elles sont assez 
vraisemblablement les plus fragiles. 11 n’est pas exclu que leur permeabilite soit 
plus grande, traduisant un debut d’alteration non morphologiquement decelable. 
Ces modifications de permeabilite seraient a leur maximum dans les cellules mortes. 
Ceci cadre assez bien avec le caractere massif et brutal de la lyse qu’on observe 
dans les noyaux de cellules mortes quand on ajoute le strum L.E. alors que les 
noyaux des cellules vivantes qui seront atteints presentent dans les memes condi- 
tions, une lyse nucleaire bien plus progressive. 

(2) Nous insistons longuement dans notre texte sur ce problbme. Notre etude 
dynamique nous a prtcisement permis de differencier completement l’action des 
strums L.E. de l’action des strums antileucocytaires. Dans ce dernier cas, la 

sensibilisation est essentiellement cytoplasmique; on observe, ou bien une phago- 
cytose cellulaire suivie ulterieurement d’une lyse nucltaire dans la cellule phago- 
cytee ou bien si les strums sont trb actifs des lesions cytoplasmiques et nucltaires 
Cvoluant paralltlement avec Cclatement du noyau qui se melange au cytoplasme, la 
phagocytose peut intervenir ulterieurement sur cette masse nucleocytoplasmique 
indistincte. On n’observe jamais de phagocytose exclusive du noyau. 

(3) Nous n’avons pas une grande experience personnelle de ce probleme. On 
observe assez facilement semble-t-i1 une phagocytose de noyaux isoles lorsqu’on 
met en presence des noyaux et un serum normal heterologue; nous ne pensons pas 

qu’il y ait de phagocytose notable quand les elements en presence sont homologues 
ou autologues. Nous avons dit que des noyaux lyses de leucocytes humains trait& 
par un serum L.E. done homologue, n’ttaient phagocytts qu’apres des modifica- 
tions profondes. On ne doit pas oublier que dans le phenomene L.E., la phago- 
cytose Ctroitement specifique d’une settle structure cellulaire, ne represente qu’un 
temps secondaire. Le temps primordial c’est l’incorporation de proteines &rang&es, 
probablement des y-globulines, au niveau du noyau qui acquiert de ce fait une 
morphologie et des proprittes physiques et chimiques nouvelles. 
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R. VENDRELY: M’excusant &re arrive ltgerement en retard au debut de l’expose 
de M. ROBINAUX, je le prie de me donner quelques precisions sur ce qu’il sait de la 
specificit& de l’anticoips mis en evidence, vis-a-vis de nucleoproteines ou d’ADN 
de provenances varites. 

R. ROBINEAUX: Ce point de la specificite des anticorps dans les serums L.E. a 
6th longuement discute par les auteurs qui se sont occupes de cette question. VOUS 
trouverez dam notre texte les faits qui plaident en faveur de cette sp&citicite. Je 
peux, toutefois, vous les resumer. En ce qui concerne l’anticorps anti-ADN: la 
courbe de precipitation des &rums lupiques en presence d’ADN est de type im- 
munologique, rapidement croissante en exces d’anticorps, horizontale au point 
~~quivalence, ~entement decroissante en excb d’antigene; les anticorps precipi- 
tams sont epuises par une faible quantite d’ADN; tout I’ADN est retrouve dans le 
precipitt, dans la zone d’exces d’anticorps; la desoxyribonuclease, negative les 
reactions mais pas la trypsine. 

M. ERRERA: Coast-on le sort de I’ADN ainsi phagocyte? 

R. ROBINEAUX: Aucune experience n’a, Q ma connaissance, et6 faite qui per- 
mette de rtpondre a votre question. Les seuls renseignements qu’on pourrait 
dormer, concement Yevolution du noyau lyse dans la cellule L.E. ; mais ils sont 
pauvres car nous n’avons pas fait porter notre etude sur ce point. L’evolution d’une 
cellule L.E. se fait vers la mort dans un dtlai assez rapide. Les noyaux phagocytes 
pourraient subir l’action des enzymes cytoplasmiques comme c’est le cas pour les 
batteries. On peut en effet souvent observer autour des masses nucleaires phago- 
cytees, des formations claires en croissant, representant sans doute une vacuole. 
Nous n’avons cependant jamais observe de disparition de la masse phagocytee, 
mais quelquefois sa recondensation en une masse reduite t&s dense en contraste 
de phase. 

P. MANDEL: Quelle est I’origine de I’ADN ayant servi pour la reaction de 
precipitation? 

R. ROBINEAUX: Les reactions de precipitation entre ADN et strums lupiques ant 
ete faites par mon col@gue et ami, M. SELIGMANN. C’est I’ADN de thymus de 
veau isole par M. BARBU, par la technique de SIGNER et SCHWARDER modifiee, 
qui a CtC essentiellement utilise pour l’etude du phenomene inducteur de la cellule 
L.E. par l’anticorps precipitant avec I’ADN. D’autres ADN ont servi aux 
experiences, ils ttaient de provenance tres variee (bacteriophages, salmonelles, 
pneumocoques, leucocytes humains, hematies d’oiseau, sperme de truite) et ant 

permk de preciser le caractke heterospecifique de l’anticorps precipitant avec 
I’ADN. Cette hCtCrospCci!kitC avait CtC, rappelons-le d&rite par ~&ESCHER avec 

des noyaux isoles. 
J. TURCHINI. Je serais heureux d’avoir quelques precisions sur le mecanismc de 

l’action des ultra-sons que M. ROBINEAUX a utilises. 

R. ROBINEAKX: Je n’ai pas CtudiC perso~ellement l’action des ultra-sons. Je 
n’ai fait que relater queIques observations de BLIX et al. concernant I'antig&&it.& 

des ADN ultra-sonnes, qui disparait apres ce traitement et des constatations de 
SELIGMANN montrant que I’ADN ultra-sonne reagit encore avec le facteur sbique 
precipitant. Cette constatation est d’ailleurs ri rapprocher d’une autre observation 

P 
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de BLIX et al. selon laquelle 1’ADN ultra-sonne peut inhiber la fixation du complt- 
ment entre immunserums experimentaux anti-ADN et ADN intact. 

I1 semble done que les ultra-sons suppriment l’antigenicite de 1’ADN mais 
n’empeche pas la reactivite avec les antiserums correspondants pathologiques ou 
experimentaux. D’apres des observations trb recentes de SELICMANN et BARBU 

l’anticorps pathologique rtagirait avec des chaines comprenant dix a cinquante 
nucleotides. 

Quant au mtcanisme d’action des ultra-sons, je demanderai, a un physico- 
chimiste de l’assistance de repondre a ma place: je crois qu’il n’y a pas denaturation. 

M. THOMAS: Les ultra-sons fragmentent les molecules d’ADN en segments qui, 
chacun, gardent leur structure secondaire en double helice: il y a fragmentation 
sans denaturation. 

R. WEGMANN: Trouve-t-on des L.E.-cells egalement dans la serosite des bulles 
de lupus ? 

R. ROBINEAUX: Je ne saurais vous le dire, mais il n’est pas exclu, a priori, qu’elles 
y existent. Rappelons qu’on peut les provoquer avec d’autres exsudats, tels que les 
exsudats pleuraux qui contiennent le facteur L.E. 

R. WEGMANN: Je vous ai pose cette question parce que, il y a plusieurs an&es, 
nous avions constate un fait troublant qui pourrait etre en rapport avec de pareilles 
cellules, ou du moins avec leur antigtnicite. Dans de la serosite de bulles la de- 
naturation se produisait trbs facilement comme s’il existait un Ctat latent de 
denaturation. Le simple Ctalement de la serosite sur les prismes denaturait irrever- 
siblement les proteines a moins que la denaturation ait deja existt dans la serosite 
du sujet vivant. Ce fait, demontrt par spectrographic infra-rouge, n’a jamais pu 
Ctre retrouve dans d’autres cas, comme par exemple dans la maladie de Brocq- 
Duhring ou encore dans de la serosite de bulles dues a des brfilures. voire m&me 

d’une solution d’eau albumineuse. 


