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rentes ,  a r4v616 pa r  e x t r a p o l a t i o n  g une  c o n c e n t r a t i o n  
z6ro u n  coeff icient  de s 4 d i m e n t a t i o n  de 10,8 S. L ' IgG~ 
et  l ' I gM isol4es du co los t rum b o v i n  d o n n e n t  des va leu r s  
de 7,1 S et  19,2 S r e s pec t i vem en t .  Ces chiffres son t  
o b t e n u s  aprgs cor rec t ion  des va l eu r s  d6 te rmin6es  sur  la 
figure, p a r  u n  fac teu r  de 1,033 dfl & la viscosi t6 du  sol- 
van t ,  l e  KC1 0,15 molaire .  

La  d 4 t e r m i n a t i o n  du t a u x  d ' h e x o s e s  a r6v614 p a r  la 
m 6 t h o d e  de l 'orc inol  une  va l eu r  de 6% pour  la f r ac t ion  
11 S alors que  pou r  l ' IgG,  elle n ' 6 t a i t  que de 1,5%. 

L ' i m m u n i s a t i o n  de l ap ins  pa r  ce t te  f r ac t ion  11 S a 
pe rmis  de p rodu i re  des i m m u n s 6 r a  sp6cif iques con t re  
ce t t e  p ro t6 ine  et  d ' i d en t i f i e r  sa pr6sence en  q u a n t i t 6  rela- 
t i v e m e n t  61ev6e dans  la sal ive de vache .  ]1 exis te  donc  
b ien  dans  le co los t rum b o v i n  une  IgA de s6cr6t ion dis- 
t i n c t e  de l ' IgG~ et  de l ' I gM et  ana logue  & celle des s6cr6- 
t ions  ex te rnes  huma ines .  Cet te  p ro t4 ine  n ' a  pu  4tre d6- 
mon t r6e  dans  le s6rum. 

Les i m m u n s 6 r a  a n t i  IgA o n t  r6v616 en  ou t re  Ia pr6- 
sence de pi6ce de s6cr6t ion libre, c 'est-&-dire d6tach6e  de 
l ' IgA,  dans  le co los t rum et  s u r t o u t  dans  le la i r  mfir  qu i  
ne c o n t i e n t  que  tr6s peu  d ' IgA.  

Une  p r 6 p a r a t i o n  purif i6e de ce t te  piece de s6cr6tion 
l ibre  a pe rmis  de d 6 t e r m i n e r  pou r  ce t te  p ro t6 ine  s6par6e 
de l ' IgA,  u n  coeff icient  de s 6 d i m e n t a t i o n  de 4,95 S 
(Figure).  Cet te  va l eu r  es t  16g}rement plus  61ev6e que celle 
t rouv6e  pou r  la  pigce de s6cr6t ion h u m a i n e  o b t e n u e  pa r  
r6duc t ion  et  a lky l a t i on  de l ' I g A  11 S (ToMASIg). 

Summary. The  s e d i m e n t a t i o n  coeff icient  of a secre tory  
IgA found  in b o v i n e  co los t rum and  sa l iva  is c o m p a r e d  
w i t h  t h a t  of IgG and  IgM f rom the  same  colos t rum.  The  
IgA f rac t ion  gives a va lue  of 10.8 S, whereas  t he  m a j o r  
p a r t  of t he  IgG has  a va lue  of 7.1 S and  t h e  IgM 19.2 S. 
The  s e d i m e n t a t i o n  coeff ic ient  of t he  free secre tory  piece 
has  also been  d e t e r m i n e d :  i ts  v a l u e  is 4.95 S. 
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L i b 6 r a t i o n  d ' u n  c o m p o s a n t  du  c o m p l 6 m e n t  par  d e s  l e u c o c y t e s  h u m a i n s  in v i t r o  ~ 

La  cha ine  de r6ac t ions  qui  condu i t  une  cellule recou-  
ver te  d ' a n t i c o r p s  sp6cifiques g sa lyse p a r  le c o m p l 6 m e n t  
est  a u j o u r d ' h u i  assez b ien  connue :  L ' a c t i o n  de 11 fac- 
teurs  du  c o m p l 6 m e n t  h u m a i n  ou de cobaye  a pu  6tre  
raise en  6vidence dans  l ' h6molyse  i m m u n e .  Cet te  su i te  
de r6ac t ions  est  amorc6e  p a r  la r encon t r e  du  p r emie r  
c o m p o s a n t  du  compl6ment ,  C1, avec  u n  complexe  an t i -  
g~ne-ant icorps .  

Le C1 exis te  dans  le p l a s m a  sous fo rme d ' u n  complexe  
macromol6cu la i re  de 3 unit6s,  C lq ,  Cl r ,  Cls,  Ii6es p a r  
du  ca lc ium;  ce complexe  es t  f ac i l emen t  dissoci6 p a r  des 
ch61ateurs tels  que  I ' E D T A .  Le s o u s c o m p o s a n t  CTq ou 
c o m p o s a n t  11S es t  la p ro t6 ine  qui  s ' a t t a c h e  d i r e c t e m e n t  
sur  la mol6cule d ' an t i co rps .  C 'es t  g la sui te  de ce t t e  f ixa-  
t ion  qu ' i l  y a a c t i v a t i o n  du C1 qui, ag i s san t  sur  l e s c o m -  
posan t s  su ivan t s  C4 e t  C2, d f c l enche r a  la r6act ion.  

Le C l q  p e u t  6tre purif i6  & p a r t i r  de sang  frais  p a r  
p r6c ip i t a t ion  des euglobul ines  du  s6rum h u m a i n  g force 
ionique  faible  suivie de c h r o m a t o g r a p h i e  sur  CM-cellu- 
lose, f i l t r a t ion  sur  S e p h a d e x  G 200 e t  61ectrophor&se pr6- 
p a r a t i v e  2. 

On a b o u t i t  & une  pro t6 ine  h a u t e m e n t  purif i6e qui  migre  
g l '61ectrophorgse c o m m e  une  g a m m a  lente .  In jec t6e  g 
u n  lap in  dans  de l ' a d j u v a n t  de F r eund ,  elle susci te  des 
an t i co rps  qui  son t  capab les  de pr6c ip i te r  sp6c i f iquemen t  
le Clq ,  e t  en  ou t re  d ' i n h i b e r  son ac t iv i t6  biologique.  

L ' a c t i v i t 6  h6moly t i que  du C l q  p e u t  6tre mesur6e en 
a j o u t a n t  du R Clq, c'est-&-dire du  s6rum frais  d6pourvu  
de Clq .  L 'h6molyse  d ' 6 r y t h r o c y t e s  de m o u t o n  sensibilis6s 
p a r  un  an t i co rps  de l ap in  est  fnesur6e s e l o n  la man i6 re  
classique.  Le r6act i f  IR C l q  est  p r6par6  en  a j o u t a n t  & du 
s6rum h u m a i n  frais  d e . l ' a n t i - C l q  en  pr6sence d ' E D T A ;  
i l y  a p r6c ip i t a t i on  du C l q  seu lemen t  et  le s u r n a g e a n t  
c o n t i e n t  t o u s l e s  au t re s  c o m p o s a n t s  du  compl6ment .  
L 'h6molyse  p e u t  ~ga lement  ~tre raise en  6vidence en  
mil ieu g61ifi6: dans  u n  gel d ' aga rose  g 10/o c o n t e n a n t  des 
globules  rouges  sensibil is6s et  du  IR C l q  on  perfore  des 
cavi• on  y place  les so lu t ions  g e x a m i n e r  et  i ncube  
37~ Une  zone d 'hgmolyse  appara~t ra  a u t o u r  des t rous  
c o n t e n a n t  Ie C lq .  L a  r6ac t ion  est  inh ib6e  p a r  l ' an t i co rps  
sp6cifique.  

Cet te  t e c h n i q u e  d ' h6molyse  en gel a pe rmis  d ' a b o r d e r  
le p rob l~me  de la loca l i sa t ion  du  C l q  dans  des cellules 
sanguines .  Une  suspens ion  de leucocytes  h u m a i n s  lav6s 
m61ang6e & de l ' aga rose  c o n t e n a n t  des globules  sensibi-  
lis6s et  du  R Clq ,  est  coul4e en  couche mince  dans  des 
bo i tes  de P6tr i .  Aprgs une  heu re  g 37~ des zones de 
lyse ou <~plaques,~ a p p a r a i s s e n t  c o m m e  dans  l a  t e c h n i q u e  
de Je rne ;  ces zones son t  centr6es  sur  des cellules mono-  
nucl6es. Une  m 6 t h o d e  de s6para t ion  de leucocytes  a 6t6 
app l iqu6e  p o u r  t gche r  d e  localiser l ' ac t iv i t6  du  C l q  dans  
u n  groupe  de cellules d i s t inc t .  L a  t e c h n i q u e  utilis6e, 
inspir6e de celle de DUTTON a, consis te  e n u n e  cent r i fu-  
ga t ion  sur  u n  g r ad i en t  d ' a l b u m i n e  des leucocytes  p rove-  
n a n t  de 12 ml  de sang  h6pa r in6  t r a i t 6  au d e x t r a n  p o u r  
61iminer les 6 ry th rocy t e s  (figure). 

P a r m i  les q u a t r e  couches  cel lulaires a ins i  isolfies la 
f r ac t ion  2 est  celle qui  poss~de le plus  g rand  n o m b r e  de 
cellules act ives .  U n  exemple  de r 6 p a r t i t i o n  est  donn6  
dans  le t ab leau .  

Volume concentra~ion Fractions 
en BSA 

k ,Isusp enSion de 025[nL ,te'e'e-~e'~,,r, eIIuies darts 10~ M_; 
1,OPAL U 20% ~ '  1 
1,2, mt '2~% OO2O'OOOg ~ 
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12 mL 2,9 % ~ 

1,0 mt 33 ~ 

S6paration de leucocytes sur gradient d'albumine. 
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2 H. MOLLER-EBER~ARD, Adv. Immunol. 8, 1 (1968). 
a D. J. RAII)T, R. I. MISH~LL and R. W. DUTTO~r J. exp. Med. 

128, 681 (1968). 



15. 10. 1969 Specialia 1085 

R6partition de i'aetivit6 du Clq dans diffdrentes populations de 
leucocytes 

Fractions % Polymorpho- Plaques d'h6molyse 
nuel6aires par 106 cellules 

1 0-2 15 
2 0-2 260 
3 18 80 
4 > 95 8 

I1 a p p a r a i t  donc  que la l ib6ra t ion  dans  le gel de C l q  
ac t i f  es t  la p ropr i6 t6  d ' u n e  p o p u l a t i o n  de cellules cor- 
r e s p o n d a n t  ~ la couche  2 de la c en t r i f uga t i on  sur  a lbu-  
mine .  Le fa i t  q u ' e n  absence  de R C l q  darts le mil ieu il 
n ' y  a i r  pas  d ' h6molyse  sugg&re que  seuls ce r t a ins  com- 
p o s a n t s  du  compl6men t ,  d o n t  le C lq ,  son t  con t enus  dans  

ces cellules. Celles-ci son t  selon rou te  v r a i s e m b l a n c e  des 
mononuc l6a i re s  ma i s  seules des m6 thodes  de cu l tu res  cel- 
lulaires,  d ' i n c o r p o r a t i o n  d ' ami n o -ac i d e s  r ad ioac t i f s  darts 
la  p ro t6 ine  et  de morpho log ie  p e r m e t t r o n t  de les p lacer  
dans  une  classe d6finie de leucocytes .  

Summary .  H u m a n  b lood  leucocytes  were s h o w n  to  
l ibera te  ac t ive  C l q  in v i t ro .  An  agarose  gel c o n t a i n i n g  
sensi t ized sheep red  cells an d  a s e rum dep le ted  of C l q  
has  been  used to de t ec t  C l q  ac t iv i ty .  A p o p u l a t i o n  of 
m o n o n u c l e a t e d  cells wh ich  d i sp lay  such  a c t i v i t y  could 
be isola ted b y  cen t r i f u g a t i o n  on  an  a l b u m i n  g rad ien t .  
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Shwartzman Phenomenon Without Endotoxin Preparation 

A n u m b e r  of o b s e r v a t i o n s  i nd ica t e  t h a t  g ranu locy te s  
p l ay  an  i m p o r t a n t  role ill t h e  pa thogenes i s  of i n f l a m m a -  
t ion,  h e m o r r h a g e  a n d  necrosis  deve lop ing  in t he  local  
S h w a r t z m a n  r eac t i on  1-~. THOMAS 4 was able  to  induce  
the  S h w a r t z m a n  p h e n o m e n o n  w i t h  a p r e p a r a t o r y  dose 
of l eukocy te  granules  r ich  in lysosomes a n d  w i t h  a n  
el ic i t ing in j ec t ion  of endo tox in .  

On t he  o the r  hand ,  i t  was  p u b l i s h e d  b y  KELLER a n d  
SORXII~ 5 t h a t  casein,  p e p t o n e  a n d  b a c t o c a s i t o n e  could 
elicit  t h e  c h e m o t a x i s  of l eukocy tes  w i t h o u t  a l ly  a p p a r e n t  
i m m u n e  r eac t ion  in an  in v i t ro  sys tem.  

In  v iew of t he  above  facts,  we a t t e m p t e d  t h e  p repa ra -  
t ion  of local  S h w a r t z m a n  p h e n o m e n o n  w i t h  casein (Ham-  
mers ten ,  Reana l ,  Hunga ry ) ,  W i t t e ' s  p e p t o n e  and  bac to -  
cas i tone  (Difco Labora tor ies ) .  These  c y t o t a x i n s  were 
used in 1% so lu t ions  of sal ine a t  p H  7. W e  pe r fo rmed  
our  e x p e r i m e n t s  in  a u t u m n  on male  c o n v e n t i o n a l  r a b b i t s  
coming  f rom a b r eed ing  s tock;  we igh ing  2 5 0 0 •  200 g. 
Before  t he  e x p e r i m e n t s  t he  r a b b i t s  h a d  been  k e p t  on  
s t a n d a r d  d ie t  u n d e r  n o r m a l  condi t ions .  

The  local  S h w a r t z m a n  p h e n o m e n o n  was induced  on 
t h e  dorsa l  sk in  of r abb i t s .  The  p r e p a r a t o r y  in jec t ions  
were 1% solu t ions  of casein,  W i t t e ' s  p e p t o n e  and  bac to -  

cas i tone  in 0 . 4 m l  volumes .  I n  some cases 0 .01N HC1, 
O.O1N N a O H  a n d  sal ine were  g iven  for control .  As a 
cha l leng ing  dose 150 ~zg of B o i v i n  e n d o t o x i n  (from E.  
coli 0111) was a d m i n i s t e r e d  i.v. 24 h later .  T h e  resu l t  
Was seen a f t e r  a f u r t h e r  24 h on t h e  inside of t h e  skin.  
I n  some cases 6 h a f t e r  t h e  e l ic i t ing in ject ion,  s p e c i m e n s  
of t h e  skin  were excised for h is to logica l  e x a m i n a t i o n .  
Af te r  f ixa t ion  in Susa ' s  so lu t ion  a n d  e m b e d d i n g  in para f -  
fin, t h e  sect ions  were s t a ined  w i t h  h e m a t o x y l i n e  a n d  eosine. 

F r o m  these  p r e p a r a t i o n s  we were able  to  p roduce  a 
m o d e r a t e  b u t  t yp i ca l  local  S h w a r t z m a n  r eac t ion  b o t h  
w i t h  casein an d  p e p t o n e  - as can  be  seen in F igure  la .  
This  p h e n o m e n o n  was h is to logical ly  t h e  same  t y p e  in 
eve ry  respec t  as t h e  one p r e p a r e d  w i t h  e n d o t o x i n  
(Figure 2a an d  b). The  resul t s  are s u m m a r i z e d  in t h e  Table .  

Our  f ind ings  ind ica te  t h a t  t h e  r a b b i t ' s  own  leukocytes ,  
w h e n  a t t r a c t e d  to t h e  s i te  of casein,  p e p t o n e  or bac to -  
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Fig. 1. (A) Local Shwartzlnan reaction. C, 
prepared with casein (1%) and P, peptone 
(1%). (B) Reaction to the casein from the 
inside ol the skin. 


