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localized in the  descending branch of the  first, high- 
molecular  peak (Figure 1). 

The  pooled ac t ive  fract ions were again submi t ted  to 
gelf i l t rat ion on a comparab le  column, bu t  at  an ionic 
s t rength  of 0.75 (tris buffered saline conta in ing addi t ional  
0.6 M NaC1). This  t ime,  instead of 2, 3 peaks were ob- 
tained.  The  ent ire  P F  4-ac t iv i ty  was found in the  3rd 
peak (Figure 2). The higher  salt  concent ra t ion  thus  leads 
to a dissociation of a complex  consisting of re la t ive ly  low- 
molecular  P F  4 and a high molecular  carr ier-mater ial ,  to 
which the  ac t iv i ty  is bound a t  a physiological  ionic 
strength.  

The act ive  fract ions concent ra ted  to a prote in  conten t  
(determined by  the  b iure t  method)  of 0.6% neutral ized 
50 to 60 U of hepar in  per  mg  protein,  as compared  to 0.4 
U/rag  of homogenized platelets  or 5-8 U / m g  superna tan t  
prote in  released by  thrombin .  The pur i f ica t ion factors, 
based on a prote in  basis, thus  range f rom 150 to about  10, 
depending upon the  s ta r t ing  mater ia l .  The  difference to 
the much  higher  values g iven by  DEUTSCH et al. 3 remains  
unexplained.  Below" an ionic s t rength  of 0.3, purified P F  4 
is only  poor ly  soluble. I t  migrates ,  however,  in disk 
electrophoresis  at  p H  2.9; a single band is the reby  formed. 
In  the  u l t racent r i fuge  (Spinco model  E), a single peak  
wi th  a sed imenta t ion  cons tant  S20, w of 2.6 is observed. 
The diffusion cons tant  was found to be 8.5 • 10 -7. Assum- 
ing a par t ia l  specific vo lume  of 0.725, a molecular  weight  
of 29,000 can be calculated.  

F r o m  peak 2 eluted f rom the  biogel-column at  high 
ionic s t rength  (Figure 2), a mater ia l  was obtained after  
r emova l  of con t aminan t  prote in  by  prec ip i ta t ion  at  15% 
(w/v) Na~SO 4 which was uniform in the  u l t racent r i fuge  
($29,, = 2.8); the  diffusion coefficient  was 2.58 • 10 -7. 
This  mater ia l  which is r ich in carbohydra te  appears  to 
be the  carrier  of P F  4 at  physiological  ionic s trength.  

This was proven  by recombina t ion  at  0.15 ~x: a product  
which, on u l t racent r i fugat ion  showed a single componen t  
was obta ined  on sa tura t ion  of the  carrier  wi th  P F  4; this  
recombined mater ia l  is perfect ly  soluble and sediments  
wi th  S20, w --  12.1; the  diffusion cons tan t  is 2.85 • 10-L 
I t  should be noted tha t  this ful ly sa tura ted  mater ia l  is not  
ident ical  wi th  the  released complex,  which sediments  
much  slower. 

These exper iments  show t h a t  P F  4 is released f rom 
platelets  by  t h rombin  in the form of a complex of high 
molecular  weight.  At  high ionic s t rength  this  complex 
dissociates into a carrier  mater ia l  and P F  4, the  la t te r  of 
a molecular  weight  of about  30,000. P F  4 thus  obta ined  
is poor ly  soluble below an ionic s t rength  of 0.3 ~; the  
carrier was also isolated and recombines  wi th  P F  4 a t  
physiological  salt  concent ra t ion  to a perfect ly  soluble 
complex.  

Zusammen/assung. Der in F o r m  eines hochmolekularen  
Komplexes  von den Pl~ittchen freigesetzte,  Hepar in-  
neutral is ierende Fak to r  (PF 4) konnte  reversibel  in ein 
Tr/ iger-Material  und ein akt ives  Prote in  (Molekular- 
gewicht  ca. 30 000) aufgespal ten werden. 
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M o d i f i c a t i o n s  du n o m b r e  d 'uni t6s  f o r m a t r i c e s  de 
l ' i m m u n o s t i m u l a t i o n  n o n  sp6c i f ique  

L' in t roduc t ion  dans l 'o rganisme de facteurs bact6riens 
d ' i m m u n o s t i m u l a t i o n  p rovoque  de profondes modif ica-  
tions, telles l ' l lyper t rophie  h@ato-spl6nique,  l ' augmen-  
t a t ion  non sp6cifique des immunoglobul ines  s6riques 1, 
parfois une lymphocy tose  ~ ou la s t imula t ion  des fonct ions 
phagocyta i res  et ly t iques  du macrophage3,  4. Les modif i -  
cations du nombre  d 'uni t6s  fo rman t  des colonies spleni- 
ques (UFC) peuven t  6tre consid6r6es comme  Fun de c e s  
effets li6s k l ' in t roduc t ion  de l ' a d j u v a n t  syst6mique.  
Ayan t  pr6c6demment  pos6 l 'hypothbse  d 'une  corr61ation 
entre l ' ac t iv i t6  ad juvan te  de Brucella et l ' enr ichissement  
de l 'o rganisme en cellules souches ~, nous avons 6t6 am6n6s 

6tudier plus ~ fond ce ph6nombne.  
Des souris femelles  (C57 ]316xDBA2) F1, t~g6es de 

6 semaines  ont  re~u par  vole in t raveineuse  diff6rentes 
suspensions bact6riennes connues pour  leurs propri6t6s 
immunos t imu lan te s :  Brucella abortus, souche B19 illaC- 
t iv6e (B19): 0,5 mg  de poids sec par  souris (a imablement  
fourni  par  le Professeur  PILOT, Ecole  Nat iona le  V6t6ri- 
naire, Maisons-Alfort) ; Corynebacterium granulosurn inac- 
t iv6e (CG) ou R6t iculos t imul ine :  0,5 mg  par  souris 
(a imablement  fourni  pa r  le Professeur RAYNAUD, de 
l ' I n s t i t u t  Pasteur)  ; du Bacillus Calmet te-Gu6r in  (BCG) ' S '  
v i v a n t  de l ' I n s t i t u t  Pas teur :  1 mg  par  souris. 

A diff6rents t emps  aprbs l ' in jec t ion des bact6ries, la 
mo~lle osseuse, le sang, la rate,  ont  6t6 pr61ev6s et le 
nombre  d ' U F C  y a 6t6 d6termin6 selon la t echnique  de 
TILL et MAc CULLOCH 6. Les souris receveuses out  6t6 

c o l o n i e s  s p l 6 n i q u e s  par des  bact6r ies  i n d u i s a n t  

irradi6es 16thalement au b6tatron,  par  des 6lectrons 
d '6nergie 25 mev,  ~ raison de 200 R/rain,  les an imaux  
6tant  plac6s darts t 'a ire de l ' isodose 95%. Le caraetbre 
61ev6 de la dose d61ivr6e (1100 rads) s ' expl ique  ell par t ie  
au moins par  l 'efficacit6 biologique re la t ive  plus basse que 
celle des rayons X. 

Les r6sultats  sont  rapport6s  sur les Tab leaux  I, I I  et  I I I .  
D 'une  faqon g6n6rale, l ' in jec t ion  des bact6ries tend  
provoquer  d ' abord  une d iminu t ion  du hombre  des UFC,  
puis une augmenta t ion ,  mais  eet aspect  b iphas ique  se 
pr6sente diff6remment ,  selon la bact6rie et l 'organe consi- 
d6r6s. On r emarque  en part iculier ,  avec les deux bact6ries 
inactiv6es, CG et  t319, que la d iminu t ion  du hombre  
d ' U F C  est par t icul ibrement  sensible et rapide au niveau 
de la rate,  puisqu 'e l le  appara i t  d~s la 24brae h apr6s 
l ' in ject ion.  El le  est suivie, d6s la 48bme h d 'une  augmen-  
t a t ion  qui  persiste j u squ ' au  15-206me jour. Avec  BCG, la 
chute  ini t iale  du nombre  d ' U F C  est sur tout  6vidente dans 
la moel le  et le sang. Ce n 'es t  que le 136me jour  qu ' appa-  
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Tableau I. Nombre d'UFC dans la mo611e osseuse, la rate, le sang, apr&s injection de Brucella 

EXPERIENTIA 28/10 

Jours apr~s Nombre d'UFC Nombre d'UFC Nombre d'UFC 
I'injeetion de Brucella par mo611e f6morale ~ ES par rate 4- ES ~ par ml de sang 4- ES 

Controles 1440 4- 245 1290 -c 168 20,5 ~ 4,3 
1 NT b 330 =t_ 48 NT 
2 1286 • 212 ~ 2500 5,2 4- 0,87 
4 2190 • 243 > 4000 42 • 2,1 

10 2301 4- 368 > 4000 28,5 4- 3,4 
20 3270 4- 270 ___ 3000 NT 

Les impr6eisions dans les chiffres sont dues hune  trop grande abondance de colonies sur les rates, b NT, non test4. 

Tableau II. Nombre d'UFC dans la mo~lle osseuse et la rate apr6s injection de Corynebacterium granulosum 

Jours apr~s l'injection Nombre d'UFC Nornbre d'UFC 
Corynebacterium granulosum par ino~lle I6morale • ES par rate 4- ES ~ 

Controles 1 5 9 0 ~ 7 8  1168=t= 72 
1 NT b 5604- 68 
2 14754- 30 24964- 148 
5 1642=t= 31 >4000  

10 1110=t=134 >4000  
15 11904-113 2920•  248 

Les imprdcisions darts les chiffres sont dues ~ une trop grande abondance de colonies sur les rates, b NT, non test& 

Tableau III .  Nombre d'UFC dans la mo~lle osseuse, la rate et le sang apr~s injection de BCG vivant 

Jours apr~s Nombre d'UFC Nombre d'UFC Nombre d'UFC 
l'injeetion de BCG par motile %morale ~ ES par rate ~: ES~ par ml de sang ~ ES 

Controles 1165 ~ 168 856 -4- 84 11,7 -4- 1,6 
1 NT b 1256 4- 96 NT 
2 805 • 70 NT b 11,1 :L 2,6 
7 530 • 130 864 • 88 2,6 • 1,6 

13 615 • 56 3080 4- 240 3,2 4- 0,7 
20 1325 • 83 > 3000 9,3 =c 2,7 

Les impr6cisions dans les chiffres sont dues h u n e  trop grande abondance de colonies sur les rates, b NT, non test6. 

r a i t  l ' a u g m e n t a t i o n  d a n s  la ra te .  Ce t te  a u g m e n t a t i o n  du  
h o m b r e  des  U F C  d a n s  la  r a t e  d 6 p a s s a n t  le t r i p l e  de la 
v a l e u r  des t f imoins  es t  u n  p h 4 n o m g n e  c o n s t a m m e n t  ob-  
serv6  avec  les t ro i s  bac t~r ies  6tudi~es.  F i n a l e m e n t  il 
ex i s t e  donc  une  t e n d a n c e  ~ l ' e n r i c h i s s e m e n t  de l ' o rga -  
n i s m e  en  cellules jeunes ,  en pa r t i cu l i e r ,  ~ ta p6r iph~rie ,  au 
n i v e a u  de la ra te .  

Ces o b s e r v a t i o n s  p e u v e n t  &tie i n t e r p r 6 % e s  en  sugg6-  
r a n t  que  les b a c % r i e s  a d j u v a n t e s  o n t  p r o v o q u 6  Ia diff&- 
r e n c i a t i o n  des cellules souches  - ce que  t r a d u i t  la  c h u t e  
in i t ia le  des UFC,  pu t s  leur  m u l t i p l i c a t i o n  c o m p e n s a t r i c e .  
I1 se p e u t  aus s i  q u ' u n e  m i g r a t i o n  de cellules souches  a i r  
pa r t i c ip6  ~ la co r / s t i t u t i on  du  cap i t a l  splf inique 7. 

I1 eat difficile de pr~ciser  quel les  r e l a t i ons  e x i s t e n t  en t r e  
ces p h 6 n o m 6 n e s  et  l ' i m m u n o s t i m u l a t i o n  n o n  sp~ci f ique  
i ndu i t e  p a r  les bac%r ies .  L ' a c t i o n  de ce r t a in s  a d j u v a n t s  
s y s t g m i q u e s  s e m b l e  s ' exe rce r  e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  l ' i n te r -  
m~dia i re  des cellules d6riv6es de la moel le  osseuse  s,9. 
I1 e s t  pos s ib l e  que  l 'acc~16ration de la d i f%renc i a t i on  des 
cellules souches ,  pu t s  leur  a c c r o i s s e m e n t  n u m d r i q u e  a i en t  
c o n t r i b u 6  g a u g m e n t e r  la disponibilifi6 en  cellules i m m u -  
n o c o m p 6 t e n t e s ,  en m o n o c y t e s  et  en  pr&curseurs  l y m p h o i -  
des n o n  engages .  

Zusammen/assung. D a s  V e r h a l t e n  h ~ m o p o i e t i s c h e r  
S t a m m z e l l e n  in K n o c h e n m a t k ,  Milz u n d  p e r i p h e r e m  B l u t  
der  M a u s  n a c h  I n j e k t i o n  y o n  Brucella abortus, Coryne- 
bacterium granulosum oder  Baeillus-Calmette-Gu6rin wird  
besch r i eben .  
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