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i n f l a m m a t o r y  response  in  v ivo  (Figure 2). There  appea r s  
to  be  a good cor re la t ion  be t w een  t h e  presence  of S R F  a n d  
M I F  in t h e  same  s u p e r n a t a n t .  Th i s  does n o t  h o w e v e r  
ind ica te  t h a t  M I F  is solely respons ib le  for t he  inf lam-  
m a t o r y  r eac t ion  produced ,  since t h e  c u l t u r e  super-  
n a t a n t s  will  c o n t a i n  a n u m b e r  of d i f fe ren t  soluble factors.  

T h u s  pe r iphe ra I  b lood  m o n o n u c l e a r  cells, t h e  cells t h a t  
are  p r e s u m a b l y  i n i t i a l l y  i nvo lved  in t h e  t u b e r c u l i n  
r eac t ion  h a v e  been  shown to  p roduce  an  i n f l a m m a t o r y  
fac to r  a n d  a fac to r  i n h i b i t i n g  t h e  m i g r a t i o n  of macro-  
phages.  

The  p r o d u c t i o n  of m i g r a t i o n  i n h i b i t i o n  fac to r  in  se rum-  
free m e d i u m  us ing  ceils f rom B C G - i m m u n i z e d  guinea-p igs  
m a k e s  i t  un l ike ly  t h a t  cy tophi l i c  an t ibod ie s  are i nvo lved  10. 
I n  add i t ion ,  t he  lack of s ign i f ican t  p o l y m o r p h o n u c l e a r  
l eukocy te  in f i l t r a t ion  in t he  s u p e r n a t a n t  i nduced  skin  
r eac t ion  is aga ins t  t he  i n v o l v e m e n t  of a n t i g e n - a n t i b o d y  
complexes.  

10 H. E. A~aos, B. W. GURNER, R. J. 0LDS and R. R. A. COOMBS, 
Int. Arch. Allergy 32, 496 (1967). 
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Summary. Af te r  h a v i n g  ident i f ied  as d i o c t y t - p h t h a l a t e  (DOP),  a p las t ic izer  t h a t  comes  o u t  w i t h  f a t t y  acids  of n o r m a l  
i m m u n o g l o b u l i n s  G (IgG) a n d  of those  of K a h l e r ' s  disease,  we found  o u t  t h a t  D O P  is p re fe ren t i a l ly  b o u n d  to t h e  h e a v y  
cha ins  of t h e  IgG  a n d  is e i t he r  miss ing  f rom m y e l o m a  p ro t e ins  or more  a b u n d a n t  in  t h e m  t h a n  in n o r m a l  ones. 

Le d ioc ty l -ph t a l a t e  (DOP) est  l ' u n  des es ters  de l ' ac ide  
p h t a l i q u e  uti l is6 c o m m e  p l a s t i f i an t  du  ch lorure  de poly-  
v iny l  e (PVC). Lors  des p lasmaph6r6ses ,  des poches  en  
ma t ig re  p l a s t ique  son t  uti l is6es dans  le b u t  de conse rve r  le 
s6 rum pr41evG A l 'occas ion de t r a v a u x  ant4r ieurs ,  en 
a n a l y s a n t  les acides gras  (AG) des i m m u n o g l o b u l i n e s  G 
(IgG) 2, des i m m u n o g l o b u l i n e s  A ~ e t  des f r a g m e n t s  pa -  
pa in iques  des IgG 4 de m a l ades  a t t e i n t s  de la ma lad ie  de 
Kahler ,  nous  avons  mis  en  6vidence p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  
en  phase  gazeuse e t  ident i f i4  p a r  spec t rom6t r i e  de masse,  
u n  compos6 ~ t e m p s  de r 6 t e n t i o n  4Icy6 qui  s ' e s t  av6r6 
4t re  du  d i o c t y l - p h t a l a t e  ~. Nous  a v o n s  pu  6 tab l i r  que  ce 
p h t a l a t e  p r o v e n a i t  p r i n c i p a l e m e n t  d '6chan t i l lons  de 
s6rums a y a n t  6t6 con t enus  dans  du  ma t6 r i e l  en ma t i6 re  
p las t ique .  Nous  exposons  ici c o m m e n t  nous  avons  pu  

Tableau I. Tenenrs en DOP de prot6ines normales et my61omateuses 
provenant de r6eipients en mati6re plastique; d'un s6rum normal 
eonserv6 dans du mat6riel en verre 

AGL AG extraits AG extraits AG 
des TG des EC totaux 

IgG normMe -- 28 11 13 

IgG nly6lomateuse -- 45,77 -- 15 
(Malade Sen...) 

IgG my6Iomateuse 28,5 18,7 12,9 20 
(Malade Cap...) 

S6rum normal 1,1 1,3 10,9 4,4" 

Les pourcentages de DOP sont d6terlnin6s par le calcul automatique, 
l'aide d'un int6grateur Infotronies, des surfaces eompar6es des 

trae4s earaet6ristiques des aeides gras et du DOP sur les eourbes 
chromatographiques. AGL, Acides gras libres; TG, triglye6rides; 
EC, esters de cholest6roL 

d 6 t e r m i n e r  une  localisatioi1 du d i o c t y l - p h t a l a t e  sur  les 
I gG  norma tes  et  my61omateuses .  

Matdriel et mdthodes. Nous  a v o n s  o b t e n u  deux  types  de 
s6rums d ' u n e  p a r t  en  m61angean t  des s6rums n o r m a u x  
ne p r 4 s e n t a n t  aucune  anoma t i e  61ectrophor6t ique e t  
d ' a u t r e  p a r t  en i so lan t  des s6rums pa tho log iques  p a r  
p lasmaphdr6se .  Ces s6rums son t  conserv6s  ~ - -24~ d a n s  
des r6cipients  en  ma t i6 re  p las t ique .  Para l l61ement  n n  
lo t  de s6rums a 6t6 m a i n t e n u  dans  les m~mes cond i t ions  
d a n s  des  <~vacutainers,> en  verre .  A p a r t i r  des d i f f6rents  
s6rums les p ro t6 ines  son t  isol6es p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  sur  
r6sines 4changeuses  d ' ions  5. L ' h y d r o l y s e  p a p a i n i q u e  es t  
control4e p a r  immuno41ect rophor6se .  Les f r a g m e n t s  F a b  
e t  Fc  de l ' I g G  son t  ensu i te  purif i6s p a r  61ectrophor6se de 
zone 4 et  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  d ' a f f in i t6  s. On v6rifie la 
pu re t6  des f r a g m e n t s  pa r  immuno61ectrophor~se .  P a r  
c h r o m a t o g r a p h i c  sur  couche mince,  apr6s  e x t r a c t i o n  
l ip id ique v les acides gras l ibres  a ins i  que  les t r ig lyc4r ides  
et  les es ters  du  choles t6rol  son t  recueillis.  Ces deux  der-  
n iers  s o n t  saponif i6s ce qui  p e r m e t  de s6parer  leurs  acides 
gras. Les acides gras l ibres  son t  m6thyl6s .  Tous  les acides 
gras  son t  alors analys6s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  en  p h a s e  
gazeuse sur  appare i l  V a r i a n  1400 ~ ion i sa t ion  de f l amme.  
Leu r  iden t i f i ca t ion  s 'e f fec tue  ~ l 'aide, de  t 6moins  ana lys6s  
dans  les m4mes  condi t ions .  Le D O P  qui  a p p a r a i t  p a r m i  
les acides gras est  au then t i f i 6  p a r  u n  6 ta lon  i n t e rne  de  
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Grande- Bretagne, F-31300 Toulouse, France. 
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Tableau II. Pourcentages de DOP dans les fragments Fab et Fc de 
deux prot6ines de personnes atteintes de la maladie de KAHLER 

Fragment Fab Fragment Fc 

Prot6ines S 16,4 55,2 
(Malade Sen...) 

Prot6ines C 8 54,8 
(Malade Cap...) 

D O P  (Intersmat) .  Une  ul t ime v6rif icat ion est effectu6e par  
couplage chromatograph ie  en phase gazeuse - spec t rom6-  
t r ie  de masse (spectromgtre de masse Finnigan) d ' abord  
en ionisat ion 61ectronique classique et  enfin par  r6act ion 
ion-mol6cule en ionisat ion chimique.  

Rdsultats et discussion. Les acides gras identifigs sont  
les acides gras habi tue ls  des cons t i tuants  b iochimiques  
humains .  Le f ragment  F a b  cont ien t  de plus nombreux  
et  de plus abondants  ac ides  gras que le f r agment  Fc, ce 
qui  lalsse penser  que les acides gras seralent  pr6f6rentiel- 
l ement  adsorb6s sur les chatnes 16g6res de l ' IgG*.  Le 
D O P  appara l t  sur le c h r o m a t o g r a m m e  apr6s les acides 
gras avec un t emps  de r6tent ion sup6rieur ~ 1 h. Sa masse 
mol6culaire, d6terminde par  ionisat ion ch imique  est 390. 
Nous avons u l tgr ieurement  d6montr6 *, comme  SATO 9, 
qu ' i l  ne s 'agissai t  pas d 'une  souillure ou d 'un  ar tefact .  

Le  D O P  est  pr6sent  aussi bien dans les IgG normales  
que darts les IgG my61omateuses. Toutes  les IgG my61o- 
mateuses  ne cont iennent  pas de DOP,  mais nous voyons,  
darts le Tableau  I, que, lorsque ces IgG en renferment ,  les 
teneurs  en ce ph ta la t e  sont  plus 61ev6es que dans les IgG 
normales.  

Nous avons  essay6, en par t icul ier  sur les s6rums my61o- 
m a t e u x  de deux malades,  de me t t r e  en 6vidence la locali- 

sat ion principale du D O P  sur l ' IgG.  I1 appara i t  tr6s 
ne t t ement ,  dans le Tableau II ,  que le D O P  est Ii6 au frag- 
m e n t  Fc, ce qui  peu t  pe rme t t r e  de dire qu ' i l  est pr6f6ren- 
t ie l lement  a t tach6 aux ehalnes lourdes de l ' IgG.  

Nous avons  di t  plus h a u t  que le D O P  est un 'p las t i f iant .  
Sa liposolubilit6 a d6jA 6t6 signal6e par  MARCEL et  NOEL 10. 
WESSMAN 11 a d6montr6 qu 'u l l  autre  phta la te ,  le di6thyl-  
hexy l -ph ta la te  (DEHP) ,  6 ta i t  susceptible de contamil ler  
les protgines du s6rum et  en par t icul ie r  les IgG, les t rans-  
fusions appor t an t  aux  malades  des quant i t6s  substan-  

. tielles de D E H P .  
Dans  le Tableau  I, ilOUS consta tons  que, sauf dans les 

st6rides, les pourcentages  de D O P  t rouv6 dans un s6rum 
normal  conserv6 dans des (~vacutainers~ en verre,  sont  
inf6rieurs ~ ceux de D O P  contenu dans des IgG normales  
et  my61omateuses. 

SMITH 12 et  TURNER 13 ayan t  d6montr6 la toxicit6, 
dose 61ev6e, des plastif iants,  la g6n6ralisation, en mil ieu 
hospitalier,  du mat6riel  ~ usage unique  en mati6re  plast i -  
que  pourra i t  poser  des probl6mes. 

Nous reeherehons ac tue l lement  diff6rentes voies de 
con tamina t ion  par  les ph ta la tes  telles que le sang t rans-  
fus6 et  stock6 dans des r6cipients en PVC et  l ' ingest ion 
d 'a l iments  9 contenus dans des emballages en mati6re  
plast ique.  

8 V. NlCOLIC, J. VITIC, R. ROVlI)IC, B. STOJAKINOVIC et C. RADO- 
JIClC, Iugoslav. physiol, pharmac. Acta. 5, 201 (1969). 
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10 y .  L. MARCEL et S. P. NOEL, Lancet 7, 35 (1970). 
11 j .  WESSMAN et G. RIETZ, J. Chromatogr. 100, 153 (1974). 
12 C. C. SmTH, Archs. indust. Hyg. 7, 310 (1953). 
13 j .  H. TURIqER, J. C. PETRICGIANI, M. L. CROUCH et S. WENGER, 
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Summary. The rate  of au to-oxida t ion  of human  hemoglobin  to  methemoglob in  was measured in p lasma a t  37 ~ Hal f -  
l ives of hemoglobin  were found to be 20 h, 12 h and 7 h a t  the  oxygen  tensions of 126, 57 and 23 m m  Hg, respect ively .  

Hemoglobin ,  which is released f rom ery throcytes  
into p lasma dur ing an episode of in t ravascular  hemolysis,  
will  rapid ly  bind to a specific protein,  called haptoglobin ,  
and the  resul t ing complex  will  be t aken  up by  the  l iver  1. 
W h e n  the  binding capac i ty  of haptoglobi l l  is exhausted,  
free hemoglobin  will  e i ther  be cleared th rough  the  k idney  2, 
or i t  will be i r revers ibly  oxidized ~, a. The  resul t ing methe-  
moglobin readi ly  dissociates, and its ferr iheme groups 
will  be a t t ached  to two serum proteins  - hemopex in  and 
a lbumin  5. 

I t  has long been known t h a t  hemoglobin  is s lowly oxi- 
dized in solutions conta in ing  dissolved oxygen,  and t h a t  
the  ra te  of ox ida t ion  is enhanced by  low p H  6, ~, h igh  
ionic s t rength  6, organic phosphates  s and low oxygen  
pressure 8, 9. The  purpose of this  s t udy  was to re -examine  
the  ra te  of ox ida t ion  at  d i f ferent  tensions of oxygen,  bu t  
under  condit ions resembling those  in c i rculat ing plasma.  

Materials and methods. Oxyhemoglob in  was prepared  
f rom hemolysa tes  of s tored adul t  h u m a n  blood 10, and 
dialyzed against  several  changes of 0.9% NaC1 (final 

concen t ra t ion  100 mg/ml) .  This  solution was added to a 
normal  CPD-p lasma  at  a concent ra t ion  of 1000 mg/100 ml  
(pH 7.25 a t  37~ Pco2 41 m m  Hg). Incuba t ions  were 
per formed ill ro ta t ing  tonometers  a t  37 ~ 11. Gas mix tures  
conta ined 3.5, 8.5 and 19.0% oxygen,  in addi t ion to 
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