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sera to 1: 4 usually lost the activity for induction of conges- 
tions and hemorrhages, although the P activity was not. 
affected. 
Results obtained on the properties of P factor were sum- 
marized in table 2. Heating sera at 56~ for 30 rain 
abolished the activity, but no significant effect was ob- 
tained in heating sera at 45 ~ for 30 min. Dialysis of the 
serum did not remove the activity. To discover whether the 
factor had affinity to cell surface membrane, absorption 
experiments were performed. The activity was completely 
removed by kidney ceils and erythrocytes at 37 ~ but not 
significantly at 0 ~ or 25 ~ Spleen cells also removed the 
activity significantly, but not completely at 37 ~ Hetero- 
phile antibodies to guinea-pig cells were removed by these 
absorptions, as reported by other reseachers 4. Treatment of 
sera with 2-ME abolished the activity at a final concentra- 
tion of 0.1 M. Diphenhydramin-HC1 and SBTI had no 
effect on the activity, which was in agreement with the 
results obtained by Edler and Wilhelm 1. Fractionation of 
the serum through Sephadex G 200 showed that the activity 
was demonstrated mainly in 19 S fraction. As seen in 
table 2, comparisons of the properties between the P and N 
factor obtained in our l~boratory, and from the litera- 
ture 1-9, indicated that these 2 factors were almost similar. 
Such results were speculated already by Edler et al. 1 and 
Klemperer et alP. However, no attempts to prove the 
relationship between these had been performed. Time 
course studies revealed that these 2 factors acted in the 
different phases; the P factor acted in the early stage and 

the N factor acted in the later stage. Whenever the P 
activity was removed or abolished by the pretreatments, no 
N activity was observed. Therefore, it seemed to be plau- 
sible that the P factor of PF/Nat  played as an initiator 
followed by the activation of some unknown factors to 
develop to skin necrosis. 
The long-lasting permeability factor in sera of some 
patients with IgG monoclonal gammapathy was previously 
reported 1~ and it was easily distinguished from PF/Nat  by 
its long-lasting activity, resistance to heating at 56 ~ and 
belonging to the IgG fraction. 
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Etude comparative de l'effet de la thymosine et d'un extrait de cultures cellulaires 6pith61iales thymiques sur la 
production d'anticorps 

Comparative study of the effect of thymosin and supernatant from epithelial thymic cells on antibody production 
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Summary. A thymic extract (TE) was preparated from supernatant of mice thymic epithelial cultures according to the 
purification of thymosin. TE and thymosin stimulated, in vitro, the immune response of mouse against sheep red blood 
cells. 

Les cellules thymiques 6pith61iales sont g6n6ralement con- 
sid6r6es comme la source des facteurs de diff6renciation 
des cellules souches h6matopoidtiques en lymphocytes T. 
Cependant, la relation entre ces facteurs et des extraits de 
cultures cellulaires 6pith61iales reste impr6cise. 
Darts notre travail nous avons compar6 le pouvoir de 
stimulation sur la production d'anticorps, in vitro et in vivo, 
de ees extraits et de la thymosine. Les extraits ont 6t6 
pr6pards ~t partir de surnageants de cultures cellulaires 
6pith61iales selon la technique employde pour l'isolement 
de la thymosine. 
Matdriels et mdthodes. Cultures de cellules 6pith61iales 
thymiques. Les thymus pr61ev6s sur des souris mgdes Swiss 
ag6es de 30 jours sont trait6s par la collag6nase (0,05%) puis 
par la trypsine (0,25%) 3. Les fragments thymiques, d6bar- 
rass6s des lymphocytes, sont r6partis/t la surface de flacon 
de culture (Flacon Falcon, 30 ml) avec une fine pellicule de 
milieu de culture (milieu 199+ 10% de s6rum de veau). Ce 
milieu est remplac6 au bout de 48 h. Apr6s 4 jours de 
culture nous observons un tapis cellulaire complet; nous 
rempla~ons le milieu nutritif. Apr~s 8 jours de culture 
+37~ nous raclons d61icatement le fond du flacon; le 

milieu contenant les cellules en suspension est alors centri- 
fug6 (700xg; 15 min), le surnageant est pr61ev6 pour 
l'extraction et le culot contenant les cellules 6pithdliales est 
utilis6 pour la v6fification de la structure des cellules en 
microscopic 61ectronique. Parall61ement aux cultures cellu- 
laires 6pith~liales thymiques, nous r6alisons dans les 
mames conditions des cultures de cellules de rein de souris. 
V6rification de la structure cellulaire 6pith61iale en micros- 
copie 61ectronique. Le culot obtenu comme il a 6t6 d6crit 
pr6c6demment est trait6 pour l'6tude en microscopic 61ec- 
tronique (solution de glutarald6hyde : acide osmique : 
r6sine). Apr6s solidification, les coupes, faites /t l'ultrami- 
crotome Reichert, sont 6tudi6es au microscope Siemens 
Elmiskop 1 A. 
Pr6paration des extraits. Nous avons utilis6 des thymus de 
veau; l'extraction et la purification de la thymosine sont 
faites �9 4-6 , selon la technique de Goldstem et coll. resum6e sur 
le tableau. La pr6paration des extraits ~t partir de sur- 
nageants de cultures cellulaires 6pith61iales thymiques est 
faite selon cette m~me technique. Le surnageant obtenu 
apr6s centrifugation du milieu de culture est consider6 
comme la fraction I du tableau et nous permet d'obtenir 
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Extraction de la thymosine selon Goldstein et coll. 7'9' 11 

NaC1 9%0 

1200• g, 15 min 
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+ 80~ 15 min; 1200• g, 15 min 
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l 'extrait I. Nous avons proc6d6 de la m~me faqon/t  partir 
des surnageants de cultures cellulaires de rein (extrait II) et 
du milieu de culture initial avant utilisation (extrait III). 
Etude de la production d'anticorps in vivo. a) Pr6paration 
des animaux. Nous utilisons des souris Swiss mgdes ag6es de 
2 mois. 5 jours avant le sacrifice, les animaux reqoivent par  
injection i.p. 0,25 ml d'une suspension (11%) de globules 
rouges de mouton; un lot d 'animaux recevra uniquement 
0,25 ml d'une solution saline physiologique. Les animaux 
ayant re~u la suspension d'hdmaties sont r6partis en lots de 
5 animaux. Le lot I (t6moin) re~oit 0,25 ml par i.p. d'une 
solution physiologique durant 4 jours, les lots II, II1, IV, V 
recevront dans les m~mes conditions: 
Lot II: 0,25 ml de thymosine, fraction V (100 gg/ml  par 
i.p.), 
lot III: 0,25 ml extrait I (100 gg/ml  par i.p.), 
lot IV: 0,25 ml extrait II (100 gg/ml  par i.p.), 
lot V: 0,25 ml extrait I l l  (100 gg/ml  par i.p.). 
b) D6termination du nombre de Plaque Forming Cells 
(PFC). Le 5 e jour  les animaux sont sacrifi6s par  fracture 
cervicale, la rate pr61evde et le nombre de PFC d6termin6 
selon la technique de Mishell et Dutton v. 
Etude de la production d'antieorps in vitro. Nous utilisons 
des souris Swiss males ag6es de 2 mois. 
a) Pr6paration des suspensions cellulaires. Les rates sont 
pr61ev6es st6rilement h partir de souris intactes; ces organes 
sont dispers&s dans du milieu froid FI4. Les cellules sont 
ensuite dissoci6es et centrifug6es A 4 ~ (900 x g; 10 min). 
b) Conditions de culture. Les cellules spl6niques (1 ml) sont 
r6alis6es darts du milieu 199 (+  10% de s6rum de veau) 
selon les conditions ddcrites par Mishell et Dutton 7. Des 
globules rouges de mouton sont utilis6s comme antigone ~t 

raison de 3 • 106 globules pour 1,5 • 107 lymphocytes. Les 
cultures t6moins re~oivent 0,05 ml de solution physiologi- 
que (solvant de la thymosine et des extraits test6s); la 
thymosine et les extraits sont additionn6s /~ raison de 
100 gg/ml.  La viabilit6 est d6termin6e en employant une 
solution de bleu trypan (0,05%). 

ROsultats et discussion. Nature des cultures de cellules 
6pith61iales thymiques. Les caract6ristiques de cellules 
6pith61iales thymiques d6crites in vivo sont retrouv6es: 
pr6sence de desmosomes et de tonofilaments; certaines 
poss6dent fr6quemment des vacuoles qui contiennent un 
mat6riel dense aux 61ectrons. De plus, ces cellules possS- 
dent un ergastoplasme et un noyau dilates (figure 3). 
Effet de la thymosine et des surnageants de culture sur la 
production d'anticorps. L'extrait pr6par6 A partir du milieu 
de culture de cellules 6pith61iales thymiques (extrait I) 
montre un effet stimulateur comparable h celui obtenu 
avec la thymosine fraction V (figure 1, a). Nous n'obtenons 
aucune action ni stimulatrice, ni inhibitrice avec les ex- 
traits II et III. La figure 1, b, montre qu'il y a 6galement 
une stimulation lorsque nous rapportons le nombre de PFC 
~t 106 cellules vivantes. Nous n'obtenons pas de multiplica- 
tion lymphocytaire (figure 1, c). 
Nous avons rapport6 sur la figure 2 le nombre de PFC 
obtenu pour 106 lymphocytes in vitro. Ces r6sultats confir- 
ment ceux obtenus in vivo. L'extrait I stimule la production 
de PFC darts la m~me proportion que la thymosine. Les 
m6canismes intimes de la diff6renciation des cellules 
souches lymphoides sous l'influence du thymus sont encore 
mal connus. Qu'il s'agisse de maturation intra- ou extrathy- 
mique l 'intervention d'une hormone thymique fut sus- 
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pect6e d6s qu 'on  d6couvrit le r61e central du thymus dans 
l ' immuni t6  ~t m6diation cellulaire 8. 
L'origine 6pithdliale de ces facteurs thymiques a 6t6 soup- 
~onn6e depuis les expdriences d 'Osoba et Miller 9 qui 
greff6rent ~ des souris thymectomis6es ~t la naissance un  
thymus plac6 dans une chambre millipore laissant passer 
les substances solubles mais imperm6able aux cellules. I1 
n 'a  jamais  6t6 6tabli de relation entre des s6crdtions in vitro 
de cellules 6pith61iales et les facteurs de diff6renciation; 
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Fig. 1. Nombre de PFC obtenu apr6s stimulation antigdnique in 
vivo. Les animaux du lot I reqoivent par i.p. 0,25 ml (x 4 jours) 
d'une solution saline physiologique, les lots II, IiI, IV et V 
reqoivent dans les memes conditions 0,25 ml soit de thymosine 
(lot II), soit d'extrait de surnageant de cultures cellulaires 6pith6- 
liales thymiques (lot III) d'extrait de surnageant de cultures de rein 
de sour& (lot IV), d'extrait de milieu de culture original (lot V). 
Chaque point repr6sente le r6sultat d'une exp6rience comprenant 
5 animaux. Les r6sultats sont exprim6s en PFC/rate (a), PFC/106 
lymphocytes (b). c: nombre de lymphocytes par rate, 

cependant  des travaux rapportent l'effet d'extraits thymi- 
ques cellulaires 6pith61iaux sur diff6rents ph6nom6nes im- 
munitaires 10. Parmi les facteurs thymiques, la place fon- 
damentale  de la thymosine d 'Allan Goldstein et coll. 4-6 a 
6t6 d6montr6e d 'une part, en immunologie  sl, d 'autre part, 

�9 1 2  en endocrinologie g6nerale . 
Nous avons pr6par6 un  extrait g partir de surnageant de 
cultures cellulaires 6pith61iales selon la m~me technique 
que celle utilis6e pour l 'extraction de la thymosine. Cet 
extrait reproduit  t'effet de st imulation antig6nique de cette 
derni6re hormone (augmentat ion du nombre  de PFC). Les 
m6canismes d'action de la thymosine et de l 'extrait sere- 
blent  ~tre les m~mes, se situant non  pas au niveau de la 
multiplication des lymphocytes mais au niveau intracellu- 
laire. Dans un  travail pr6c6dent il a 6t6 montr6 une 
augmentat ion du taux de G M P  cyclique dans les pr6- 
thymocytes se diff6rentiant en prOsence de thymosine 13. 
L'6tude d 'un  m6canisme intralymphocitaire du meme type 
que pour  les thymocytes est en cours. I1 semble donc qu'h 
partir de cellules 6pithdliales thymiques en culture et par le 
m~me proc6d6 d'extraction, nous puissions obtenir  un  
produit  ayant les effets de la thymosine. 
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Fig.2. Nombre de PFC obtenu apr6s stimulation antig6nique in 
vitro. Les r6sultats sont exprim6s pour 106 cellules viables. 

a b c 

Fig. 3. Cellules ~pith61iales thymiques en culture, x 25 000. a: Pr6sence de vacuoles, b: Pr6sence de desmosomes, c: Presence de tonofilaments. 
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Catecholamines  in adult iron deficiency patients 1 
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Summary. Patients with ~iron deficiency whether  uncomplicated or associated with other  types of  anemias, had plasma 
eatecholamine levels which were significantly increased above normal  controls. Patients with a variety o f  other  anemias 
had no significant increase in cateeholamine levels. Plasma catecholamine levels in uncomplicated iron defieient patients 
approached normal  values as early as 3 h fol lowing oral FeSO 4. 

Catecholamines are thought  to play a role in influencing 
human behavior,  subsequently,  any increase in catechola- 
mines may  contribute to determining behavioral  symptoms 
such as are manifested by iron deficient patients, i.e., 
irritability, inattention, and decreased ability to concen- 
trate. 
The relationship between catecholamines and iron defi- 
ciency has recently been explored. Voorhess et al. 3 noted 
that urinary excretion or norepinephr ine  was elevated in 
children with iron deficiency. 
Therefore,  we felt it appropriate  to investigate plasma 
eatecholamine levels in adult  patients with various types of  
anemias. In the present study, we report  that patients with 
iron deficiency, whether  uncomplicated or associated with 
other anemias, had plasma cateeholamine levels that were 
significantly increased above normal  controls. However ,  
patients with a variety of  other  anemias had no significant 
increase in catecholamine levels. 

Patients selected with iron deficiency were required to 
demonstrate morphological  changes, i.e., hypochromasia,  
microcytosis, decreased serum iron, increased iron binding 
capacity, and absent bone marrow iron as determined by 
Prussian blue stain. Additionally,  an increase in hematocri t  
following oral iron therapy was noted. Patients with iron 
deficiency co-existing with other  diseases were diagnosed 
by the absence of  bone marrow iron. Patients with other  
types o f  anemias, such as chronic simple anemia,  hemolytic 
anemias, Thalassemia minor,  had normal  bone marrow 
iron stores. Epinephrine and norepinephrine were deter- 
mined employing a f luorometr ie  procedure by Haggendal  4 
with certain modifications: 1. sodium thiosulfate was used 
as an antioxidant,  and 2. dithiothreitol  as a stabilizer. 
Plasma catecholamines were expressed as Ixg/1. 
Table 1 demonstrated the serum iron, binding capacity and 
cateeholamine levels in various anemias studied. Uncom-  
plicated iron deficiency patients had a mean  value o f  

Table 1. Serum iron, iron binding capacity, and plasma catecholamine values in anemia 

Number Patients and diseases Catecholamines gg/1 Iron Total iron binding capacity 
Norepinephrine Epinephrine (~tg/dl) (~g/dl) 

10 Normal 0.5 _+0.5 0.3 _+2.0 120___60 340_+80 
14 Fe deficient 2.35 + 1.56 2.55 -+ 1.76 42 + 29 388 -+ 80 
11 Fe deficient (with other disease) 3.80-+ 2.21 2.80_+ 1.97 54_+ 44 299_+ 72 
13 Other anemias 1.53 _+ 1.36 0.91 _+ 1.00 82_+ 41 297 _+ 70 

Units expressed as _+ 1 SD. 

Table 2. Plasma catecholamine levels before and after treatment with 600 mg of ferrous sulfate 

Iron deficient patients Catecholamines (before treatment) Catecholamines (after treatment) 
Norepinephrine Epinephrine Norepinephrine Epinephrine 
(pg/1) (gg/1) (gg/1) (ttg/1) 

1 2.1 5.2 0.4 1.9" 
2 5.1 3.3 1.5 0.7** 
3 1.2 0.9 0.0 0.3*** 
4 2.3 1.6 0.6 0.2"** 
5 3.0 5.1 0.6 0.0"** 
6 1.9 1.1 0.8 0.3* 

3 h post-treatment; ** 24 h post-treatment; *** 72 h post-treatment. 


