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Seance du 30 avril 1981

AGGLUTINATION DES PROTOPLASTES
D'EPINARD ET DE TABAC

PAR LES SERUMS DE DIFFERENTES ESPECES
DE VERTEBRES

PAR

Nicola BERNARDINI1 et Hubert GREPPIN 1

ABSTRACT

Normal sera of different species of vertebrates, including man, a bird and an amphibian, can
cause the agglutination of spinach and tobacco leaf protoplasts. Sera from different donors show
an intraspecific and possibly an interspecific variation in their capacity to agglutinate both types of
protoplasts, tobacco protoplasts being always agglutinated to a higher degree than spinach
protoplasts. Agglutinating factors already exist in foetal calf serum; they are found in all blood groups
of the human ABO system and their level is independent of the sexe of the donor. The immunization

of rabbits by the injection of an aqueous spinach leaf extract results in a shift towards higher
values of the agglutinating titre of the sera for either spinach or tobacco protoplasts. Compared to
the normal serum from the same animal, the immune serum agglutinates both types of protoplasts
to a higher degree at most of the dilutions, except the first (y4) and sometimes the second one (%).
In these two cases the degree of protoplast agglutination observed is lower than that caused by the
normal serum, possibly as a consequence of an inhibition of the agglutination resulting from an
excess of the serum agglutinating factors, including the newly formed antibodies.

Au cours de ces dernieres annees des informations contradictoires sont parues
au sujet des reactions d'agglutination, provoquees par les serums et les immun-
serums de lapin, sur les protoplastes de certaines plantes.

Une interaction entre un ou plusieurs constituants du serum de lapin non-
immunise et les membranes vegetales a ete constatee par Billecocq et coll. [1]; ces

auteurs ont observe que, avant toute immunisation, le serum de lapin agglutine les

chloroplastes d'epinard par Taction d'« anticorps naturels » contre des « antigenes »,
situes dans la membrane limitante de ces organites.

Selon un rapport subsequent de Hartmann et coll. [2], le serum de lapin non-
immunise ne provoque pas Tagglutination des protoplastes de differentes especes

vegetales et apparemment ne presente pas, envers le plasmalemme des protoplastes,

1 Laboratoire de Physiologie vegetale, Universite de Geneve. 3, place de l'Universite.
CH-1211 GENfiVE 4.
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le meme comportement qu'envers la membrane externe chloroplastidiale. Par contre,
selon ces auteurs, l'immunisation des lapins par l'injection de protoplastes de Tune

ou l'autre de ces plantes provoque l'apparition dans les serums d'anticorps qui
agglutinent les protoplastes de ces differentes especes par des reactions homologues
et heterologues dont l'intensite n'indique pas une specificite particuliere.

Les resultats presentes par Strobel et Hess [3] semblent aussi demontrer qu'il
est possible d'utiliser le serum de lapin pour des reactions d'agglutination d'origine
immunitaire. Ces auteurs utilisent la fraction des globulines de serums et d'immun-
serums precipitee par (NH4)2 S04 ä 50% de saturation. Iis decrivent l'agglutination
des protoplastes de canne ä Sucre par une solution de cette fraction serique, pour
autant que le lapin ait ete immunise par l'injection d'une proteine specifique.

Larkin [4] obtient des resultats qui contredisent aussi bien ceux de Hartmann
et coll. que ceux de Strobel et Hess. II soutient que, d'apres ses observations, le

serum de lapin ainsi que celui d'autres mammiferes, aussi bien eutheriens que meta-
theriens, possede, avant toute immunisation, un ou plusieurs composants non identifies

provoquant (parfois de fagon irreguliere) I'agglutination des protoplastes de

differentes especes vegetales. D'autre part, ce ou ces facteurs d'agglutination sont
precipites avec d'autres globulines, ä partir du serum de chat non-immunise, au

moyen de (NH4)2 S04 ä 45% de saturation. En outre cet auteur affirme que l'immunisation

du lapin par les protoplastes de tabac, effectuee soit par voie intraveineuse,
selon la technique de Hartmann et coli. [2], soit par voie intraperitoneale (avec

adjuvant complet de Freund) et sous-cutanee ou intra-musculaire, n'influence pas
ou influence de maniere negative le pouvoir d'agglutination du serum envers les

protoplastes de tabac.

Dans le present travail nous avons compare, par la methode des dilutions seriees,
le pouvoir d'agglutination des serums non-immunises de plusieurs especes de ver-
tebres sur les protoplastes d'epinard (Spinacia oleracea) et de tabac (Nicotiana
tabacum). Pour certaines de ces especes les essais ont porte sur les serums de
plusieurs donneurs. afin d'etudier la variation de la teneur en facteur(s) d'agglutination

ä l'interieur d'une meme espece. Nous avons egalement reexamine l'effet de

l'immunisation sur le pouvoir d'agglutination du serum de lapin vis-ä-vis des

protoplastes.

MATERIEL ET METHODES

Isolation des protoplastes des feuilles d 'epinard et de tabac

Les plantes ont ete cultivees et les protoplastes ont ete isoles comme precedem-
ment decrit [5]. Les protoplastes prets ä l'utilisation ont ete mis en suspension ä

une concentration d'environ 5 x lCF/ml dans une solution de pH 7,2 composee de

Tris-HCl 50 mM, MgS04 40 mM et respectivement NaCl 335 mM pour l'epinard et
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310 mM pour le tabac. Aux osmolarites de ces solutions les protoplastes sont stables;
ils ont au microscope optique un contour net et tendu et supportent sans eclater

une agitation moderee.

Preparation des serums

Les serums frais ont ete prepares en laissant coaguler le sang entre 4 et 5 heures

ä temperature ambiante. Apres elimination du caillot ils sont centrifuges pendant
10 min. ä 3000 x g pour eliminer les hematies residuelles puis chauffes 30 min. ä

56° C pour inactiver le complement [2]; ils sont conserves ä — 25° C jusqu'ä
utilisation.

Apres chauffage quelques echantillons ont ete lyophilises et ensuite reconstitues

avec de l'eau distillee. Plusieurs essais nous ont montre que les serums reconstitues

ont le meme pouvoir d'agglutination que leurs contreparties congelees. Les serums

lyophilises obtenus commercialement de Nordic Immunology (Londres) ont ete

reconstitues avec de l'eau distillee, chauffes 30 min. ä 56° C et utilises immediate-

ment ou apres congelation.
L'osmolarite de tous les serums, frais ou reconstitues, a ete consideree egale k

celle d'une solution de NaCl 150 mM. En consequence, dans la majorite des cas,

l'osmolarite des serums a ete ajustee ä celle des suspensions de protoplastes en

ajoutant aux serums un volume egal d'une solution d'ajustage de pH 7,2 composee
de Tris-HCl 100 mM, de MgS04 80 mM et de NaCl, 520 mM pour les serums
utilises pour l'epinard et 470 mM pour ceux utilises pour le tabac. L'ajustage de l'osmolarite

par cette methode s'obtient par une dilution du serum de 'A; il s'ensuit que
la plus faible dilution de serum utilisee apres melange v/v avec la suspension de

protoplastes est de %. Des dilutions finales de 'A ont ete parfois utilisees en ajoutant

au serum lyophilise un volume egal ä celui de depart d'une solution d'ajustage
d'une concentration appropriee en sels. La lyophilisation permet d'obtenir aussi des

concentrations finales du serum superieures k Celles du serum non dilue.
Une fois l'osmolarite d'un serum ajustee, toutes les autres dilutions seriees v/v

ont ete effectuees avec les memes solutions que celles utilisees pour les suspensions
de protoplastes.

Preparation de / 'extrait antigenique

L'extrait antigenique de feuille d'epinard a ete prepare et concentre, selon la

methode precedemment decrite [6], ä partir de feuilles de plantes cultivees dans les

memes conditions que pour l'obtention des protoplastes. Pendant sa preparation
cet extrait a ete debarrasse des debris cellulaires et d'un grand nombre de chloro-
plastes, gardes intacts grace ä l'osmolarite elevee du milieu d'extraction, par centri-

fugation pendant 10 min k 10 000 x g. Vu le temps relativement court et la faible
vitesse de centrifugation, cet extrait, outre les proteines cytoplasmiques solubles, doit
contenir diflferentes fractions membranaires.
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Preparation des serums et des immunserums de lapin

Nous avons utilise quatre lapins dont les serums, testes contre l'extrait
antigenique d'epinard par la methode d'Ouchterlony [7] appliquee comme precedem-
ment decrit [6], ne montraient pas d'arcs d'immunoprecipitation.

Deux animaux numerates 1 et 3 ont ete soumis ä l'immunisation par l'extrait
antigenique d'epinard tandis que les deux autres numerates 2 et 4 n'ont subi aucun
traitement. Le sang de ces animaux a ete preleve ä plusieurs reprises de la veine
externe de l'oreille et les serums ont ete prepares comme dejä decrit.

Tous les animaux ont ete saignes 30 jours avant le debut du programme d'im-
munisation et encore une fois le jour meme de son commencement. Les serums
non-immunises, ainsi obtenus, sont designes par les sigles SNX(I) et SNX(II), les

numeros romains indiquant l'ordre chronologique des prelevements et la lettre x

representant le numero du donneur. Les lapins 2 et 4 ont ete saignes une troisieme
et derniere fois 30 jours apres le debut de la procedure d'immunisation, les serums
non-immunises recoltes etant designes respectivement SN2(III) et SN4(II1).

Au deuxieme prelevement de sang l'immunisation des animaux 1 et 3 a debute
selon le programme suivant:

— au 1er jour, une injection intramusculaire de 2 ml d'extrait antigenique d'epi¬
nard contenant 20 mg/ml de proteines solubles emulsionne avec 2 ml d'adju-
vant complet de Freund;

— au 30e jour, une injection par voie sous-cutanee d'l ml du meme extrait emul¬

sionne avec 1 ml d'adjuvant incomplet de Freund;

— au 40e jour, une injection par voie sous-cutanee d'l ml du meme extrait sans

adjuvant.

Des echantillons de sang ont ete preleves au moment de la 2e et de la 3e injection,

ainsi que 7 jours apres cette derniere et les serums obtenus au cours de l'immunisation

ont ete designes respectivement: SI1(III), SI^IV) et SIj(V) pour l'animal 1 et

SI3(III), SI3(IV) et SI3(V) pour l'animal 3.

Techniques immunologiques

L'apparition d'anticorps contre les antigenes solubles de l'extrait de feuille d'epinard

a ete detectee par la technique d'immunoelectrophorese, appliquee selon des

modalites precedemment decrites [6].

Tests d'agglutination

Les tests d'agglutination ont ete effectues en chambre humide, ä temperature
ambiante, dans des puits decoupes dans des gels d'agar 2% isoosmolaires avec la

suspension de protoplastes [5]. Pour chaque dilution de serum teste, 4 gouttes ont
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ete melangees dans un puits avec 4 gouttes de la suspension de protoplastes. Pour

chaque serum 7 dilutions seriees v/v, allant de % ä V«. ont ete testees. Le degre

d'agglutination a ete determine ä l'oeil nu et au microscope (grossissement 40 fois),

apres 60 min. ä temperature ambiante et agitation toutes les 15 min.
Le degre d'agglutination a ete evalue selon une echelle subjective allant de 1 ä 5

etablie d'apres le double critere de la proportion de protoplastes lies en agregats et

du volume et du nombre de ceux-ci [5]. Les numeros 4 et 5 correspondent ä une

agglutination de 90% ou plus des protoplastes en gros agregats, mais pour le

numero 5 la grande taille de ceux-ci en reduit le nombre ä 20 ou moins par puits.
Les signes + et - sont utilises pour indiquer les degres intermediates entre les

valeurs entieres de l'echelle.

Chaque experience d'agglutination a ete repetee trois fois en effectuant la totality

des essais indiques de faqon ä tester tous les serums en meme temps sur un

meme lot de protoplastes fraichement prepares.
Le titre d'agglutination d'un serum est defini comme le denominateur de la

fraction de un qui represente la plus forte dilution v/v ä laquelle l'agglutination des

protoplastes est encore facilement detectable (degre d'agglutination > 1). Nous avons
choisi d'exprimer le titre par le nombre de dilutions seriees v/v necessaires pour
obtenir cette dilution. Ce chiffre correspond au logarithme en base 2 du titre du

serum qui peut done etre obtenu en elevant 2 ä une puissance egale ä ce chiffre.

RESULTATS ET DISCUSSION

A. Comparaison interspecifique et intraspecifique
du pouvoir d 'agglutination des serums de differents vertebres

Les resultats de cette experience sont resumes dans la table 1. II apparait que
les serums d'un relativement grand nombre d'especes de vertebres contiennent, ä la

dilution finale de 'A, une quantite süffisante d'un ou peut-etre plusieurs facteurs

capables d'agglutiner les protoplastes de tabac et assez souvent aussi ceux d'epi-
nard; mais ä cette dilution les serums de certains individus donnent des resultats

negatifs tant avec le tabac qu'avec l'epinard. Cependant une reaction negative

n'implique pas necessairement qu'il y ait absence dans un serum du ou des facteurs

d'agglutination, mais simplement qu'ä la dilution utilisee leur concentration est trop
faible pour la provoquer. Chez toutes les especes dont on a teste le serum de

plusieurs individus on remarque une variability intraspecifique de la teneur serique en
facteurs d'agglutination. Elle peut parfois, comme chez le poulet, etre tres impor-
tante. II faut neanmoins remarquer que dans ce cas, les animaux utilises, dont le

serum avait un fort pouvoir d'agglutination, provenaient d'un meme elevage, alors

Archives des Sciences, Vol. 34, fasc. 2, 1981. 16
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Table 1

AGGLUTINATION DES PROTOPLASTES D'EPINARD ET DE TABAC

PAR LES SERUMS DE DIFFERENTES ESPECES ANIMALES

ESPECE DONNEUR DEGRE D'AGGL. DEGRE D'AGGL. TITREtt TITREtt
EPINARD TABAC ANT1-EPINARD ANTI-TABAC
Formule t Formule t

SINGE (L*) 1 2*0 4,3,2,1,0 2 5

BREBIS (L) 1 2*3,2,1,0 S, 5,5,4,3,1,0 7

3,3,2,1,0 3,3,3,2,2,1,0 5 7

RAT (L) 1 0 0 - -
0 3,3,2,1,0 - 5

RAT (F*) 1 0 lto 2

0 3*^2 ,1,0 4

3 0 2^0 - 2

4 0 1,1,0 - 3

5 0 1*0 2

COBAYE (L) 1 0 0 " "

BOEUF (L) 1 3,3,1,0 3,3 ,2*2*2,1,0 7

FOETUS DE VEAU {L) 1 2,2,0 3 3,2,it 1,0 6

POULET <L) 1 0 0 - -

POULET (F) 1 5,3?1,0 5,5,4,1^0 5

5,4,2,0 5,5,3t1,0 5

3 5,4^2,0 5,5,3,0 4

4 5,5,4tlto 5,5,5,3,1,0 5 6

CRAPAUD (F) 1 0 0 _ _
(Xgnopus laevis) 1,1,0 2,1,0 3

3 0 0 - -
4 0 2,1,0 3

Table 1

t Les chiffres correspondent aux dilTerents degres d'agglutination determines selon I'echelle subjective

d'estimation decrite dans « Materiel et methodes ». Les signes + et - indiquent les degres
intermediaires entre les valeurs entieres de l'echelle. Le premier chiffre donne le degre d'agglutination

observe pour une dilution finale du serum de 'A. Les autres chiffres representent dans l'ordre
les valeurs obtenues pour les dilutions seriees v/v successives.

tt Le titre d'agglutination est exprime ici par le nombre de dilutions seriees v/v effectuees pour
obtenir la plus forte dilution ä laquelle l'agglutination des protoplastes est encore detectable. Le
titre du serum est obtenu en elevant 2 ä une puissance egale ä ce chiffre.

* L serum commercial lyophilise reconstitue; F serum frais congele.
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que le serum lyophilise ä pouvoir d'agglutination nul avait ete obtenu commerciale-
ment. Quant ä la variability interspecifique eile semble aussi exister, mais le nombre
relativement restreint d'individus testes ne permet pas de l'affirmer avec certitude.

En regle generale, tous les serums qu'agglutinent les protoplastes d'epinard
agglutinent ä un plus fort degre et/ou jusqu'ä un titre plus eleve ceux du tabac (voir
aussi table 2 et 3). D'autre part, beaucoup de serums donnant des resultats negatifs
avec l'epinard reagissent ä un plus ou moins faible degre avec le tabac tandis que

Table 2

AGGLUTINATION DES PROTOPLASTES D'EPINARD ET DE TABAC PAR LES SERUMS HUMAINS

GROUPE DONNEUR SEXE AGE DEGRE D'AGGL. DEGRE D'AGGL. TITRE** TITRE**
SANGUIN (ANNEES) EPINARD

Formule*
TABAC

Formule*
ANTI-EPINARD ANTI-TABAC

A 1 f+ 43 1.0 3,1,0 2 3

2 m 46 1,0 3,lt0 2 3

3 f 39 2tl,0 3?2tl,0 3 4

4 m 47 3,2,1,0 — 4 -
5 f 44 2,0 — 2 -
6 — — 1,0 — 2 "
7 m 53 1,0 -- 2 "

B 1 0 2*1*0 _ 3

2 m 44 0 2,1,0 - 3

3 m 39 1,0 3,2,1,0 2 4

4 f 30 1,0 — 2 -
5 m 40 1,0 — 2 -
6 f 66 0 — -

0 1 __ 2,1^0 3,2^2,1,0 3 5

2 f 46 1,0 3,2^1,0 2 4

3 m 39 3^2^1,0 4,4,2tltl,0 4 6

4 m 43 0 2,1,0 - 3

5 f 26 2tlto — 3 -
6 tn 52 ITITO 3 -

AB 1 __ __ 1,0 2^2,0 2 3

2 f 26 2^1,0 3t3,lt0 3 4

3 f 24 2,1,0 4,3^2^0 3 4

4 m 33 iti7o — 3 -

Table 2

* Les chiffres correspondent aux differents degres d'agglutination determines selon 1'echelle subjective

d'estimation decrite dans « Materiel et methodes ». Les signes + et — indiquent les degres
intermediaires entre les valeurs entieres de 1'echelle. Le premier chiffre donne le degre d'agglutination

observe pour une dilution finale du serum de 'A. Les autres chiffres representent dans l'ordre
les valeurs obtenues pour les dilutions seriees v/v successives.

** Le titre d'agglutination est exprime ici par le nombre de dilutions seriees v/v effectuees pour
obtenir la plus forte dilution ä laquelle l'agglutination des protoplastes est encore detectable.

t f femelle; m male
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l'inverse n'est jamais vrai. Nous ne pouvons pas donner une explication de ce phe-

nomene, mais il faut remarquer que les protoplastes de tabac sont de taille sensible-

ment inferieure ä ceux d'epinard et montrent une tendance ä se prendre spontane-
ment en agregats, facilement dissociables par simple agitation.

Enfin on observe un assez fort pouvoir d'agglutination dans le serum de foetus

de veau; ceci montre que des facteurs responsables de l'agglutination des

protoplastes peuvent dejä exister avant la naissance.

Dans nos conditions d'experience, pour un meme serum teste sur differents lots
de protoplastes en bon etat et suffisamment nombreux, nous avons le plus souvent
obtenu la meme formule d'agglutination. Les plus forts ecarts enregistres, par rapport
ä l'estimalion la plus frequente, ont ete d'une unite, aussi bien pour les degres

d'agglutination que pour le titre. Aucune des combinaisons serum/protoplastes des

differentes especes animales et vegetales testees n'a donne, au cours de la repetition
des essais, les resultats parfois positifs et parfois negatifs rapportes par Larkin [4]

dans certains cas. D'autre part, celui-ci affirme que le pouvoir d'agglutination du

serum non-immunise de lapin sur les protoplastes de tabac peut, selon les

experiences, etre superieur ou inferieur ä celui exerce sur les protoplastes d'autres especes

(ble ou avoine). Or, comme nous l'avons precedemment remarque, nous avons
constamment observe une plus forte agglutination des protoplastes de tabac par
rapport ä ceux d'epinard avec tous les serums donnant une reaction positive, ceci

etant vrai aussi pour les serums d'homme et de lapin (tables 2 et 3). La difference
des techniques utilisees et la non-identite des combinaisons testees ne suffisent peut-
etre pas ä justifier les divergences entre nos resultats et ceux de Larkin. Une comparai-
son plus poussee n'est pas possible puisque, dans ce cas, cet auteur ne presente
malheureusement pas des donnees experimentales suffisamment explicites et
completes.

B. Agglutination des protoplastes par les serums humains

Les conclusions que l'on peut tirer de cette experience (table 2), effectuee sur

un assez grand nombre d'individus d'une meme espece, coincident avec Celles dejä
mentionnees pour les autres especes testees.

Pour l'homme aucun des serums essaye sur le tabac n'a donne des resultats

negatifs, mais ä la dilution de 'A les serums de quatre donneurs (Bl, B2, B6, 04)
n'ont pas agglutine les protoplastes d'epinard. Nous avons lyophilise deux de ces

serums, le Bl et le B6, et nous les avons reconstitues de maniere ä obtenir une dilution

finale de Vi au lieu de 'A. Dans ces deux cas nous avons alors observe une

agglutination des protoplastes d'epinard, dont le degre etait de 2 pour le serum Bl
et de 1 pour le serum B6. Ceci montre qu'une reaction negative n'implique pas
necessairement une absence totale du ou des facteurs d'agglutination.

Les chiffres de la table 2 indiquent aussi qu'il n'existe aucune correlation entre
le sexe du donneur et le taux serique du ou des facteurs d'agglutination, mais ä
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cause de l'eventail restreint des äges de la majorite des donneurs, il n'a pas ete
possible d'etudier revolution eventuelle de la concentration de ces facteurs en fonction
de 1'äge.

L'examen du pouvoir d'agglutination des serums en fonction du groupe san-

guin des donneurs montre que les facteurs d'agglutination sont presents chez les

individus de tous les groupes sanguins du type ABO; vu le nombre relativement
faible des echantillons testes, il n'est pas possible de tirer d'autres conclusions.

C. Effet de I'immunisation anti-epinard sur le pouvoir d'agglutination
des serums de lapin

L'immunisation du lapin, par les extraits de feuille d'epinard, provoque une
nette augmentation du titre d'agglutination du serum envers les protoplastes d'epinard

et de tabac (table 3). Cette augmentation est correlee k la progression de

l'immunisation et k l'augmentation du taux d'anticorps anti-epinard dans le serum
du lapin (fig. 1).

Dans les serums preleves 10 jours apres le premier rappel antigenique (SI1(IV)
et Si3(IV)), on constate une augmentation d'au moins deux unites dans le titre pour
l'epinard et d'au moins deux unites dans le titre pour le tabac par rapport aux
serums non-immunises. Du fait que les serums n'ont ete testes que sur sept dilutions
seriees, allant de Z* ä 1/2-0e, on n'a pas pu, dans certains cas, mettre en evidence des

changements de titre qui depassaient peut-etre deux unites.

La valeur des titres ne se modifie pas apres le deuxieme rappel antigenique dans
les serums du cinquieme prelevement, mais pour le lapin 3 on observe, par rapport
au serum de la prise precedente, une augmentation d'environ une unite dans le

degre d'agglutination de toutes les dilutions employees, ce qui semble indiquer que
le taux d'anticorps est encore en train de croitre.

Par rapport aux serums non-immunises, l'immunisation provoque l'augmentation

du degre d'agglutination des protoplastes de toutes les differentes dilutions, ä

l'exception de la premiere (%) et parfois de la deuxieme dont les degres d'agglutination

restent inchanges ou diminuent. Ceci provoque le deplacement des

maximums d'agglutination vers des plus fortes dilutions. A la premiere et parfois ä la

deuxieme dilution, l'agglutination est apparemment inhibee par un exces des agents
agglutinants, conformement au phenomene de zone pouvant dans ce cas etre expli-

que d'apres la theorie dite du « reseau » de Marrack. Cette inhibition s'observe
chez le tabac, qui est generalement plus reactif, seulement ä partir du 4e prelevement,

done apres le premier rappel antigenique, tandis que chez l'epinard eile est

dejä observable des le troisieme prelevement.
Nos resultats sont en complete contradiction avec ceux avances par Larkin [4]

qui n'observe jamais, apres immunisation et independamment de la technique uti-
lisee, une augmentation du titre des serums ou de leur degre d'agglutination aux
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COMPTE RENDU DES SEANCES

AGGLUTINATION DES PROTOPLASTES D'EPINARD ET DE TABAC PAR LES SERUMS DE LAPINS

NON IMMUNISES ET EN COURS D'IMMUNISATION ANTI-EPINARD

DESCRIPTION DEGRE D'AGGL.
EPINARD
Formulet

DEGRE D'AGGL.
TABAC

Formulet

DILUTIONS v/vtt
CORRESPONDANT
AU MAX.D'AGGL.

ler prSlövorent

Neri immnisfe

2Öme prl£venent
30 jours apr&s ler
Ncn ijiniinisg

3Öme prfilövanent
30 jours apr£s 2öne
Imnunisatlcn en cours

4me pr16vanent
10 jours aprös 3äme

Imnanisaticn en cours

5äne prfilövsnent
7 jours aprSs 4&ne
Umunisaticn en oours

5,5,4; 2^2/I/O

4,4,4,3,3,2,2

4,4,4,3,3,272

e* 2

t* 2

e 2

t 2

e 2 et 3

t 2 et 3

e 3,4,5 et 6

t 3

e 3,4,5 et 6

t 3

ler prfelöverent

Ncn iimunis<§

2&ne prglSueroent
30 jours aprös ler
Ncn irmunisS

3äne pr^lävenent
30 jours apr§s 2Öme

Ncn innunis£

5,4,37l70

5,4,3,1,1,0

ler prölövenent

Ncn ianunisfi

2ÖTE prölövanent
30 jours aprös ler
Ncn innunisö

3Srae prfilSvgoent
30 jours aprös 2Öce

Iimunisatlcn en cours

4öme prölövement
10 jours aprös 3&ne

Innunisaticn en cours

5Öroe prölövarent
7 jours aprös 4öme

Irmunisatlan en oours

2,3,3,3,1,1,0

3,4,4,4,4,1,0

e 2 et 3

t 2

e 2 et 3

t 2 et 3

e 3

t 2 et 3

e 4

t 4 et 5

e 4 et 5

t 3,4 et 5

ler prölöveient

Ncn irnnunisö

2&ne prSlävenent
30 jours aprös ler
Nan inrunisö

3öme prölövement
30 jours aprös 2öne
Nan ifimunisö

5,4,2,1,0

e 2

t 2

e 2

t 2

e 2

t 2
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Fig. 1. — Immunoelectrophorese de l'extrait antigenique de feuille d'epinard revele par les serums
du lapin 1 non-immunise et en cours d'immunisation. Les sigles en marge des rigoles indiquent le
serum utilise: SN, II, serum non-immunise, immunoprecipitation nulle; SI, III, serum ä 30 jours
du debut de rirrununisation, reactions d'immunoprecipitation positives, mais relativement faibles
(reaction primaire); SI,IV et SI,V, serums immunises apres rappels antigeniques, reactions
d'immunoprecipitation positives indiquant un taux eleve d'anticorps (hyperimmunisation en cours). Des resul-
tats semblables ont ete obtenus pour le lapin 3.

plus faibles dilutions. Cet auteur soutient avoir parfois meme remarque une baisse

dans le titre du serum, suite ä l'immunisation. Pour expliquer ces resultats on pour-
rait envisager un eventuel manque de reponse immunitaire de la part des animaux
employes, vu que cet auteur n'a pas teste leur etat d'immunisation par des tech-

Table 3

t Les chiffres correspondent aux differents degres d'agglutination determines selon I'echelle subjective

d'estimation decrite dans « Materiel et methodes ». Les signes — et — indiquent les degres
intermediaires entre les valeurs entieres de I'echelle. Le premier chiffre donne le degre d'agglutination

observe pour une dilution finale du serum de V*. Les autres chiffres representent dans l'ordre
les valeurs obtenues pour les dilutions seriees v/v successives.

tt Les chiffres representent le nombre de dilutions seriees v/v effectuees. La dilution correspon-
dante du serum est obtenue en elevant 'A ä des puissances egales ä ces chiffres.

t * Le titre d'agglutination est exprime ici par le nombre de dilutions seriees v/v effectuees pour
obtenir la plus forte dilution k laquelle l'agglutination des protoplastes est encore detectable.

* e epinard; t tabac.
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niques immunologiques, mais le manque de reponse immunitaire n'explique tou-
jours pas l'importante diminution des titres qu'il a parfois observee, car chez nos

lapins non-immunises on ne retouve pas, au cours du temps, de telles variations
dans le pouvoir d'agglutination du serum (table 3). La question est done ouverte.

Nos resultats montrent aussi que les effets de l'immunisation anti-epinard sur
le titre et le degre d'agglutination des serums ne sont pas d'une specificite particu-
liere, car ils sont tout aussi evidents sur les protoplastes de tabac que sur ceux d'epi-
nard. Ceci n'est pas surprenant, vu le large nombre de sites antigeniques que les

plasmalemmes des deux especes doivent avoir en commun. Dans ce cas nos
observations semblent recouper Celles de Hartmann et coli. [2] pour les protoplastes de

Vicia et de soja. Toutefois, au lieu d'utiliser comme temoins les serums des don-
neurs avant l'immunisation, ces auteurs ont employe un serum commercial dont
le pouvoir d'agglutination nul peut eventuellement s'expliquer par la variability
intraspecifique que nous avons mise en evidence. Ce choix inadequat du temoin ne

permet pas de distinguer entre, d'une part les effets de l'immunisation sur l'aggluti-
nation des protoplastes et d'autre part les effets dus aux facteurs d'agglutination
preexistants. Vu la non-specificite de l'augmentation du titre suite ä l'immunisation
anti-epinard, on ne peut pas exclure une eventuelle participation au phenomene
d'anticorps produits contre l'adjuvant complet de Freund utilise autant par nous

que par Larkin. En effet l'adjuvant complet de Freund contient des mycobacteries
tuees pouvant peut-etre provoquer une reponse immunitaire envers des antigenes

qu'elles auraient en commun avec la membrane plasmique des protoplastes. Des

essais sont actuellement en cours pour tester cette eventualite.
La nature des facteurs responsables de l'agglutination des protoplastes par les

serums non-immunises artificiellement n'a pas encore ete determinee. La faible
evidence qui existe actuellement semble indiquer qu'il s'agit de macromolecules
multivalentes appartenant probablement aux globulines seriques [4], Ces macromolecules

pourraient agglutiner les protoplastes soit par des reactions du type lectine-hydrate
de carbone, soit par des reactions du type antigene-anticorps, on encore nar d'antres
interactions d'un type inconnu.

Dans le premier cas, il faut admettre la presence de lectines [8] soit dans le

serum soit dans le plasmalemme de la cellule vegetale. Les lectines du serum auraient
une affinite pour des ligands glycosidiques qui seraient exposes ä la surface des

protoplastes mais absents ou caches dans les cellules du donneur. Par contre, les

lectines du plasmalemme seraient typiques des cellules vegetales et reagiraient avec
des glycoproteines multivalentes du serum, ces lectines pouvant etre, comme
propose par Larkin [4], des ß-lectines [9].

Dans le deuxieme cas, les facteurs responsables de l'agglutination des

protoplastes seraient des anticorps provenant d'une immunisation naturelle contre
certains antigenes presents, peut-etre en quantite variable, ä la surface du plasmalemme
d'un grand nombre de cellules vegetales.
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