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La formation du complexe antigene-anticorps au sein du
plasma preleve chez le lapin sensibilise, et enrichi en thrombo-
cytes, provoque Tagglutination de ces elements ( i, 2, 3 ).
Nous avons etudie ce phenomene et precise son mecanisme.

T E C H N I Q U E S

Des lapins adultes, d'un poids moyen de 2 kg,, ont servi a nos experiences,

A. - Sensibilisalion des lapins

Trois jours consecutifs, les animaux ont regu trois semairies avant la saigiiee,
5 nnl, de blanc d'oeuf de poule dans le tissu sous-cutane du cou, Cette technique
d'immunisation a provoque chaque fois l'apparition d'anticorps anti-ovalbumine.

La reaction antigene-anticorps est obtenue en mettant le plasma des animaux
sensibilises au contact d'une solution renfermant le blanc d'oeuf natif dilue
extemporanement par NaCI a 0,9 %, a des concentrations variant de 2 a 0,02 %,

B. - Preparation des plaquettes

Le sang est preleve soit a la seringue par ponction intracardiaque, soit par
saignee a la carotide a l'aide d'une canule paraffinee et immediatement citrate
a 2 %. Le plasma est debarrasse des hematies et des leucocytes par une premiere
centrifugation a 3,000 t,p,m,, durant 5 minutes, Une seconde centrifugation
poursuivie durant 20 minutes nous permet d'en isoler les plaquettes, Ces elements
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sont mis en suspension dans une solution aqueuse de NaCl a 0,9 %, citratee a
2 %, puis laves avec cette meme solution. Us sont resuspendus ensuite dans NaCl
aq. isotonique et soumis a un second lavage, a l'aide de ce Hquide ( 4 ) .

La concentration elevee de citrate ( 2 % ) est necessaire si l'on veut laisser
intacte la morphologie des thrombocytes.

C. - Examens microscopiqties

Une goutte des diverses preparations a ete deposee sur un porte-objet et
recouverte d'line lamelle couvre-objet. Elle a ete examinee au microscope de
contraste de phase, a des grossissements variant de 960 a 1920 diametres.

D. - Retraction du cailtot

La retraction du caillot est mesuree selon la technique de MacFarlane ( 5 ).
Le sang, preleve dans une seringue paraffinee, est recueilli dans des tubes coni-
ques gradues, a raison de 1,5 ml. par tube. Chacun d'eux contient 0,5 ml. de
liquide physiologique ( temoin ) ou 0,5 ml. de la dilution d'ovalbumine. Ces
tubes referment une fine tige de verre recourbee qui plonge dans le sang coagule.
Apres une heure de sejour a 37° C, le caillot est retire a l'aide de la tige et le
serum exsude est ainsi facilement mesure.

RES ULTATS

1. — Plasma provenant d'tin animal normal

Le melange de la solution d'ovalbumine et d'un plasma
normal soit citrate a 0,38 ou a i %, soit heparine a raison de
100 a 500 unites/ml., par ailleurs riche en thrombocytes prove-
nant d'un animal normal, n'est suivi d'auciine agglutination
plaquettaire, quelle que soit la duree pendant laquelle l'obser-
vation se prolonge. Le melange de l'ovalbumine a un plasma
normal citrate a 0,38 %, debarrasse de ses plaquettes et addi-
tionne de thrombocytes provenant d'un lapin sensibilise, ne
provoque pas davantage l'agglutination de ces elements.

2. - Plasma provenant d'tin animal sensibilise

L'addition d'ovalbumine a du plasma citrate a 0,38 % ou
heparine a 100 un./ml. provenant d'un animal sensibilise pro-
voque Tagglutination des thrombocytes qui y sont suspendus,
quelle que soit l'origine de ces derniers: animal normal ou
animal sensibilise.
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a ) L'examen repete du plasma dans lequel se deroule la
reaction antigene-anticorps permet de suivre la formation de
ces agglutinats. L'observation du phenomene est facilitee par
l'utilisation de faibles concentrations d'ovalbumine, la reaction
se deroulant plus lentement.

Le premier phenomene visible a l'examen microscopique
est la formation d'un precipite filamenteux, d'apparition d'au-
tant plus precoce et de volume d'autant plus grand que la con-
centration du blanc d'oeuf est plus elevee. Puisqu'aucun preci-
pite analogue ne s'observe au sein des plasmas normaux addi-
tionnes d'ovalbumine, il est legitime de conclure que celui-ci
correspond a la formation du complexe antigene-anticorps. La
richesse en precipitines specifiques du plasma de lapin sensi-
bilise est d'ailleurs bien connue.

L'accroissement progressif de ce reseau protidique au sein
du plasma d'animal sensibilise se double bientot d'une sur-
charge en plaquettes qui lui sont intimement accolees. Les
agglutinats sont done toujours mixtes: plaquettes et precipite
proteique. Cette agglutination n'implique aucune destruction
des thrombocytes dont la morphologie reste parfaitement re-
connaissable. Aucune lyse plaquettaire n'a ete constatee pen-
dant l'heure que dure notre observation ( Tableau i ).

b ) Quel est le mecanisme de l'agglutination plaquettaire?
La surcharge du precipite en plaquettes est-elle un phenomene

TABLEAU I
Conditions dans lesguelles se forment les agglutinats plaguetlaires.

Plasma

N S

-1-
+

+

+
+

Ovalbumine

+
+
+
+

Piaquettes

N S

+
+

+
+

+
+

0

0

oui
oui
0

0

N: Provenant d'un animal normal,
S: Provenant d'un animal sensibilise.



291

grossierement mecanique ou correspond-elle a un processus
biologique? Autrement dit, les plaquettes sont-elles entrainees
dans les mailles du reseau que Ton voit progressivement se
condenser en amas distlncts ou bien, au contraire, viennent-
elles s'y accoler comnie elles adherent a des levures ou a des
bacteries en suspension dans du plasma ?

Deux experiences nous permettent de repondre a cette
question, i ° ) Si Ton ajoute les thrombocytes a un plasma
citrate a 0,38 %, alors que la formation du precipite a deja eu
lieu, on les voit s'accoler a ce precipite. II se forme ainsi des
agglutinats mixtes comparables en tout point a ceux que Ton
observe lorsque les plaquettes sont presentes avant l'adjonction
de l'ovalbumine. Si, au contraire, la concentration en citrate
de ce plasma a ete portee a 2 %, le precipite prealablement
forme ne se chargera d'aucune plaquette.

Ce reseau se comporte done vis-a-vis des plaquettes comnie
une surface etrangere. Pour que ces elements s'y accolent, il
est necessaire que le plasma qui les baigne soit « opsonisant »
au sens que donne Roskam ( i ) a ce tenne. Autrement dit,
ce plasma doit etre capable de modifier d'une certaine fagon la
surface prealablement a l'accolement plaquettaire. En effet,
a la concentration de 2 %, le citrate de soude inbibe toute
activite opsonisante du plasma chez le lapin ( i ).

2° ) Mais quand la formation d'agglutinats est contempo-
raine de l'union anticorps-antigene, elle devient un phenomene
a la fois mecanique et biologique, l'entrainement passif des
plaquettes par le reseau en formation semblant toutefois repre-
senter alors le facteur essentiel. Comparons en effet l'evolu-
tion des pbenomenes dans un meme plasma ricbe en thrombo-
cytes, mais citrate tantot a 0,38 % et tantot a 2 % ; nous ver-
rons se constituer des agglutinats legerement moins impor-
tants dans le second cas, mais simplement parce que la vitesse
de formation du precipite est moindre. Le precipite.se charge
alors de thrombocytes, bien que, conime nous venons de le
montrer, le plasma ne soit pas opsonisant.

c ) Le chauffage a 56° C. du plasma preleve chez un ani-
mal sensibilise provoque l'apparition d'un precipite qui est eli-
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mine par centrifugation. Si le liquide surnageant est additionne
de l'antigene et d'une suspension de thrombocytes, le complexe
antigene-anticorps apparait et se garnit de plaquettes. Le com-
plement, detruit par le chauffage, ne joue done aucun role dans
la constitution des amas.

d ) Le plasma de lapin sensibilise, heparine a raison de
100 a 500 unites/ml., se comporte comme le plasma faible-
ment citrate: formation d'un precipite specifique charge de
plaquettes.

e ) La germanine (Bayer 205, Mpranyl, Suramine), a la
concentration de 2 mg/ml., accroit la vitesse de formation du
precipite et en augmente la masse. L'agglutination plaquet-
taire y est plus importante.

f ) Le salicylate de soiidc a la concentration de 0,2 %,
tout comme le citrate de soude a 2 %, diminuc la vitesse dc
formation du precipite. L'importance du reseau proteique est
momdre et, de la sorte, les agglutinats plaqiiettaires moins
marques.

3. — Plaqtiette.'i en solution physiologiqiie

Les plaquettes provenant d'un lapin sensibilise, centrifugees
et lavees a deux reprises, puis remises en suspension dans du
liquide physiologique additionne d'ovalbumine, ne montrent
aucune tendance a l'agglutination reciproque lorsqu'elles sont
observecs pendant 60 minutes.

Apres 4 heures, une seule des suspensions plaqucttaires
contenant 500.000 plaquettes par mm' et isolees d'un plasma
particulierement riche en anticorps, a forme des agglutinats
tres nets, groupes egalement autour d'un precipite figure ana-
logue a celui observe en milieu plasmatique. 11 faut done ad-
mettre que les anticorps ont diffuse a partir des plaquettes,
ou plutot, a partir de ce que Roskam a appale 1' « atmosphere
plasmatique » des plaquettes. Notre observation apporte done
un argument supplementaire a la conception de Roskam ( i ).

4. — Retraction du caillot

L'addition de 0,5 ml. d'ovalbumine diluec au quart, a i, s
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TABLEAU 11

Serum exude en % du volume
du sanp coaiiule

Origine du sanK • _ _.

+ NaCl a 1 "/|| + Ovalbumine

Animal normal ,..
Animal sensibilise I

2

3

51,0
60,0

53,0
52,0

51,0
0

35.0
26,5

ml. de sang d'un animal normal, ne modi fie pas I'intensite dc
la retraction du caillot. La meme quantite de serum est exsudee
que dans les tubes tenioins, ou 0,5 ml. de NaCl aq. isotonique
ont ete ajoutes au meme volume de sang.

Si le sang provient d'un animal sensibilise, la presence de
l'ovalbumine inhibe, et parfois supprinie conipletement, la
retraction du caillot (Tableau II) .

D I S C U S S I O N

1. - L'agglutination des plaquettes qui s'observe dans le
plasma des lapins sensibilises apres addition de l'antigene, ne
depend pas des thrombocytes, inais bien en ordre principal
d'un facteur present clans le seul plasma, C'est l'anticorps sus-
ceptible de reagir avcc l'antigene ajoute. Le complement ne
joue aucLin role en roccurence, puisque le plasma chauffe se
coniporte coiiiiiie le plasma normal.

La reunion de l'antigene a l'anticorps provoque l'insokibi-
lisation de ces molecules proteiques et un precipite bien visible
apparait. L'accolenient des plaquettes a ce dernier repond a
un mecanisme double: certains thromhocytes sont liiecanique-
nient entratnes dans la masse du precipite; les autres s'y acco-
lent progressivement pourvu que le plasma soit « opsonisant »
au sens de Roskam ( i ).

Le salicylate de soude, qui I'reine l'apparition du precipite
antigene-anticorps ( 6 ), limite l'accolement plaquettaire. La
germanine, qui l'accelere, provoque la formation d'amas throm-
bocytaires plus voUiniineux.
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L'addition de sedormid au sang des patients affectes de
purpura thrombopenique par sensibilisation a cette substance
provoque egalement l'agglutination, puis la lyse des throm-
bocytes de ces malades. La formation prealable d'un complexe
entre les plaquettes et le sedormid est obligatoire pour que
s'observe en presence des anticorps specifiques, la formation
d'amas thrombocytaires. Les plaquettes sont, dans cc cas par-
ticulier, le substrat proteique auquel s'unit le radical haptenique
sedormid pour constituer l'antigene reactionnel ( 7 ).

Pareille participation directe et necessaire des plaquettes
a la constitution de l'antigene n'est pas obligatoire pour que
s'observe leur agglutination. Celle-ci est en effet, dans nos
experiences, independante de la constitution intime des agents
proteiques interesses dans la formation du complexe antigene-
anticorps.

2. - Nos travaux anterieurs ( 8 ) nous ont permis d'etablir
qu'il n'existe aucune relation entre la liberation de I'histamine
constitutive des plaquettes et l'agglutination reciproque de ces
elements. Si la reaction antigene-anticorps s'accompagne egale-
ment chez le lapin d'une liberation de I'histamine plaquettaire
( .3i 9; f* ), la cause de ce phenomene ne doit pas etre davan-
tage cherchee dans l'agglutination des thrombocytes. En effet,
cette liberation est inhibee par le chauf fage du plasma a 56° C ,
sans que soit alors reduite la formation des amas plaquettaires.
Apres reaction antigene-anticorps, nous observons d'ailleurs
un accolement des thrombocytes a un precipite proteique plutot
qu'une agglutination reciproque de ces elements.

3. - Les experience d'Ackroyd ont montre que la retraction
du caillot est inhibee lorsque Ton ajoute du sedormid au sang
du sujet sensibilise a ce medicament. Cette inhibition est due a
un& destruction des plaquettes. Celle-ci ne s'observe pas des
qu'un anticoagulant est ajoute au milieu ( 7 ). Nos experiences
ne nous permettent pas d'affirmer que dans le sang coniplet,
dans les conditions ou nous recherchons la retraction du caillot,
il n'y a pas de destruction plaquettaire lors de la reaction anti-
gene-anticorps. Une autre hypothese peut toutefois etre soule-
vee pour expliquer la diminution de retraction du caillot: la
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fixation des plaquettes sur le precipite resultant de la reaction
antigene-anticorps Ies rendrait inaptes a se fixer sur la fibrine
et a entrainer la retraction du caillot.

4. - La thrombopenie qui accompagne le choc anaphylac-
tiqiie du lapin ne depend pas d'une destruction des plaquettes,
mais de leur agglutination, puis de l'arret dans les differents
territoires capillaires des amas ainsi formes ( i ).

Comment s'effectue Tagglutination plaquettaire apres in-
jection intraveineuse de l'antigene chez l'aninial sensibilise?

Elle peut soit dependre d'un accolement de ces elements
aux parois vasculaires jouant le role d'organe de choc ( 1 1 ) ,
soit etre secondaire a la formation in vivo du precipite speci-
fique. Aucun fait n'etablit la realite de ce dernier mecanisme.
Tout au plus peut-on legitimement en supposer l'existence chez
le lapin, animal producteur de precipitines a des taux plasma-
tiques eleves.

RESUME

r. - Chez le lapin, la reaction antigene-anticorps qui se
deroule au sein du plasma entraine la formation d'agglutinats
mixtes composes d'un precipite proteique et de plaquettes.

2. - La constitution de ces agglutinats mixtes depend essen-
tiellement d'un entrainement passif des plaquettes par le pre-
cipite en formation; pour autant que le plasma soit « opsoni-
sant », les plaquettes s'y accolent secondairement.

3. - La presence de ces agglutinats entraine une diminu-
tion de la retraction du caillot.
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