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INTRODUCCId

Les dades que presentem en aquesta reunio vcnen a esser tin avanc

sobre el treball que hom realitza a la Unitat d'Irnmunologia del Servei

d'Hematologia i Irnmunologia de l'Hospital de la Santa Creu i de Sant

Pau de Barcelona.

Les presentem arnb la doble finalitat de donar a coneixer a116 que hom

fa per tal d'intentar de trobar la interaccio amb altres grups del pals,
i de provocar la discussio sobre aquests temes. En certa manera es podrien
considerar com una introduccio per a la Taula Rodona, i en la present
publicacio apareixen forca resumides per tal de no restar importancia
al motiu principal de la reunio que es la Taula Rodona. A mes a mes,
es tracta de treballs que en conjunt no estan madurs per a una publicacio
formal i que seran publicats ((in extenso)) en el seu dia.

llintre dels projectes que tenim a la Unitat d'Innnunologia ocupa
tin hoc important 1'estudi de les immunoglobulines. En la primera fase,
que es factual, el treball consisteix gairebe exclusivarnent a engegar i per-
feccionar rnetodes i a obtenir reactius irnmunolbgics en quantitat i qua-
litat adequades per al futur treball. Aquests reactius son principalment
antiserums especilics per als diversos tipus de cadenes de les immunoglo-
bulines (anti-z., )„ i factors del complement (C', i C'2).

MATERIAL. I Mi:TODES

Fraccionalnent de les immunoglobulines

Fins aquest moment hens aconseguit d'a'illar la IgG, la IgA i la IgM
pures a partir del serum huma normal.

Per a l'obtencio de la IgG i la IgM hone empra els mateixos passos
inicials i horn pot aprofitar el mateix lot de serums per a obtenir aquestes
dues immunoglobulines.

Cal mesclar tin voluDL de serum huLna normal and) till volum igual

d'aigua destillada i afegir hi tin volum de solucio saturada tie sulfat ambnic
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(4,05 M), tot tenint cura d'agitar suaument per tal de no provocar l'apa-

rici6 d'escuma. Hom deixa tot plegat dues hores en un bany maria a

37 °C, amb agitaci6 suau. A continuac16 hom ho sotmet a una centrifu-

gaci6 de 30 minuts a 4000 r.p.m. Hour redissol el precipitat en la meitat

del volurn original de serum amb solucio salina isotonica i horn el repre-

cipita mitjan^ant l'addici6 d'un volurn igual de soluci6 0,5 saturada

(2,025 M) de sulfat amonic i una incubaci6 d'una hora, a 37 °C. Des-

pres de centrifugar durant 30 minuts a 4000 r.p.m., hom redissol el

precipitat en un quart del volurn original de scrum amb solucio salina

isotonica 11, 14, 22 La fraccib resultant es passada per una columna de

Sephadex G-5o previament equilibrada amb amortidor de fosfats o,o! M,

pH 8 23. La fraccio amb contingut proteic es passada per una columna de

DEAE-Sephadex equilibrada amb amortidor de fosfats o,o! M, pH 8 10. 12, 18

En aquestes condicions la IgG passa directainent a traves de la columna

i forma la primera fraccib, abans de procedir a 1'eluci6.

Per a l'obtenci6 de la IgM hom parteix tambe del segon precipitat.

Una vegada redissolt, hom el passa per una columna de Sephadex G-5o

previament equilibrada amb soluci6 salina isotonica. Hour dilueix la

fraccib amb contingut proteic amb 15 volums d'aigua freda i hom la deixa

a la nevera durant 24 hores 11. Passat aquest temps hour la centrifu-

ga a 4 °C amb centrifuga refrigerada durant 30 minuts a 4000 r.p.m.

El precipitat es redissolt amb un volurn reduit de soluci6 salina isotonica

i passat per una columna de Sephadex G-too equilibrada aulb soluci6

salina 11. 23, 24. 28. La primera fraccib obtinguda a la sortida d'aquesta co-

lumna Cs passada per una altra columna de Sephadex G-ro prcviaulent

equilibrada amb amortidor de fosfats 0,015 M, pH 8. La fraccio anrb

contingut proteic cs passada per una columna de DEAL.-Sephadex previa-

ment equilibrada amb el mateix amortidor i eluida successivanlent aiiib

amortidors de fosfat 0,05 M, pH 8, o,! M, pH 8 i 0,25 M, pH 8. La IgM

es obtinguda amb la fraccio eluida amb amortidor 0,25 M, pH 8 12.

Per a l'obtenci6 d'IgA ha estat ernprada la precipitaci6 anrb sulfat de

zinc tal com la recoutanen VAERMAN i HEREMLvNS 211. El sobreuedant cs

passat per una columna de G-5o previament equilibrada anrb amortidor

d'acetat anionic o,o! M, pH 7 i a continuaci6 aplicat a una columna de

DEAE-Sephadex equilibrada amb el nlateix aniortidor. La IgA es eluida

anrb acetat amonic o,2 M, pH 7.
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RESULTATS

5

Estudi de les fractions obtingudes

Les immunoglobulines obtingudes amb aquests fraccionaments tenen
la puresa suficient per a la major part d'aplicacions i son les que han estat
emprades fins ara. Per a immunitzacions prolongades potser caldria aca-
bar-les de purificar passant-les per una columna de CM-Sephadex.

Per al control de la puresa d'aquestes fraccions han estat emprats els
metodes d'immunodifusio simple, d'immunoelectroforesi, d'immunodifu-
sio radial (MANCINI) i d'electroimmunodifusio (LAURELL) amb antiserum
hurna total i antiserums monospecffics per a les diverses immunoglobu-
lines. Possiblement aquests metodes no son prou sensibles per a detectar
petites quantitate de proteTnes contaminants, les quals poden posar-se en
evidencia despres en el curs d'una immunitzacio; caldria emprar metodes
mes rcfinats, els quals impliquen 1'6s d'isotops radioactius.

El metode que ens ha permes de tenir resultats quantitatius mes re-
produibles i a la vegada s'ha demostrat com mes sensible es el de LAURELL,
el qual metode esta molt ben descrit 15. Per a estudiar la IgG cal emprar
la modificacio suggerida per B. WEEKE 30.

Oblencio (le scrums especifics

Les immunoglobulines aIllades han estat emprades per a l'obtencio
de serums potents i abundants per a la immunitzacio de conills, rates
i cabres. Les pautes d'immunitzacio han estat similars en tots els animals.
La mes estandarditzada es la dels conills i consisteix en una primera in-
jeccio subcutamia d'i mg de proteina en i ml de solucio salina barrejada
amb i ml d'adjuvant complet de Freund fent una emulsio. Als io dies
hour administra una altra injeccio igual que la primera en un Hoc diferent
de 1'animal. Al cap de 7 dies horn obte la primera sagnia. Cal deixar
reposar 1'animal uns 20 dies i injectar-li en dos dies successius i mg de
proteina en solucio salina, la primera intraperitoneal i la segona intra-
venosa. Set dies despres hone practica una sagnia per puncio cardfaca.

L'obtencio d'antiserums especifics per a les cadenes x i X, fins ara ha
estat aconseguida per immunitzacio amb proteTnes de Bence-Jones obtingu-
des a partir d'orines de inielomes per fraccionament amb DEAE-Sephadex.

47



6 J. VISAS - J. LL. RODRIGUEZ - P. GARCIA

Preparacio i utilitzacio d'immunoabsorbents

La purificacio dels serums obtinguts es un aspecte al qual hem dedicat

una atencio especial perquc creiem que per a la utilitzacio futura d'aquests

anticossos en tecniques immunol6giques fines (anticossos marcats, fixacio

i transfer de C',, etc.) es de vital irnportancia comptar amb reactius d'es-

pecificitat ben definida.

L'absorcio d'anticossos per antigens solubles presenta certes dificultats

i mai no es tan perfecta cony l'obtinguda amb antigens no solubles. A mes,

en el primer cas generalment no es possible recuperar 1'antic6s absorbit.

Per aquest motiu hem utilitzat en totes les absorcions immunoglobulines

insolubilitzades 1. 2, 19, 21. Deis metodes assajats, el que ens ha donat millors

resultats es el basat en 1'6s del glutaraldehid.

El glutaraldehid, a pH 7, es fa reaccionar amb la proteina que es vol

insolubilitzar.

Corn a exemple donarem la pauta seguida per a la insolubilitzacio de

la IgG:

a) 500 mg d'IgG son diluits en io nil d'amortidor de fosfats o,1 M,

PH 7-
b) Tot agitant, horn afegeix 2 ml de glutaraldehid al 2,5 %.

c) Un cop obtinguda la insolubilitzacio horn yenta el material, per

centrifugacio, anlb solucio salina amortida.

Aquests imrnunoabsorbents conserven les caracterfstiques antigcniques de

la proteina nativa. Per a llur utilizacio emprenr dos metodes distints:

la centrifugacio o la colurnna.

Per al primer, un cop s'ha deixat reaccionar alnb

un antiserum determinat, se separa per centrifugacio. Si born pretenia

nomes d'eliminar del seruru determinats anticossos ja no cal fer res mes.

Pero si interessa recuperar l'anticus fixat a l'imulunoabsorbent, cal fer

una elucio del complex aulb amortidor de glicina-tor o,1 NI, pH 2,8.

Aquest amortidor dissocia l'anticbs de 1'antigen i s'aprofita aquesta pro-

pietat per a obtenir, per centrifugacio, 1'anticos en el sobrenedant. 'I'an

aviat coil resulta possible, cal neutralitzar a P11 7.2 am[) fosfat trisodic.

L'amortidor utilitzat per a l'elucio no es innocu per a 1'antic6s i per

aixb cal que hi estigui en contacte el minim de temps possible. Aquest

detall ens indui a adoptar el metode d'elucio a l'operacio en colmuiia.

En el metode d'absorcio i elucio en colurnna que Heil ideat, aprofitem

1'efecte de gel filtracio per a reduir a un minim el temps en que 1'antic6s

esta en contacte anib 1'amortidor d'elucio. Horan prepara una columna
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cromatografica i l'omple fins a un cert nivell amb Sephadex G-5o; a sobre
horn deixa sedimentar l'immunoabsorbent juntament amb una quantitat
de G-5o que permeti a les particules d'immunoabsorbent de quedar se-
parades les unes de les altres. Un cop preparada la columna es pot fer
servir diverses vegades. Cal procedir de la forma seguent:

a) Hom renta la columna amb amortidor d'eluci6 fins que no dbna
densitat optica a 280 ^tm.

b) Hom renta amb solucio salina amortida a pH 7,4-
c) Hom fa passar lentament el serum a absorbir.
d) Hom torna a rentar la columna amb solucio salina fins que l'eluent

no presenti densitat optica a 280 ^tm.

e) Hom elueix amb amortidor de glicina-clor.

f) Hom recull els tubs que presenten proteIna, detectable per D.O.
a 280 ^tm.

g) Hom renta la columna amb solucio salina.
h) Hom pot tornar a comencar per uc».

Cal que l'alcada del G-5o que ve a sota de l'immunoabsorbent sigui sufi-
cient, altrament (fig. i) part de l'anticos sortira amb amortidor d'elucio,
que es precisainent el que es tracta d'evitar. En la figura 2 es veu com
l'anticos ha sortit netament distanciat de l'arnortidor de glicina.

Nosaltres creiem que amb aquest metode I'anticos queda exposat a les
condicions d'eluciO un minim de temps. Gracies a la propietat del gel
emprat (Sephadex G-5o), aixi que una nrolecula d'anticos s'ha dissociat,
a causa del seu pes molecular elevat, avanca per la columna arnb mes rapi-
desa que les sals d'amortidor i aviat es distancia de la zona d'elucio. Aixi
l'anticos no recta mai exposat a condicions mes drastiques que les neces-
saries per a la seva dissociacio de 1'antigen. Creiem els comunicants que
per aquest procedinient obtenim anticossos eluIts anib Ilurs propietats
biologiques molt ben conservades.

Fixacid i transfer del factor primer del complement (C'1)

Aqucst es un procediment ideat per a poder dernostrar un nombre
molt baix de molecules d'anticos sobre hematies o altres antigens par-
ticulats. Priuierament fou posit a punt per RAPP i BoRSOS', basats en
els treballs de MAYER, RAPP i BoRSOS a, -1, 6, H, 9, 20, 25 i altres. Posterior-
ment ha estat aplicat a algun estudi concret per COI:rEN, RAPP i BOR-
SOS 19, `' i per I.INSCOTA- 17. 18.

Es sabut que els factors del complement reaccionen successivament
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amb el substrat antigen-anticos de manera sequential 20, tal com expressa
l'esquema seguent:

a) E+A EA
b) EA + C', EAC'1
c) EAC'1 + C'4 EAC'14
(l) EAC'14 + C'2 > EAC'142
e) EAC'142 + C '3 >- EAC '1423

f) EAC '1423 + x"'.56799 -"- Lisi

Essent: E: Eritrocit

A: Anticos

C': Complement , amb subindex que indica cada un dels factors.

La reaccio «b» requereix ions Ca++, i la ad», ions Mg++.

En realitat els eritrocits en 1'estat EAC'742 son inestables i decauen de
nou a EAC',4. Per altra banda, amb EDTA es possible treure el C'1
d'aquestes hematies. Aixo fa que sigui possible prcparar eritrocits en
estat EAC', que serveixen de substrat per a detectar C'1.

El C'1 que es troba en el complex EAC', es molt estable a M 0,067,
pero es pot dissociar facilment a M 0,15. El C'1 dissociat segueix essent
actiu i to una gran afinitat per als flocs EAC'4, que el capten molt efi-
cacnlent 6.

RArr i BoRSOS han aprofitat aquestes peculiaritats de la reaccio dels
diversos components del complement per a polar a punt un luctode que
permet quantificar molt exactalnent el C'1.

El mctode consisteix a fer reaccionar el complex antigen-anticos (eri-
trocits amb anticos) anib un exces de C'1 en condicions optilnes de tem-
peratura i forca ionica. En les mateixes condicions horn renta per centri-
fugacio per a eliminar tot el C'1 no reaccionat.

El C', es dissocia en un medi amb forca ionica mes elevada (0,15 M).
Per a quantificar el nonlbre de Molecules de C'1 en el sobrenedant bout
cnnpra coin a substrat eritrocits EAC'4. Despres hone afegeix C'2 i a coin-
tinuacio es fan reaccionar amb un exces de complement anlb ED'I'A (que
iutpedeix les reactions ubn i udn). A partir del nonlbre final d'eritrocits
lisats bout pot calcular el nombre de Molecules de C'1 fixades ais primers
eritrocits. Aquest nletode es d'una sensibilitat tan gran que perniet gairebe
de detectar una niolccula de C'1 i adhuc una nnolccula d'anticos per
eritrocit 3.

Per a estudiar anticossos que estan combinats amb la superficie de
1'eritr6cit, pero que no fixen C',, hone pot ennprar el recurs de fer reac-
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cionar aquests eritrocits amb serums antiglobulina (que pot esser especific

per a una determinada classe) i aixi transformar els flocs amb anticos en

fixadors de C'1. D'aquesta manera hom pot quantificar molt finament, fins

a molt poques molecules d'anticos per eritrocit, i al mateix temps definir

la classe a que pertany. Es compren que aquest tipus de metode sigui de

gran interes en l'estudi de les anemies hemolitiques.

Per a engegar aquest metode ha calgut obtenir C'1 i C'2 lliures d'altres

factors de complement. Aquests factors han estat obtinguts a partir de

serum de conill d'lndies per fraccionament amb columnes de DEAE-Se-

phadex i CM Sephadex, tot treballant sempre a baixes temperatures. Ha

calgut ajustar les conditions de treball per a aquests productes ja que

els treballs originals es refereixen a DEAE i CM cellulosa, la qual to

propietats una mica diferents'• 26. Presentein diverses corbes d'elucic cro-

matografica per a illustrar aquest punt.

Tambe han estat preparats diversos lots d'eritrocits amb anticos i C'4

(EAC'4) que, guardats al refrigerador, poden esser emprats en experiments

durant diversos dies'.

Amb aquests productes han estat fets diversos assaigs de fixacio i trans-

fer quantitatiu dc C'1. Pensem aplicar aquest metode a l'estudi de les ane-

mies hemolitiques. En la literatura ja hi ha exemples d'aplicacio d'aquest

metode a 1'estudi d'anticossos anti-eritrocit 8, 13, 17, 27
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