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Dr. VINAS

Em plau de manifestar la meva satisfaccié per la preséncia en aquesta
taula del doctor BinacHI i del seu ajudant, el doctor OrioL; del doctor
ORrtiz MASLLORENS, ja ben conegut pels seus treballs immunologics, i del
doctor GRras, ben conegut a casa nostra pels seus estudis de les proteines
en general i per la immunologia en particular, i des d’ara invito els pre-
sents perqué amb llurs suggeriments, consells i critiques puguem obtenir
I'elaboraci6é de la manera més pura possible d’aquestes immunoglobulines,
especialment la IgE.

Dr. BINAGHI

La pregunta que fa el doctor Vikas es refereix a quins serien els me-
todes per a preparar aquestes immunoglobulines amb el fi d’emprar-les,
ja sia per a la preparacié d’antisérums, ja sia com a patrons de comparaci6
en fer les analisis, que en realitat és la cosa buscada per la investigacio.
Talment, per a escatir en alguns estats patologics quines sén les concen-
tracions de les diverses classes d’immunoglobulines. Evidentment, el pro-
blema s’ha complicat molt en aquests darrers anys amb el coneixement
de I'heterogeneitat de totes aquestes proteines. No es tracta ja de tipificar
I"anticos o de dosificar la IgG o la IgM, sin6 que cal anar també més lluny,
i el tipus d'investigacié per a desenvolupar en els anys vinents és el de
tipificar les distintes subclasses. Particularment en patologia humana deuen
haver-hi diverses correlacions entre la preséncia d’anticossos o de gamma-
globulina no especifica en certs estats patologics en relacié amb alguna de
les subclasses. Es a dir, ja no n’hi ha prou de dir que hi ha un augment
d'IgG en certs estats. Caldra, per a tenir idees més clares sobre 1'etiologia
i el quadre clinic, saber quines so6n les subclasses i, probablement, quins
son els tipus de cadenes L i H que es presenten, problema que el doctor
ViNas planteja per tal de disposar d’aquests tipus de reactius, d'interés
per a tots els serveis d'immunologia. Aixo és for¢a complicat i no se sap
prou bé quina és la seva evoluci6 final, perqué per a obtenir determinats
antiserums com l'anti-IgG, I'anti-IgM i I'anti-IgA hom pot emprar me-
todes de purificacié relativament simples que tothom va emprant: de
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cromatografia amb reines de bescanvi ionic, el Sephadex, etc. Pero per
a arribar més al detall i obtenir subclasses o les immunoglobulines que
hi ha en petita quantitat, caldrd emprar proteines de micloma, car és
I'inica manera de tenir-ne una certa quantitat en estat de puresa. I aixo
planteja el gran problema. Les proteines de mieloma sén individuals, i
sén particulars en relacié amb aquest mieloma, la qual cosa crea una com-
plicacié que, de moment, des del punt de vista immunoquimic, no es veu
molt bé la solucié a un nivell suficient de precisio. Tot sovint hom prepara
un antisérum contra una proteina de mieloma, i com bé fou dit durant
la presentacio, la cosa que I'animal reconeix sén aquells determinants que
hi ha en gran quantitat en aqueixa proteina, perdo que sén particulars
d’ells i no d’altres proteines, de forma que quan, després, hom fa la com-
paracié amb sérums normals, hom troba que no reconeixen certes coses
que sén importants; i, un altre problema més greu, ¢és que estandard
que s'empra determina tota la gamma de valors que es troba en funcié
d’aquests antigens especials i no en funcié de la mitjana de tots els an-
tigens. Aquest problema de moment és bastant complicat. Caldria tenir
molts mielomes i fabricar una espécie de proteina normal a partir d'una
barreja de molts mielomes. Aixo obliga a tenir una seroteca al més vasta
i al més amplia possible.

Dr. VINAS

En principi hom veu la possibilitat d’emprar dos camins. Un consistiria
en metodes de separacio especifica immunologics per a obtenir alguna
d’aquestes subclasses en quantitat raonable, almenys per a immunitzar
animals. L’altre consistiria a preparar el reactiu a partir de serums totals,
d'especificitat de «classe» genérica, per absorci6 i elucié d'aquells anti-
cossos més especifics d'una subclasse.

Dr. BINAGHI

Hi ha un procediment que ha estat emprat durant bastant de temps
i que cada vegada es fa servir més. Si hom comenga per disposar d'una
petita quantitat d'un antiserum, hom pot fer una especie d’amplificacio.
Es a dir, comen¢ar amb un sérum normal per un metode d’'immuno-
difusi6 i obtenir una certa linia. Després emprar aquest precipitat fent-ne
un tall de I'agar, per a immunitzar un animal i d’aquesta manera assolir
la preparacié d'un antiserum. Aquest métode va bastant bé en alguns
casos, perd té dificultats, com pot suposar-se. Aixo ens porta a consi-
derar que hi ha tot un aspecte pel que fa al tipus d'animal que conve
utilitzar per a immunitzar. De moment, nosaltres emprem conills perque
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és un animal comode de laboratori, que déna bastant de sang i que és
facil de criar. Conills d’indies i rates, s'utilitzen amb menys freqiiencia,
perd poden donar resultats molt interessants i les empreses comercials
que tenen interés a obtenir-ne més, utilitzen cabres. Hi ha d’altres animals
que seria molt interessant investigar car donen resultats del tot fan-
tastics. Tenim una petita experiéncia amb la immunitzacié d’ovelles, de
vaques, de cavalls. El cavall és bastant bo en general, i déna resultats que
son increibles. Actualment en dos llocs de I’America del Sud s'estudien,
en collaboracié amb el nostre laboratori, anticossos en diferents animals
i molt facilment immunitzant una ovella s’han arribat a tenir antisérums
que tenen 18, 14 i 15 mg per milimetre d’anticos precipitant, la qual cosa
és gran. A més a més, una ovella es pot sagnar molt: cada quinze dies
se li pot treure un litre de sang, aproximadament.

Dr. VINAS

Les ovelles donen més anticos que les cabres?

Dr. BINAGHI

En donen més que la cabra. Aixo és important perque permet de tenir
rapidament quantitats grans de sérum d'un animal.

Dr. GRAS

El cas del conill t¢ avantatges pero té també coses curioses. Recordo
que fa anys, en obtenir antiserum anti-gamma huma normal, trobarem
anticossos anti-gamma de conill. La reaccié creuada entre gamma humana
i de conill ¢s coneguda. Perd la meva sorpresa ha estat recent. Fa molt poc
temps que, en immunitzar conills per a estudiar la possible relaci6 entre
poder antigenic i protcblisi per proteinasa intracelular, vaig trobar-me
amb que els conills que tenia com a controls tenien anticossos anti-gamma
humana, encara que a titols baixos, tot i tractant-se de conills normals.
L’animal que va molt bé, si no es vol antisérum en quantitat, en aquest
cas per a I'albumina i la gamma humana, ¢s la gallina.

Dr. BINAGHI

Immunitzeu gallines?
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Dr. GRAS

No tenim interés a obtenir antiserums. Unicament intentem estudiar
la proteolisi per extrets de melsa, i el poder antigénic d’aquestes proteines
en distints sistemes d’animals. I I'albimina i la globulina humanes sé6n
més immunogenes en la gallina que en el conill.

Dr. ORIOL

De quina classe d’anticos es tracta, atés que una bona part de 'anticos
de la gallina no precipita en medi isotonic?

Dr. GRAS

Emprem I'aglutinacié passiva i, atés que cal emprar forca idonica ele-
vada, emprem I'amortidor corrent a major molaritat. Aquestes proves sén
fetes sense adjuvant perqué amb adjuvant tenim una série de problemes
que en aquest cas concret ¢s millor evitar. Perd per a altres coses si,
emprem I'adjuvant.

Dr. ORTIZ

En relacié a la utilitzacio d’especies distintes d’animals per a la immu-
nitzaci, hi ha dos problemes diferents. L'un és de tenir un sérum que
sigui molt precipitant, que tingui molta quantitat d’anticossos precipi-
tants, i l'altre és, com deia fa un moment el doctor Binachi, diferenciar
entre les diverses subclasses, o, potser, anar més enlla, encara. Llavors el
problema, més que de quantitat d’anticos precipitant, és de trobar una
especie que permeti apreciar diferéncies clarament, i, amb aquest fi, crec
que seria millor emprar especies més proximes a I'home. Concretament,
en refereixo als simis. Pero aixd crea un problema practic, i és que no
sempre ¢s facil tenir simis en el laboratori. Caldra estudiar quines sén
les especies de simis més facils de criar en els nostres laboratoris i quins
son els resultats que donen.

Dr. VINAS

No hi ha dubte que per a les especificitats més fines, per a les sub-
classes i per als detalls de grups son preferibles les espécies més proximes,
perque, si no, en produir millor anticos contra tota la molecula, I'especie
més distant no distingeix tan bé els detalls.
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Dr. BINAGHI

En relaci6 amb aquesta consideraci6, malgrat el seu gran interés, crec
que encara hom esta lluny de comprendre la relacié existent entre les
especies. Per al cas de les subclasses de la IgG, cal acostar-se per evitar
que l'animal reconegui aquelles coses que son comunes. Cal tenir també
en compte que en el cas particular d’alguna d’aquestes subclasses els simis
son massa proxims. Hi ha algunes coses que sén molt curioses i que no
es comprenen molt bé. Per exemple, el conill té una situacié especial entre
els rosegadors. Ha evolucionat d’'una manera diferent i reconeix coses que
altres rosegadors no reconeixen i viceversa. Evidentment el problema que
es presentard, i que ja s'esta presentant quan hom afina més la punteria
per a obtenir anticossos dirigits a certs antigens particulars, és que segons
I'espécie que hom utilitza i el metode de preparacié, és possible que s’ob-
tinguin precisament anticossos dirigits a les coses que s6n constants en
totes les molecules. Aquest ¢és un problema que estudiem ara amb el
doctor OrIOL en sérums obtinguts d’animals que han estat immunitzats
durant periodes relativament llargs, i en trobem alguns que sén realment
incomprensibles. El doctor OrioL pot dir algunes paraules sobre aquests
antiscrums que reconeixen una unica classe, per exemple, en I'’home.

Dr. ORIOL

Aquest és un problema bastant complicat. Si volem veure l'estructura
fina a la qual hom feia referéncia abans, cal tenir en compte que la part
constant de la cadena pesant és la que determina les classes i subclasses,
i que la part variable de la mateixa cadena intervé en la formacié del
lloc. Doncs bé, aparentment, la part variable té un origen genetic distint
del de la part constant i sembla tenir determinants que s6n comuns a
totes les classes de gamma-globulines. Degut a aixd trobem seérums de
conills dirigits contra gamma-globulines de conills d’Indies, que calia que
fossin especifics per a gamma, perd que precipiten 100 9, de la gamma M,
gamma, i gamma,. Quan hom busca l'explicacié resulta que és una part
comuna a totes les classes, situada en el Fd de la cadena pesant, la que
reacciona. Sembla que en el moment actual ¢s molt dificil tractar d’assolir
antiserums especifics contra una subclasse determinada, contra un tipus
o una cadena, tractant d’obtenir I'antigen normal pur. Aixo referit a ’an-
tigen normal i no al mieloma. Sembla potser més factible arribar a aquest
resultat emprant un antigen menys pur i absorbir-lo amb els factors no
desitjables. Perque¢ encara que hom tingui fraccions molt pures, sempre
hi ha determinants comuns que segueixen essent vistos per l'antisérum.
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Més encara, per exemple, tenint cadenes pesants aillades segueix havent-hi
determinants comuns entre les distintes classes de gamma-globulines.

Dr. GRAS

Es molt curi6s i objete de preocupacié que aquests determinants fossin
sempre en la part comuna. O sia, els determinants de capacitat antigénica
sén en la part comuna.

Dr. BINAGHI

En la part variable hi ha una part realment variable, i la resta és
constant, 1 aquesta constant és possible que tingui determinants.

Dr. GRAS

Crida l'atencié no haver pogut obtenir un anti-anticds auténtic. Un
anticos contra determinants especifics d’aquest anticos. No hi ha manera
d’obtenir-lo, possiblement degut a Ielasticitat que tenen aquestes parts
variables, entenent per tal el fet que l'estructura del determinant antigénic
requereix una certa fixacié estereospacial i la del determinant de l'especi-
ficitat anticos no la té. Circumstancia que constitueix probablement la
base del fenomen.

Dr. ORIOL

El lloc actiu de I'anticos cal que sigui tan rigid com el determinant
antigénic.

Dr. VINAS

L’existéncia hipotetica d’aquests anticossos seria molt dificil de de-
mostrar.

Dr. ORIOL

No tenim cap element immunoquimic per a demostrar els anti-anticos-
sos en una barreja d'immunoglobulines de distintes especificitats.

Dr. GIMFERRER

Potser per activitat biologica. Per exemple, en el cas d’'un anti-VIII
recuperant la funcié del VIIL
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Dr. VINAS

Un anticds especific per a una zona molt proxima a la zona activa
també bloquejaria 'anticos.

Dr. ORIOL

Fent anticossos anti-gamma-globulina ¢s bloquejada l'activitat, en prin-
cipi. El problema és demostrar que aquest anticos va dirigit contra el lloc
actiu. No es veu la possibilitat de demostrar aquest problema.

Dr. BINAGHI

Podria ésser possible per la inhibici6 amb antigen.

Dr. VINAS

Les subclasses de IgG poden tenir un interés biologic, i fins clinic, ja
que tenen propietats biologiques distintes. No totes les subclasses d'IgG
fixen complement. Pot tenir un interes, fins en patologia. Existeix, pero,
la dificultat de tenir antiserum.

Dr. ORIOL

En el cas de les subclasses d'IgG, hi ha potser una manera d’evitar el
problema que ha citat el doctor Ortiz, fa un moment, de manera molt
pertinent. Quan hom pren una espécie allunyada per a produir I'anticos,
aquesta espécie comenca per reconeixer totes les coses que son distintes
a ella mateixa. Entre aquestes hi ha una série de parts comunes a la
gamma G que no té res a veure amb els determinants de subclasse menys
aparents. Una manera de resoldre aquest inconvenient és prendre una es-
pécie molt proxima. Perd quan hom no té accés a especies molt proximes,
hi ha llavors un altre recurs. Hom pot injectar gamma-globulina humana
a conill. Passat un mes, el conill injectat fa anticossos dirigits contra
la IgG sense diferenciar els subgrups. Perd si hom segueix insistint, pas-
sats diversos mesos d’immunitzacio, llavors arriba un moment que el
conill comenca a veure, a més a més de totes aquelles parts comunes a
totes les subclasses d'IgG, aquelles parts que son especifiques a cadascun
dels subgrups. Llavors cal recérrer a I'absorci6. Absorbir-lo per exemple
amb proteines de mieloma de subgrup conegut, respectant l'activitat con-
tra els subgrups que hom vol obtenir. Es un cami que déna feina i pren
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molt de temps. Fins ara, hem obtingut només sérums especifics per a la
subclasse de tipus 1, amb aquest métode. Per als 2, 3 i 4, no n’hem obtin-
gut, d’'antisérums. Perd esperem d’obtenir-los.

Dr. ORTIZ

Es tracta d’una immunitzacié molt llarga?

Dr. ORIOL

Aquests conills tenien més d’un any d'immunitzacié.

Dr. BINAGHI

La immunitzacié és relativament simple. s a dir, fem una injecci6,
o dues, amb adjuvant, en un espai de 10 dies a una setmana, i, després,
un cop al mes aproximadament, li posem injeccions intravenoses i intra-
musculars a dosis petites de l'ordre de 50 a 150 micrograms cadascuna.
Aixd ¢és important: si hom empra dosis de I'ordre de milligrams, hom
acaba per obtenir antiscrum contra tota cosa haguda. Per pura que
sigui la proteina, sempre hi ha impureses. Passats 5 o 6 mesos, ¢s a dir,
després de cinc o sis injeccions, comenga a fer-se un sérum extraordinaria-
ment ric i comenc¢a a haver-hi moltissimes més coses.

Dr. VINAS

Haviem pensat que, potser, una doble absorci6 i elucié podien pro-
porcionar serums especifics de subclasse, si s'utilitzava una proteina de mie-
loma IgG,, absorbint damunt d’aquesta proteina un sérum d’aquests molt
rics com acaba de referir el doctor BiNacHI, anti-IgG, genéric, i s'elueix
el que ha combinat aquest absorbent. A continuacié aquest eluit el tor-
nem a absorbir amb un mieloma de tipus IgG,. La primera absorci6 és
per a obtenir I'anticos per a tota la proteina menys I'especific IgG,. Llavors
la IgG, podra retirar d’alli tot el que és propi per a la IgG, en general,
perd no I'anti-IgG,. Aquest hauria de quedar en el que passa a través de
I'immunoabsorbent.

Dr. ORIOL

Es possible que existeixi l'inconvenient que hom selecciona els anti-
cossos anti-IgG, o anti-IgG, amb un mieloma. Llavors es torna al ma-
teix problema que si s'immunitza directament amb proteina de mieloma.
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Dr. VINAS

No és exactament el mateix.

Dr. ORTIZ

Sassoleix diferenciar entre aquells determinants que hi ha en la IgG,
particular que hem emprat, i els que hi ha en la IgG,. Finalment no es
pot estar segur, per aquest procediment, de si la diferéncia o les diferén-
cies que sén detectades, sén les que hi ha entre la subclasse 2 o entre
determinants idiotipics d’aquell mieloma i d’aquell altre mieloma.

Dr. VINAS

En principi, si es parteix d’'un sérum obtingut amb IgG vulgar, els
anticossos dirigits a determinants mieloma seran minims. N’hi haura molts
més, relativament, dirigits a I'especific de les subclasses, que és més comu
que el que és especific d'un mieloma en particular. No hi ha dubte que
hi haura quelcom, perd és probable que hi hagi molt poc del que és
especific d'un mieloma en particular. Es distint si emprem per a immu-
nitzar una proteina de mieloma. Partint d'un sérum anti-IgG vulgar i
corrent, potser hom s’acosta molt a un sérum anti-subclasse.

Dr. RODRIGUEZ

La qiiestié dels anticossos que obté SELA en els seus treballs d'immu-
nitzacié amb polipeptids sintétics, que sembla ésser que els més acids
seleccionen els anticossos més basics i viceversa, ¢té alguna relacié amb les
subclasses d'IgG, i d'IgG,?

Dr. ORIOL

Les experiencies sén fetes en el conill i en el conill no s’han descrit
subclasses semblants a les humanes. £s conegut un sol tipus d’IgG malgrat
que hi ha unes molécules que migren electroforéticament més rapida-
ment que unes altres.

Dr. BINAGHI

En teoria, si aixd fos cert, hi hauria d’haver una diferéncia entre els
anticossos anti-IgM i anti-IgG, perqué tenen distinta mobilitat electro-
foretica. No sé si alguna persona ha estudiat aquest problema.
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Dr. ORTIZ

Alguns autors han tractat de reproduir els resultats de SELA emprant
com antigen proteines de mobilitats electroforétiques molt diferents, perd
en les condicions que ho feren no aconseguiren de trobar diferéncies.

Dr. BINAGHI

Aixo darrer es refereix a la relacié entre I'especifitat i la subclasse. La
cosa de queé parlem cau dins una mateixa classe.

Dr. VINAS

Es cert. Per a molts antigens, concretament per a una série de grups
sanguinis, hom troba l'especificitat de forma relativament homogenia en
certa mobilitat electroforética, no necessariament en certa subclasse. Aixo
és el que han vist amb l'antigen Rh (D). Si hom elueix IgG d’'una co-
lumna de CM-Sephadex, troba I'activitat anti-D en I'dltima proteina eluida,
en la que es podria anomenar la proteina més basica, d’'una manera molt
marcada. Fins hi ha algun treball que demostra com en un mateix scrum
i dins d’'una mateixa classe d'immunoglobulina, els anticossos per a certs
grups sanguinis, suposem el D, estan molt homogéniament en un lloc, i els
anti-C, per exemple, en un altre. Aixo no es refereix al fet que estiguin
en subclasses diferents. No obstant aixo, hi ha també una preferéncia per
certes cadenes en els anticossos per a certs antigens.

Dr. BINAGHI

Amb els haptens, en els conills d'fndies, i també en els que no sén
d’fndies, hi ha certament diferéncies netes.

Dr. VINAS

Sembla existir una llei general, que encara ¢és poc coneguda, perd que
sorgeix com un terreny interessant per a explorar.

Dr. GRAS

Aquests conills immunitzats, al final de la immunitzacié, ¢presenten
algun canvi en relaci6 a la natura de I'anticos? Es IgG o IgM?
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Dr. BINAGHI

L’anticos d’aquests conills és fonamentalment IgG. Ara bé, també és
de suposar que hi ha IgM. La finalitat d’aquestes immunitzacions és la
d’obtenir serums que després sén emprats en immunodifusié i aqui és,
fonamentalment, la IgG la que actua. Aquests conills tenen alguns mil-
ligrams d’anticos per mil i la concentracié que poden tenir d'IgM total
¢s molt petita.

Dr. GRAS

Si hom injecta a conills dosis relativament grans d’albiimina durant
mesos i més mesos, I'anticos és predominantment IgM. Es mercaptoetanol
sensible.

Dr. ORIOL

Aixo deu dependre una mica de I'antigen que hom utilitza.

Dr. BINAGHI

¢En quines concentracions es troba aquest anticds mercaptoetanol sen-
sible?

Dr. GRAS

No ho sé exactament. Es possible que sigui de I'ordre dels miHigrams.
Si hom immunitza el conill persistentment amb dosi constant d’antigen
poc immunogenic durant mesos i mesos, I'anticos és predominantment IgM,
el qual determinem en percentatge. Anticos total i anticos mercaptoetanol
sensible, mesurat per aglutinaci6. Com antigen utilitzem albimina de
bou o albiimina humana.

Dr. BINAGHI

Sembla molt relatiu el que respecta a la resposta secundaria. Preparem
correntment macroglobulina de rata i el métode que emprem és una res-
posta secundaria perque ens déna millors resultats.
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Dr. GRAS

Es com un cicle: comenga per la IgM i acaba en la IgG. Si la resposta
és intensa, aixd ho fa rapidament. Si l'estimul és petit, per més temps
que sigui sostingut, sembla que es manté en la IgM. El cicle pot repetir-se.
Per exemple, un conill hiperimmunitzat enfront d’'un antigen molt im-
munogénic (particulat) que es manté a nivell baix i tot d’'una, per aug-
ment brusc de la dosi, dona una resposta evident. Aquesta resposta ¢s
predominantment IgG, o sigui mercaptoetanol resistent. Si aquests ma-
teixos conills se’ls deixa estar sense cap estimul antigénic i després de
dos o tres mesos son tornats a immunitzar amb una sola dosi petita, hom
veura regularment IgM.

Dr. ORTIZ

Crec que seria interessant que fos determinada la identitat de la classe
a la qual pertany l'anticdos per alguna cosa més que la resisténcia al
mercaptoetanol. En la resposta d’'un animal immunitzat llargament amb
un material antigénic tan complex com una proteina, probablement hi
ha anticossos no solament de diferents especificitats siné pertanyents a
classes molt distintes, la resisténcia o susceptibilitat de les quals a la re-
duccié6 amb mercaptoetanol no depén solament d’'ésser IgG o IgM. Els
anticossos IgA son sensibles en part al mercaptoetanol i en altra part
sén resistents.

Dr. VINAS

Convindria coneixer exactament l'especificitat d’aquests anticossos. No
perqué vagin dirigits al mateix antigen, per exemple, la gamma-globulina,
han d’anar dirigits als mateixos determinants.

Dr. GRAS

L’interessant ¢s que si hom immunitza encara que sigui amb una bar-
reja antigénica, inicialment I'anticos és mercaptoetanol sensible, i després
amb aquesta mateixa barreja en el moment que es té el conill inhibit,
la resposta a un augment brusc de la dosi no és mercaptoetanol sensible,
sind que és resistent, la qual cosa indica que no és que respongui una
céHula distinta siné la mateixa poblacié cellular inhibida. Aquest mateix
conill deixat sense estimul antigenic, si quatre o cinc mesos després es
torna a estimular amb aquesta mateixa barreja, respon altra vegada pre-
dominantment com mercaptoetanol sensible.
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Dr. ORIOL

Sempre soén injectats per via intravenosa?

Dr. GRAS

Si, per via intravenosa, a fi de fer la difusié més uniforme. Si hom hiper-
immunitza amb antigen particulat 0 amb antigen que tingui una resposta
optima inicial, passa rapidament a mercaptoetanol resistent i hom pot
seguir aquests conills mantenintlos en aquest estat d’hiperimmunitzacié
i amb escassa mortalitat. En canvi, amb antigen soluble, amb l’albtimina
humana, antigen pur, poc immunogénic per al conill, els conills immu-
nitzats persistentment durant mesos, moren en quantitat amb lesions
d’amiloidosi magnifiques, i unes melses grossissimes amb resposta predo-
minantment d’IgM.

Dr. VINAS

Podriem deixar aquest tema i passar a discutir aquestes pautes d’'im-
munitzacié que han preconitzat especialment els famosos Ishizakas i que
nosaltres no hem provat. Consisteixen a immunitzar amb un antigen impur.
Penso concretament en el cas de la IgE, que ens interessa moltissim i que
de moment no hem atacat. Si hom assolis IgE amb certes impureses, hom
podria intentar aquestes pautes destinades a inhibir la resposta a les
impureses, amb antigen donat en excés, simultaniament, per via intra-
venosa. O alternativament amb anticos.

Dr. BINAGHI

Crec que la pauta exposada pel doctor ViNas sembla bona, pero no
estic segur que sigui absolutament general per a totes les especies. Aquesta
pauta déna molt bons resultats per a obtenir anticossos especifics de
classe (anti-IgE, anti-IgM) inhibint amb un excés d’una altra immunoglo-
bulina. Inhibint els anticossos contra el Fab en conills d’fndies, perque
aquest animal —i aixd ho hem demostrat fa bastant de temps— ¢és un
productor molt dolent d’anticossos anti-Fab de les altres especies. De ma-
nera que aqui s'aprofiten dues situacions. La primera és que és un animal
que per ell mateix no fa anticossos anti-Fab, i la segona és la d'ajudar
aquesta situacié fent una espécie de paralisi, d’inhibicié simultania.
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Dr. VINAS

El doctor BinaGHi podria comentar una mica més aquest altre aspecte
d’aprofitar aquests parentius o facilitats de produir anticossos contra un
tipus o un altre de cadenes per a seleccionar l'especie que convé emprar
per a immunitzar en cada cas.

Dr. BINAGHI

L'tinica cosa que puc dir és que els rosegadors comuns de laboratori,
amb excepci6 del conill, produeixen anticossos amb molta més facilitat
contra el fragment Fc, la porcié de cadena pesant que caracteritza o que
defineix les diverses classes. En canvi, el conill, no; el conill produeix
anticossos contra gairebé tots els fragments d’immunoglobulines. Aixo
permet, per un meétode relativament rapid sense la pretensi() d'afinar
gaire la resposta, obtenir antistrums especifics en dies o setmanes, en tot
cas, menys d'un mes, simplement injectant conills d’Indies o rates.

Dr. ORIOL

També es poden assolir anticossos especifics en el conill si previament
hom el paralitza amb els determinants comuns.

Dr. VINAS

Amb antigen o amb anticos?

Dr. ORIOL

Amb antigen. S'utilitza el metode senzill segiient: una quantitat d’'IgG
es posa a l'ultracentrifuga per a separarne la IgG agregada, i amb el
sobrenedant hom paralitza un conill. Després s'immunitza amb una altra
classe. S’ha fet amb IgA i amb IgM. ¥s possible d’obtenir bons anti-IgA
i anti-IgM amb conills paralitzats amb IgG.

Dr. BINAGHI

Ara cal fer notar que bé que també és possible en el conill, és molt més
dificil i cal emprar dosis molt més altes. També serveixen les rates, amb
I'avantatge que les rates ja tenen anticossos als quinze dies.
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Dr. RODRIGUEZ

Podeu suggerir algun procediment per a obtenir la IgE?

Dr. ORTIZ

Solament el d'Ishizaka, no gens senzill.

Dr. RODRIGUEZ

Nosaltres hem pensat recorrer a sérum d’aHergics a la llana, per
exemple, fent servir llana com a immunoabsorbent per a intentar de fixar
els anticossos reaginics i, després, eluir-los.

Dr. ORTIZ

El séerum del subjecte reaginic, a més a més de reagines, té altres anti-
cossos que també es fixaran sobre la llana. En el reaginic la quantitat
d’anticos IgE pot ésser moltissim més petita que la d’altres classes.

Dr. VINAS

Un individu amb una aleérgia evident i greu, pot tenir molt d’anticos
circulant contra I'alergen?

Dr. ORTIZ

L’'anticos pot tenir un efecte bloquejant, el qual pot dependre de
moltes coses, entre altres, de I'especificitat. Al cap i a la fi els anticossos
contra la llana poden tenir moltes especificitats distintes. Suposadament,
un anticds pot ésser bloquejant sense anar dirigit al mateix determinant
que l'anticos reaginic. Pot exercir una inhibicié per l'espai que ocupa.

Dr. VINAS

Tornant a les pautes d'immunitzacio, una caracteristica dels anticossos
que ens interessa assolir si volem aplicar-los a l'estudi de les ane¢mies
hemolitiques d’acord amb la idea que portem, és que cal que fixin com-
plement. Es una exigéncia més. No ens serveix qualsevol classe o qual-
sevol animal. El complement que utilitzem és de conill d’Indies. Ha estat
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preconitzada l'ovella com a animal productor de bons sérums. Com fun-
ciona I'anticos d’ovella amb complement de conill d’fndies?

Dr. ORTIZ

Coomss publica fa molts anys una llista molt completa sobre la ca-
pacitat de I'anticos per a fixar el complement segons la seva espécie d’origen
i crec que I'anticos d’ovella fixa complement de conill d’Indies.

Dr. VINAS

Encara que no fos capag de lisar d’'una manera eficag, mentre fixés C’,,
per a nosaltres foéra suficient.

Dr. ORIOL

Hom pot obtenir IgE a partir del serum d’'un malalt aleérgic. També
partint d’animals parasitats que produeixen gran quantitat d’anticossos
reaginics.

Dr. BINAGHI

El malalt de Johanson ha donat ja 150 gr de proteina de mieloma.
També es pot dir semblantment de l'altre mieloma. Passa que aquest
material forma part d'un patrimoni. Aquesta situaci6 s'aclarira dins d’uns
anys o dins d'uns mesos. Actualment la OMS distribueix petites quan-
titats d’anti-IgE i de sérum ric en IgE. Aquests reactius també es venen
a uns preus una mica cars. Hem intentat en el nostre laboratori, amb
una mica d'anti-IgE que ens donaren a Ginebra, el segiient: fer una
immunodifusié, obtenir el precipitat, tallar la linia, rentar-la curosament
i injectar-la a conills. T fins el dia d’avui tenim antiglobulina d’ovella!
Perque és l'ovella la que ens ha donat I'anticos. Perd no hem assolit d’ob-
tenir res d’anti-IgE. Ara, si hom tingués una necessitat molt gran, i crec
que ¢és el que farem en el laboratori, pot referse el treball de Ishizaka
a partir d'un litre o dos de sérum d'un malalt allérgic. No és tanta feina
com es podria pensar. Si hom té la pauta no ha de presentar grans di-
ficultats.

Dr. GARCIA

Assajarem el procediment descrit per BINAGHI per a immunitzar rates,
amb IgG i amb IgA, i no obtinguérem cap resultat. Possiblement per un
excés d’antigen.
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Dr. BINAGHI

Nosaltres injectarem a les quatre potes, en el palmell de la ma, una
dosi entre 100 i 500 gammes per animal, total. Barrejat amb adjuvant
complet de Freud.

Dr. VINAS

Quina quantitat fou injectada en els nostres animals?

Dr. GARCIA

De l'ordre de mig miHigram. La injecci6 fou feta per via intramuscular.

Dr. BINAGHI

Aquesta ¢s la diferéncia. Es absolutament critic de fer-ho en el palmell
de la ma. En aquestes condicions, uns deu o dotze dies després hom dis-
posa d'un miligram i mig d’anticos.

Dr. VINAS

Es interessant con¢ixer l'eluent aconsellable per a obtenir un anticos
per elucié d'un antigen insoluble o un immunoabsorbent. Hem assajat
el iodur i la glicina, seguint els treballs d’AvraMEAs, perd realment és
dificil tenir un criteri respecte a quin és el millor eluent quant a rendi-
ment i quant a preservar les caracteristiques de l'anticos.

Dr. BINAGHI

L'eluci6 amb glicina té lI'inconvenient que el tractament a pH baix
deteriora I'anticos de forma proporcional a l'acidesa de I'eluci6 i al temps
de contacte. S'obté un rendiment millor a pH 2-pH 2,5 que a pH 3.
Com més baix, més rendiment, perd també més deteriorament, bé que pot
ésser deteriorament des del punt de vista biologic, i no del punt de vista
immunoquimic, si hom I'han emprat com a anticos, pel que fa a la unié
amb l'antigen. Pero per a la fixaci6 de complement, per exemple, a pH 2 - 5,
la fixacié de complement queda anulada.
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Dr. RODRIGUEZ

Assajarem un serum anti-B] eluit de la columna d’immunoabsorbent
i sembla que fixa complement.

Dr. BINAGHI

Es interessant el metode descrit avui perque el contacte amb l'amor-
tidor de pH baix és rapid.

Dr. VINAS

Perd fins emprant aquest metode valdria la pena de buscar les millors
propietats de l'eluent per a conservar encara millor les caracteristiques
de I'anticos.

Dr. ORIOL

Hem obtingut els millors resultats quant a preservar l'estructura de
la molécula d’anticos amb clorur magnesic 5M, a pH neutre. AVRAMEAS
ha arribat a la conclusi6, després de fer un assaig comparatiu amb tots els
eluents que ha emprat, que el clorur magnésic ¢s el menys nociu. En
el ratoli, la doctora DANON arribd a obtenir anticos purificat que conserva
activitat de tipus reactiu.

Dr. VINAS

En les anémies hemolitiques per anticossos, ens interessa, especifica-
ment, entrar a estudiar aquesta zona sorda, inexplorada, de nivells baixos
d’anticossos anti-eritrocits. Podem imaginar tota la familia d’autoanticossos
anti-eritrocits com una espécie d’«icebergy. Fins ara s’ha anat explorant
la cosa que surt a la superficie, perd aixd déna unes imatges parcials.
Tenim la impressié que si fos possible de completar les dades, es podrien
descobrir nivells baixos dels mateixos anticossos en persones sanes i que
aixo tindria utilitat perqué permetria d’establir certes relacions que ara
son ignorades.

Dr. BINAGHI

Crec que si, que és molt interessant, i, precisament l'altre dia, el doc-
tor ViNas va explicar-nos certes coses que potser podria desenvolupar
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ara a fons. Evidentment, la limitacié que hi ha amb els anticossos, els
que hom empra o els que apareixen espontaniament en certs estats pa-
tologics, és que poder trobar-los i mesurar-los depén, en bona part, de
llur avidesa. Els anticossos d’afinitat débil no es poden posar en evidéncia
encara que tinguin importancia patologica. Per aixo pot ésser interessant
de desenvolupar els treballs que proposa el doctor ViNas.

Dr. VINAS

Rapp, Borsos i LinscorT (aquest darrer treballa amb el grup de Fu-
DENBERG) han demostrat clarament que amb els tres rentats classics, als
quals sén sotmesos els eritrocits per a realitzar un test d’antiglobulina
o de Coomss, desapareixen una bona part dels anticossos. En les condi-
cions normals de forca idonica i de temperatura en que es treballa, molts
anticossos es dissocien. En canvi, amb els amortidors de forca ionica baixa,
compensats amb sucre, i de més a més a baixes temperatures, és possible
de poder rentar els eritrocits preservant aquests anticossos sobre la super-
ficie de leritrocit. La diferéncia pot ésser més o menys important segons
les caracteristiques de l'anticos i pot arribar a ésser de més del go %.
Aixo solament ja pot ajudar molt a detectar aquests anticossos que hom
no sap si tindran importancia clinica. Pero, en tot cas, tenen importancia
bioldgica i ajuden a comprendre millor els mecanismes biologics, i no
hi ha dubte que aixo és interessant. Si de més a més poden obtenir-se
dades exactes de la quantitat d’anticds per eritrocit i de la classe de
I'anticos, cosa que sembla possible amb els metodes desenvolupats per
aquests autors, fins a nivells molt baixos, aixd permetria d’'obtenir dades
que actualment hom desconeix del tot.

Dr. GRAS

Per a obtenir aquests tipus de dades, ¢no es podria emprar el métode
de plaques de Jerne que permet detectar nivells més baixos d'immu-
nitzacio?

Dr. VINAS

No sé fins a quin punt aixo seria aplicable en el present cas, perque
cal treballar amb celules vives, que caldria obtenir de persones humanes,
probablement per punci6é de la melsa. Es veritat que amb aquest metode
es poden detectar fins anticossos no hemolitics per una técnica de «sand-
wich» amb anticos de conill anti-huma que de passada podria ésser espe-
cific per a cada classe de cadenes. La dificultat principal, en tot cas,
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radica en els pocs casos que es donarien per a estudiar si calgués prac-
ticar cada vegada una puncié esplénica.

Amb la fixacié i transfer de C’, s'assoleix mesurar unes poques mo-
lecules d’anticos per eritrocit. El que existeixi per sota d’aquests nivells
dubto que tingui interés, de moment. Hom fa un descens de dos ordres
de magnitud per sota del que hom ha anat mesurant fins ara.



