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Els anticossos son sintetitzats per c¢Hules del teixit limfoide localitzat
a la melsa i teixits limfatics. La técnica de les célules formadores de
plaques descrita per JERNE i NORDIN '° i INGRAHAM *° ens permet deter-
minar, en una suspensié de c¢Hules limfoides aillades, el nombre de cel-
lules que sintetitzen i segreguen anticossos a l'exterior, i sén aquestes
ctHules les responsables de I'aparicié d’anticossos a nivell circulant.

Passats uns quants dies d’haver inoculat, per via intraperitoneal, els
ratolins amb 10® globuls de be, sén determinades les c¢Hules que formen
anticossos. Sacrificat el ratoli, es fa una suspensi6 amb les c¢Hules de la
melsa. Per a obtenir-la cal tallar primerament la melsa a trossos petits, tri-
turar-la suaument en un homogenitzador, filtrar-la a través d’un tamis de
0,05 mm i, seguidament, suspendre les c¢Hules en mitja de Hanks. Cal ren-
tar-les dues vegades a centrifugacié lenta, 500 g, i passar-les diverses vegades
a través d'una agulla fina, per desfer tots els possibles grumolls que s’hi
puguin formar durant les rentades. Hom controla, tanmateix, a través
del microscopi, si les ctHules es veuen ben separades les unes de les altres,
i procedeix a comptar-les. La suspensié de ceHules sén diluides més o
menys segons els dies d'immunitzacié de 1'animal experimentat; val més,
pero, treballar amb diverses dilucions. Totes aquestes operacions descrites
fins ara sén realitzades en fred.

Hom renta globuls de be amb mitja de Hanks, a g.500 r.p.m. i pre-
para una sopa de concentraci6 al 25 9.

Posteriorment, és mantingut el material a 45 °C i, en un portaobjec-
tes, hom barreja g c.c. d’agarosa al 19, (1,13), 10 lambdes de suspensié de
ctHules i 10 lambdes d’hematies de be, fins a obtenir una capa comple-
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tament homogenia. Cal mantenir aquestes preparacions a g7 °C en cam-
bra humida, durant una hora com a minim i addicionar-hi, seguidament,
complement de conill d’Indies absorbit amb globuls de be. Passat un
temps de 30 a 45 minuts, hom pot fer la lectura de les plaques mitjan¢ant
un projector o un microscopi a pocs augments. Les plaques poden ¢ésser
també detectades tenyintles amb una solucié de benzidina en acid
acttic i HyO,, perd no és recomanable, ja que aquesta substancia és carci-
nogena ®.

Les plaques obtingudes corresponen a c¢lules formadores d’anticossos
hemolitics, predominantment del tipus Ig M, i sén conegudes amb el
nom de plaques directes. Per obtenir les plaques de ctHules formadores
d’anticossos poc hemolitics 0 no gens, a les quals, hom déna el nom de
plaques indirectes, cal cobrir la preparacié amb antiglobulina de ratoli
obtinguda en conill, després de la incubacié d'una hora a g7 °C i dei-
xar-les una hora més abans d’afegir-hi el complement? Les plaques in-
directes aixi determinades ens donen el nombre de ctHules formadores
d’anticossos dels tipus Ig M i Ig G. L'obtenci6 de les céHules formado-
res d'anticossos del tipus Ig A solament és possible, si augmenta la dosi
d’antigen ** en la inoculacié a 10'. Uns altres autors ** addicionen I'an-
tiglobulina a l'agarosa al comen¢ament del procés i queda disminuit el
temps d’incubacié. També, per a observar la resposta en cada tipus d’an-
ticos, hom treballa amb antiglobulina especifica - '*, WorTis i coHabo-
radors '* utilitzen anticadenes pesades com vy,, ys, vy, per a detectar les
plaques indirectes.

Hem dit que ¢és millor treballar amb més d’'una dilucid, i ¢és interes-
sant obttenir dues preparacions de cada una. La dilucié correcta és la
que ens permet de comptar, per portaobjectes, de 20 a 8o plaques, ja que
un nombre més gran ens pot portar a error en la lectura. En el ratoli
de cinc dies d'immunitzacid, el nombre de leucocits per ml que cal comp-
tar en les dilucions oscila entre 1 x10® i 4x 10" per a les plaques direc-
tes, i de 5x 10" a 1 x 107 per a les indirectes.

Aquesta tecnica no té una validesa quantitativa absoluta, i els resul-
tats obtinguts no poden ésser comparats més que dintre de la mateixa
experiéncia on tots els parametres es mantenen constants, ja que en els
diversos processos de manipulacié es presenta alguna pérdua de célules.

No tots els anticossos hemolitics detectats en les plaques directes sén
del tipus Ig M, ja que hom ha vist que alguna subclasse de les Ig G
també és hemolitica, com ho és la vz, 1 pot ésser observada enttre les PFC
directes, i tamb¢ ha vist que existeix una Ig M no hemolitica, que ¢és de-
tectada solament amb pres¢éncia d'anti-Ig M ''. La segregacié d’aquesta
macroglobulina no hemolitica sembla que no es produeix els primers
dies després de la immunitzacié, siné en dies posteriors.
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Aquesta técnica és utilitzada també per a detectar la resposta a d’al-
tres antigens, com ara proteines solubles, polisacarids, o haptens, sempre
que l'antigen sigui fixat sobre els hematies de be.

Al nostre departament, hem estudiat, en una sola dosi d’antigen, la
resposta en ctHules formadores de plaques directes i indirectes, en el
ratoli, i hem utilitzat, com a antigen, els hematies de be. Hem observat
que les PFC directes es presenten en gran nombre els primers dies des-
prés de la immunitzaci6, i donen un maxim al quart dia, mentre que la
vesposta en PFC indirectes ¢és més tardana. Actualment estem estudiant
la resposta en una estimulacié continuada i persistent de globuls de be,
fenomens que han estat estudiats amb anterioritat per GRAs i coll, %7
en el conill, amb diferents antigens per valoracions d’anticossos a nivell
seric.
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