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INTRODUCCIO

A Yestudi de la dinamica d'accié dels anticossos reaginics o de la
classe IgE interessa estudiar:

a) La interaccié de les molécules d’IgE amb les céllules basofiles.

b) La dinamica de la produccié d’anticossos reaginics.

¢) El mecanisme desencadenant de l'alliberament de substancies
actives dels basofils per la interaccié antigen-anticos.

Avui em proposo comentar unes dades experimentals de la literatura
que contribueix a aclarir els dos primers aspectes.

No és casual que la major part de les dades que serviran de base
per a aquesta posada al dia vinguin de IsHIZAKA, el mateix investigador
que va identificar la classe d'immunoglobulina responsable de I'activitat
reaginica, la qual, més tard, havia de rebre el nom d'IgE. El treball
d’aquest autor és d’'un plantejament i una realitzacié tan perfectes que,
encara que en alld que tractarem avui els resultats no han estat confir-
mats plenament per altres autors, hom pot arriscar-se a prendre’ls per
establerts.

NOMBRE DE MOLECULES D'IGE PER CEL-LULA
La primera pregunta que hom es planteja és el nombre de molecu-

les d’IgE fixades a la membrana de cada celula basofila.
Es molt dificil obtenir basofils dels teixits. Aixd ha obligat a fer
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aquests calculs amb granulocits basofils de la sang. Cal suposar que el
comportament dels basofils dels teixits sigui bastant semblant.

Per a aquesta medicié s’ha emprat la técnica de la fixacié i transfe-
réncia de Cl posada a punt per RaPp i Borsos, la qual permet quantificar
practicament molécula per molécula. En una série d’individus trobarem
de 10.000 a 40.000 molecules per célula.

Per veure la importancia que pot tenir el nombre de molécules es-
pecifiques per céHula pel que fa al desencadenament de l'alliberament
d’histamina, es va mesurar aquest fenomen utilitzant com a desencade-
nant anti-IgE. D’aquests estudis es va deduir que existeix una relacié
interna entre el nombre de molécules d'IgE per célula i la quantitat
d’anti-IgE necessaria per a desencadenar una maxima descarrega d’his-
tamina.

Encara que el model no sigui estrictament comparable al de l'allibe-
rament d’histamina per l'antigen, sembla raonable suposar que la dina-
mica ha de ser la mateixa. D’aix0 es podria deduir, temptativament, que
com més gran sigui el nombre de molecules d’anticos IgE especific per
a determinat antigen fixades sobre la membrana celular, menor sera la
concentracié d’antigen capa¢ de desencadenar una reaccié maxima.

Probablement, l'afinitat d’aquest anticdos també tingui importancia.

NOMBRE MAXIM DE MOLECULES D'IGE

Una altra pregunta que hom es feia és el nombre maxim de moleé-
cules d'IgE que es pot combinar amb la membrana d'un basofil quan
tots els receptors estan saturats.

Per a escatir aixo, els autors varen exposar els granulocits basofils
a una concentracié forca elevada de molecules d'IgE procedents d'un
mieloma.

El nombre fixat sobre la membrana es va calcular mitjancant la
prova de fixaci6é i transferiment de Cl. En tots els casos es va poder
augmentar substancialment el nombre de molécules fixades amb un
resultat final que oscilla entre 30.000 i 80.000, Per tant, resulta que, en
condicions normals, només d'un 30 % a un 50 % dels receptors estan
ocupats per molécules d’'IgE. Aixd fa pensar també que l'associaci6
sigui reversible i que, per tant, normalment hi ha una situacié d’equi-
libri entre tots els anticossos IgE presents al serum i els representats
a la figura 1 (pag. 36) sobre la membrana de cada basofil.

CONSTANT D'ASSOCIACIO
L’equilibri existent entre I'IgE lliure i la fixada sobre la membrana

cellular permet calcular la constant d'associacié dels receptors amb les.
molecules d'IgE utilitzant la férmula:



REGULACIO DE LA RESPOSTA IMMUNOLOGICA 35

(receptors ocupats)

- (IgE) (receptors ]liures)’

que es pot expressar també per:

I
(IgE) (1) =

en la que r significa la proporcié de receptors ocupats per IgE. En els
casos en qué s'ha determinat, la constant d’associacié oscilla al voltant
de 10® mol. Es a dir, els receptors tenen una gran avidesa d'IgE, cosa
que explica la llarga permanencia de la sensibilitzacié passiva.

En sotmetre les céHules a un pH de 4 es dissocien totes les molécu-
les d’IgE, perd els receptors queden intactes i admeten novament les
molécules d’IgE en restablir-se les condicions normals.

DISTRIBUCIO DELS RECEPTORS DE MEMBRANA

També tenia interés saber la forma com estan distribuits els recep-
tors sobre la membrana, Aix0 ha estat estudiat mitjancant técniques
d'immunofluorescéncia i de marcat amb isotops. Normalment els recep-
tors estan distribuits uniformement per la membrana celular, pero re-
sulta que quan I'IgE que contenen reacciona amb anti-IgE es produeix
una migraci6é d’aquests receptors cap a un extrem de la c¢lula (el feno-
men de capping). S’ha pogut demostrar que els receptors no ocupats per
IgE també migren, s’ha de pensar, doncs, que, o bé en realitat cada
receptor és polivalent o bé que estan associats en «clusters» o grumolls
que migren com un tot,

BI10SINTESI D'ANTIC0SS0S IGE

Es ben conegut que perque les célules B inclinin la produccié d’an-
ticossos de classe IgG o IgE cal, generalment, la cooperacié de cellu-
les T. Es conegut també el fet que les cellules T «reconeixen» determi-
nades caracteristiques de la particula antigénica, de naturalesa més
amplia, i que vénen a coincidir amb el que s’anomena carrier o suport
i que les B, en canvi, reconeixen detalls més especifics que vénen a coin-
cidir amb el concepte d’hapté o de determinant antigénic. Queden, no
obstant, una serie de preguntes per respondre, per exemple, si existeixen
diferents grups de célules B ja destinats a produir IgE, IgG, IgM, etc.
Si és necessari el contacte entre céllula T i céllula B perqueé es produeixi
I'efecte helper; si el carrier té alguna accio en el sentit de decantar la
resposta cap a una classe o altra d’anticds; i encara d’altres.
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IsHI1ZAKA i colaboradors van emprendre una série d'experiments que
han contribuit a aclarir algunes d’aquestes giiestions. Per a aixd van
posar a punt un disseny experimental basic, sobre el qual aplicaren di-
verses variants, que és el segiient (figura 2):

1. Preparen un animal tot immunitzantlo a determinat antigen
(carrier + hapté) amb ajuda d'un adjuvant.

2. Sacrifiquen l'animal i obtenen céHules dels ganglis mesenterics.

3. Cultiven aquestes céllules en preséncia del mateix antigen (o un
altre en determinats experiments) i mesuren la produccié in vitro d'anti-
cos especific antihapté pertanyent a una o altra classe.

EXISTENCIA DE CEL.LULES PRECURSORES DIFERENTS PER IGG I IGE

Utilitzant el mateix esquema basic (figura 3) es fan passar les
céHules per una columna preparada amb anticos antiglobulines humanes
especific per a IgM i IgG en un cas i per a IgE en un altre amb la idea
de retenir a la columna les céHules que presenten les immunoglobulines
corresponents a la seva superficie. Les celules que passen la columna
sense ser retingudes sén estimulades in vitro i es mesura la produccio6
d'anticos de les diverses classes.

D’aquests experiments es dedueix que les célules precursores d'anti-
cossos de classe IgE no sén les mateixes que les destinades a produir
IgG o IgM.

NECESSITAT DE L'EFECTE HELPER
I INDEPENDENCIA DE L’ACCIO «CARRIER» I HAPTE

Utilitzant el mateix esquema basic (figura 4) es prepara l'animal amb
diverses combinacions de carrier i hapte i s’estimula les ceHules in vitro
amb la mateixa o altres combinacions de carrier i hapté. Com a hapte
s’empra en tots els casos dinitrofenil (DNP) i com a carrier extracte
d’Ascaris (Asc), extracte de la composta anomenada Rag-Weed (Rag) o
hemocianina de la pegellida anomenada Key Hole Limpet (KHL), de ve-
gades sols i d'altres vegades combinats amb DNP.

Resulta d’aquests experiments que:

a) Les céHules de l'animal immunitzat amb DNP-Asc poden ser
estimulades a produir anticos amb DNP-Asc, perd no amb DNP-Rag.

b) Les célules de l'animal immunitzat amb DNP-Asc i a més amb
Rag (sense DNP) poden ser estimulades in vitro tant per DNP-Asc com
por DNP-Rag.

¢) Les ceéHules de I'animal immunitzat amb DNP-Asc poden ser esti-
mulades in vitro per DNP-Rag, a condicié que al mateix temps s’afegeixi
Asc (sense DNP) al medi.
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D’aqui es pot deduir que, per a produir la transformacié de les
céllules B en productores d’anticos no és necessari que I'hapteé que
estimula la célula B estigui a la mateixa molécula carrier que estimula
la céllula T helper. Semblava logic, per tant, pensar que I'efecte helper
es podia produir a «distancia» mitjangant un factor soluble. Per a provar
la veracitat d’aquesta idea realitzaren l'experiment que es descriu a
continuacié (fig. 5).

DEMOSTRACIO DE FACTOR «HELPER» SOLUBLE

Emprant I'esquema experimental descrit abans prepararen dos ani-
mals: l'un immunitzat amb Rag (sol) i l'altre amb DNP-Asc. N'obtin-
gueren les ceHules com sempre i cultivaren les del primer amb Rag i les
del segon amb DNP-KHL. Es evident que a aquestes tltimes, el DNP pot
interaccionar amb les céHules B especifiques, perd que en mancar I'efec-
te helper, que solament Asc seria capag de produir, no podran iniciar la
produccié d’anticossos.

Perd, si a les ceHules del segon animal, estimulades per DNP, se'ls
afegeix el sobrenedant de les del primer (estimulades amb Rag), inicien
una resposta. Amb aixd es demostra la produccié d'un factor helper
soluble.

FACTOR «HELPER» ESPECIFIC PER A IGE, IcG

Alguns experiments van posar en evidencia que les ceHules d’animals
preimmunitzats amb carrier i adjuvant de Freund no servien per a faci-
litar la produccié d’IgE i, en canvi, les obtingudes d’animals estimulats
amb carrier i alum eren capaces d’estimular la produccié d'IgG i d'TgE.

Repetint el mateix experiment anterior, perd emprant animals im-
munitzats de diverses maneres com a font de preparacié de factor
helper i assajat aquest amb una mateixa preparaci6é de ctHules B esti-
mulades per DNP-KHL, s’obtenen uns resultats que indiquen que les
ceHules helper IgET i les IgGT probablement fabriquen diferents factors
helper especifics per a les céHules B IgE i B IgG respectivament,

De tot aixd se'n poden deduir més interpretacions que, si bé cal
considerar-les provisionals, considero que sén versemblants i molt ben
fonamentades i que poden tenir una gran transcendéncia tant per a la
comprensié del mecanisme intim de l'aparicié d'una allergia reaginica
com per a comprendre la mecanica de la resposta humoral en general.

Les conclusions provisionals que podriem extreure de tot l'exposat
sén les segiients:

a) El carrier i ’hapté no cal que estiguin a la mateixa molecula
per a poder induir una resposta de tipus humoral al segon.

b) L’efecte helper es pot produir a distancia perque esta vehiculat
per factors solubles produits per ceHules T.
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c¢) El factor helper per a la produccié d'IgE és diferent del neces-
sari per a la produccié d'IgG.

d) Existeixen grups separats de ceéHules precursores de produccié
d'IgE i d'IgG, i segurament diferents ceélules T helper especifiques per
a IgE i per a IgG.

e) Segons la forma d'immunitzacié (adjuvant) s’estimulen prefe-
rentment unes ce¢Hules T helper o unes altres i aquest fet orienta la
classe d’anticds produit. Es possible que aquests diferents jocs de céllu-
les T no siguin estimulables per igual per als diferents carriers. En aquest
cas, el carrier tindria un paper decisiu a la resposta humoral i per tal
com orientaria la classe d’anticos produit. L’hapte, en canvi, no tindria
importancia en aquest sentit, perd seria decisiu per a l'especificitat.

REPERCUSSIONS SOBRE LA RECERCA EN EL CAMP DE L'AL.LERGIA REAGINICA

Aquests treballs permeten reenfocar la recerca en el camp de I'aHer-
gia de tipus reaginic a diferents nivells,

a) Proporcié relativa d’anticos IgE i afinitat.

— La proporcié marcara el nombre de moleécules especifiques
combinades amb el basofil.

— Juntament amb l'afinitat modulara la sensibilitat de la reac-
cié de l'allerge,

b) Proporci6é entre anticos IgE i d’altres classes d’anticds que po-
den competir amb I'antigen.

¢) Proporcié de limfocits T helper per IgE. Determinara la tendén-
cia inherent de l'individu a respondre amb anticossos IgE.

— ¢Possibilitat, tal vegada, de modificar aquest terreny per ex-
posici6 a carriers determinats o per efectes d’algun adjuvant?

d) Possibilitat de minvar la capacitat de produccié de factor hel-
per IgE.

1. Estimul in vitro amb mitdgens?

2. ¢Minva del FH (factor helper) produit sobre limfocits T
adequadament preparats.

3. Es el factor helper espécie-especific?

e) Possibilitat de trobar substancies neutralitzadores del FH-IgE,
o del receptor als limfocits B.

f) Possibilitat de modifcar el carrier o I'adjuvant de manera que
estimuli preferentment I'efecte «supressor» (cosa que ja s’ha iniciat amb
un antigen de rag-weed) o d’estimular la produccié d’IgE «no espe-
cifica»,

g) Mesura del nombre de limfocits B precursors de célules pro-
ductores d'IgE,





