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Les técniques emprades per la immunologia classica per a coneixer la
resposta immunologica es basen en la valoracié d’anticossos a nivell circu-
lant. Actualment, per a un millor coneixement dels mecanismes de forma-
ci6 d’anticossos a nivell ceHular, han estat desenvolupades técniques de
valoracié de les céHules formadores d’anticossos. Hem cregut interessant
d’aportar els nostres primers resultats sobre la resposta enfront de l'estimu-
lacié antigénica unica, mitjancant la utilitzacio d'una d’aquestes técniques
més simples.

Les célubes en activa formacié d’anticossos presenten dues modalitats,
una en la qual segreguen els anticossos a I'exterior de la ceHula, i I'altra
en la qual els presenten a la membrana; les técniques d’estudi d’aquestes
ctHules varien també segons aquestes dues possibilitats; aixi, tenim la
técnica de formacié de plaques, que permet de detectar les c¢Hules que
segreguen una quantitat d’anticos considerable, i també la tecnica de forma-
ci6 de rosetes, que posa en evidéncia la preséncia d’anticossos a la super-
ficie cellular, per adheréncia de I'antigen particular (globuls de be), com
a técniques més usades en aquest camp.

JERNE i NORDIN ?, el 1963, i INGRAHAM i BUSSARD *, el 1964, proposaren
aquesta teécnica de plaques, técnica que permet de valorar quantitativa-
ment les celules que segreguen anticossos antihematies de be, secreci6
que és detectada per la formaci6, al voltant de les ceHules formadores d’an-
ticossos (ceHules actives), de zones de lisi en preséncia del complement, en
estar in vitro les célules en contacte amb I'antigen, en un medi semisolid.
Perque es formin les plaques d’hemolisi, les celules han de secretar una
quantitat important d’anticossos.

Posteriorment, aquesta técnica ha estat sotmesa a nombroses modifica-
cions, com ¢s la de BErGLUND !, I'any 1964, que introdui la utilitzaci6 de
capes fines d’agar sobre un porta per a obtenir una bona observaci6 opti-
ca, i per a estudiar la c¢Hula formadora d’anticos després de fixada i tenyi-
da. CunniNGHAM 2, el 1965, proposa la més simple de les tecniques d’hemo-
lisi local, amb la utilitzacié en suspensié liquida de leucocits, globuls de
be i complement. D'altres modificacions han permes de coneixer la pro-
duccié d’anticossos antipolisacarids, proteines solubles o haptens, a condi-
ci6 de fixar-se aquests en els globuls de be (LAnpy i coHab.®).

En el nostre Departament hem aplicat una altra modificacié de la tec-
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nica de formacié de plaques, la seguida a I'Institut d’Immunobiologia de
I'Hospital Broussais de Paris, utilitzant com a organ de treball la melsa,
per la importancia que té en la dinamica de la resposta immunoldgica a
escala ceHular i ensems perque és facil d’obtenir.

Hem aillat les ceHules limfoides de la melsa de ratolins immunitzats
amb hematies de be, i hem fet una suspensié d’aquestes ceHules en el medi
de Hanks, operacié que hom duu a terme en fred, com també les que se-
gueixen. Després rentem la suspensié de ceéHules de 2 a g vegades per
centrifugacié a 1.200r. p. m. En la darrera centrifugacié hom re-suspén el
sediment en un volum conegut, i prepara suspensions de diverses concentra-
cions. Hom escalfa tot el material a 45 °C; en un porta sén homogeneitza-
des les c¢Hules de la melsa i les hematies de be, amb agarosa, operaci6
que sera duta a terme amb cada una de les diferents concentracions, i hom
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prepara dos portes per a cada concentracié; després, els portes son incu-
bats en cambra humida, a g7 °C, durant una o dues hores. En aquest pe-
riode de temps els anticossos es difonen en el medi, i es fixen en les hema-
ties de be més properes. L’addici6 posterior de complement absorbit amb
globuls de be, a una concentraci6 de 10 %, realitza la lisi de les hematies
sensibilitzades, amb la consegiient aparicié de les plaques d’hemolisi. La
lectura en pot ésser determinada amb un projector o al microscopi, i cada
placa d’hemolisi correspon a una c¢Hula secretora d’anticossos. De tots els
portes preparats amb les diverses dilucions, sén considerats tnicament els
que permeten una lectura més clara. Amb aquesta tecnica hom obté les
ceHules sintetitzadores d’anticossos del tipus Ig M, d’una forma directa.

Els primers resultats de les experiéncies dutes a terme amb la tecnica
de celules formadores de plaques sén expressats a les figures 1 i 2, on
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cada punt equival a la mitjana de 12 ratolins immunitzats amb una sola
dosi d’hematies de be; resultats que sén donats en nombre de plaques for-
mades per 1 x 10° c¢lules (fig. 1) i en nombre de plaques formades per
melsa total (fig. 2). Els ratolins sacrificats al cap de tres dies després de
la immunitzacié donen una resposta considerable: 29 plaques per 1 x 10°
ceHules, que correspon a §.850 plaques per melsa total. La maxima res-
posta la presenten els ratolins sacrificats al cap de quatre dies després de
la immunitzaci6, amb un nombre de plaques de 503 per 1 x 10° ceHules,
o sigui 33.008 plaques per melsa total. El cinque dia, la resposta ha dis-
minuit a 74 plaques per 1 x 10° c¢Hules, que equival a 5.558 plaques
per melsa total; el nombre de plaques d’hemolisi continua disminuint en
dies successius. Els ratolins no immunitzats donen una petita resposta en-
front de les hematies de be, valor que nosaltres hem detectat d’1,6 plaques
per 1x 10° c¢Hules, la qual cosa equival a 66 plaques per melsa total.
Les corbes obtingudes presenten un nivell de resposta més baix que no
pas el donat per I'Institut d’Immunobiologia de 1'Hospital Broussais de
Paris.

Aquests resultats, ens demostren l'efectivitat que pot tenir l'aplicaci6
d’aquesta técnica per a coneixer la resposta immunologica a escala de
ccHules formadores d’anticossos, factor que ens indueix a ampliar aquestes
primeres experiéncies obtingudes. Amb la técnica emprada hem obtingut
la resposta de cc¢Hules formadores d’anticossos altament hemolitics (ti-
pus M), enfront d’'una sola estimulaci6 antigénica, perd no hem pogut
determinar la resposta en c¢Hules formadores d’anticossos no hemolitics
(tipus Ig G). D’altra banda sabem que aquesta darrera pot ésser valorada
amb una modificacié de la técnica, un metode indirecte exposat €l 1965
per STERZL i RiHA ", i per DRESSER i WORTIS ® el mateix anys, i que con-
sisteix a afegir un anticos antiimmunoglobulina, el qual formara un com-
plex que permetra que el complement dugui a terme I'’hemolisi; técnica
que pensem aplicar per valorar la resposta en c¢Hules productores d’anti-
cossos tipus Ig M i Ig G, enfront d’una sola estimulaci6 antigenica.

En el nostre Departament hom practica, des del 1956, nombrosos tre-
balls d’experimentaci6 de la resposta immunologica, enfront d’una estimu-
lacié antigénica continuada i persistent, la qual cosa respon a una hiper-
immunitzacié; fenomens que han estat estudiats en conills enfront de
diferents antigens, i han estat determinats els anticossos circulants amb
tecniques d’aglutinacié. La posada en marxa de la técnica de plaques ha
estat pensada per a la posterior valoracié de les céHules formadores d’an-
ticossos en aquests fenomens d’hiperimmunitzacié en ratolins.
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