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Patologia. — Isolamento dal siero di maiale di globuline con 
attività del terzo compone?ite del complemento e caratterizzazione immu
nochimica di esse. Nota II di Cj I u s e p p e  T o l o n e , F i l i p p o  C i c c i m a r r a  

e G i u s e p p e  M a r i o  P o n t i e r i , presentata (*} dal Socio L. C a l i f a n o .

R iassunto. -  Vedi N ota I.

L a presente « N o ta  I I »  fa seguito alla « N o ta  I», con lo stesso titolo, 
uscita nel precedente fascicolo di questi « Rendiconti » (vol. X L I, fase. 6). 
L a quale contiene il R iassunto completo.

Frazionamento su Sephadex  G -100 della preparazione B2.

Dopo prove prelim inari di frazionam ento a mezzo di elettroforesi su 
colonna di cellulosa con la quale non è riuscito il recupero negli eluati delle 
varie frazioni di a ttiv ità  emolitica, si è proceduto al frazionam ento per colonna 
di Sephadex G-100.
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Fig. 3. -  Separazione di frazioni su Sephadex G-100 da una preparazione B2.

La fig. 3 dim ostra i risu ltati ottenuti. Si ha risoluzione in cinque frazioni 
delle quali solo una è fornita di a ttiv ità  di C3 che è stata  messa in evidenza 
titolando l’a ttiv ità  emolitica delle singole frazioni su EACi>4>2 in presenza di 
versene.

Sensibilità a l calore della frazione contenente C3 ottenuta per fraziçnam ento su  
Sephadex  G-100.

Al fine di meglio caratterizzare la proprietà della resistenza al calore del 
30 com ponente com plem entare, isolato dalle altré proteine del siero, la frazione 
fornita della a ttiv ità  di tale componente è stata esposta alla tem peratura di

(*) Nella seduta del 12 novem bre 1966.
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+  56°C variando il tem po di esposizione. Nella fig. 4 è rappresen ta ta  la term o
labilità del 30 com ponente presente nella frazione. L ’attiv ità  scom pare solo 
dopo esposizione a + S 6 °C  per 60'.

o e t

Tempo 17) Minuti
Fig. 4. -  Azione della esposizione a 56° C per vario tempo 
sulPattivita di Cg nella frazione o ttenuta per Sephadex G—100.

Produzione d i anticorpi contro i l  J° componente del complemento.

L a fig. n. 5 riassum e il risultato ottenuto nella prova seguente: a serie di 
tubi contenenti 0,9 mi di siero di m aiale alla diluizione di 1 : 50 sono stati 
aggiunti rispettivam ente 0,1 mi del siero im m une in diluizione geom etrica 
progressiva con ragione 2. Le miscele, dopo essere state rim escolate sono state 
incubate per 24 ore a + 4 ° C  e quindi centrifugate. Dei sopranatan ti è stata 
determ inata l ’a ttiv ità  emolitica su eritrociti allo stato di EACij4,2 in presenza 
di acido etilendiam inotetracetico (versene) al fine di determ inare la eventuale 
inattivazione di C3, il componente che, in tali condizioni sperim entali, è respon
sabile della lisi eritrocitaria.

*%• 5 - “  Titolazione dell’attiv ità  di C3 di siero di maiale previam ente incubato con 
siero di coniglio di controllo ( • — • —•  ) e con siero di coniglio im munizzato (o—o— o).
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Come la figura dim ostra, con quantità  di siero im m une comprese tra  
0,05 e 0,025 m l si ottiene totale inibizione del 30 componente com plem entare 
presente nella diluizione di siero di m aiale adoperata. I sistemi emolitici erano 
costituiti da 0 ,2 - io 9 cellule e 0,2 mi del sopranatan te dei sistemi precipitanti 
sopra descritti. Per la tecnica di titolazione si rim anda ad altro lavoro (Pon
tieri e coll., 1962).

D a tale prova emerge il risultato che nel siero im m une sono presenti an ti
corpi che reagiscono con il C3 del siero di maiale.

La fig. 6 riassum e i risultati ottenuti nella titolazione dell’a ttiv ità  di Q  
del siero di m aiale dopo incubazione per 24 ore a + 4 °C  con il siero im m une

Fig. 6. -  Titolazione dell’ attiv ità  emolitica di siero di maiale come 
tale ( • — • — •  ), preincubato con siero di coniglio non tra tta to  (0—0—o) 

e con siero di coniglio im mune ( • - -  -©-----®).

e, come controllo, con siero di coniglio non tra tta to  (1,8 mi di siero di m aiale 
diluito i : 50 +  0,2 mi di siero di coniglio im m une oppure 0,2 mi di soluzione 
tam pone). Dopo centrifugazione e allontanam ento del precipitato (quando 
predente) i %sopranatanti sono stati saggiati per l ’attiv ità  di C3, la quale risulta 
perduta nel siero di m aiale tenuto a contatto col siero im m une e immodificata 
in quello incubato col siero di coniglio di controllo.

U na prova simile è s tata  condotta adoperando come sorgente di C3 la 
preparazione adoperata per la immunizzazione. In  questo caso i due reagenti 
(preparazione e siero im m une) sono stati riuniti in modo che a 0,2 mi di siero 
im m une corrispondesse nella preparazione, una quantità  di C3 eguale a quella 
contenuta in 1,8 m i di siero di m aiale alla diluizione di 1 : 50.

L a fig. 7, che som m arizza i risultati, dim ostra che anche in questo caso 
si è o ttenuta inibizione di C3.
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Nel sopranatan te del sistema precipitante costituito dal siero di maiale 
+  siero im m une è stata  eseguita anche la titolazione di Ci , Q ,  e di Q .  Anche 
di tali com ponenti è stata  constatata la inibizione il qual fatto è da m ettere in 
relazione con il noto fenomeno della fissazione di essi ai precipitati specifici.

Fig. 7. -  Titolazione dell’attiv ità  di C3 nella preparazione o ttenuta per tra tta 
mento con lisozima del precipitato formatosi per aggiunta di « Liquoid » al siero 
di maiale. Preparazione di controllo ( • —• — • ) ,  incubata con siero di coniglio 
non tra tta to  (o—o—o); incubata con siero di coniglio im m une ( • ----

Sem bra, difatti, di potere escludere nel siero im m une la presenza di anticorpi 
diretti verso di essi per il fatto che la preparazione di C3, adoperata per l ’im- 
munizzazione, è costantem ente risultata sfornita dell’a ttiv ità  degli altri com
ponenti.

Prove d i im m unodiffusione e d i immunoelettroforesi.

Prove di diffusione in gel d ’agar e di im m unoelettroforesi sono state, 
quindi, condotte al fine di determ inare il grado di purificazione della frazione 
fornita di a ttiv ità  di C3, o ttenuta a mezzo di filtrazione su Sephadex G-100 
della preparazione usata per l’immunizzazione. Il siero im m une è stato per
tanto  cim entato contro:

a) siero di maiale;
b) preparazione immunizzante;
c) frazione ottenuta per Sephadex.

Come dim ostrano le figg. 8 e 9 nel siero di m aiale si m ettono in evidenza 
almeno sette antigeni, nella preparazione adoperata per l’immunizzazione 
almeno quattro , nella frazione purificata solo due.



G. T o l o n e  ed ALTRI, Isolamento dal siero di maiale di globuline, ecc. 109

A) siero di coniglio immunizzato con la preparazione bruta fornita di attività di C3 indicata schematica
mente B2 ; B) siero di maiale; C) preparazione adoperata per l’immunizzazione; D) frazione 
ottenuta dalla precedente per filtrazione attraverso Sephadex G-100 e fornita di attività di C3 .

Fig. 9. -  Immunoelettroforesi.
Nelle fessure: siero di coniglio immunizzato con la preparazione bruta fornita di attività di C3 f indicata 
schematicamente B2 . N ei pozzetti: i)  siero di maiale; 2) preparazione adoperata per l’immunizzazione; 
3) frazione ottenuta dalla precedente per filtrazione attraverso Sephadex G-100 e fornita di attività di C3 .
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Il fatto che nella preparazione im m unizzante si svelino meno antigeni 
che nel siero di m aiale è verosim ilmente dovuto al fatto che alcuni di questi, 
pur non essendo presenti in quantità tale da form are precipitato apprezzabile 
nel gel di agar, sono in quantità  tale da aver avuto effetto im m unizzante nel 
corso delle inoculazioni alle quali i conigli sono stati sottoposti.

D i s c u s s i o n e .

Il m etodo sviluppato nel corso della presente indagine perm ette di ottenere 
rapidam ente separazione del terzo com ponente com plem entare dal siero di 
m aiale al quale sia stato aggiunto « Liquoid » in concentrazione di 600 p.g/mi. 
Si form ano precipitati insolubili nei quali sono anche conglobate le globuline 
fornite di a ttiv ità  di C3 le quali passano in soluzione se i precipitati vengono 
risospesi in un  mezzo contenente una proteina basica quale il lisozima.

Il m eccanismo di tale liberazione; non è dissimile da quello messo in luce 
in precedenti ricerche da (Pontieri e coll., 1962) nel corso delle quali è stata 
osservata restaurazione ad opera di proteine basiche del 30 reagente comple
m entare preparato  con siero di cavia inattivato  con «L iquoid».

L a preparazione b ru ta  fornita di a ttiv ità  di C3 (schem aticam ente indicata 
come B2) è suscettibile di ulteriore purificazione in seguito a filtrazione a ttra 
verso colonna di Sephadex G—100. La preparazione b ru ta  inoculata in conigli 
insieme ad ad iuvante di Freund determ ina produzione di anticorpi che inibi
scono l’attiv ità  del terzo com ponente com plem entare posseduta dalla p repa
razione così come inattivato  è il terzo com ponente del siero di m aiale. In 
quest’ultim o in seguito alla incubazione con siero im m une si ottiene anche 
dim inuzione dell’a ttiv ità  del i°, 20 e 40 componente di C', fenomeno questo 
che va riguardato  come la conseguenza della fissazione di tali componenti 
ai complessi im m uni. D ifatti, non essendo nella preparazione adoperata per 
l’im m unizzazione contenuti i componenti suddetti, non appare possibile in ter
pretazione diversa.

Il terzo componente di C' del siero di m aiale, isolato col m etodo suddetto, 
determ ina lisi di emazie allo stato di EAC154,2 e anche lisi di EA in presenza 
dei reagenti preparati con siero rispettivam ente inattivato  con «L iquo id»  
(R3—L) o con form alina (R3—-F). La restaurazione dell’attiv ità  emolitica del 
terzo reagente R3—L potrebbe essere anche la conseguenza di una restau ra
zione aspecifica dovuta alla presenza di lisozima nella preparazione (Pontieri 
e coll., 1962), onde particolarm ente convincenti appaiono i risu ltati ottenuti 
nelle prove di titolazione dl C3 eseguite sia su E A C ì,^  m  presenza di versene 
che su EA in presenza di R3— F.

Nella preparazione bru ta  sono contenute un num ero considerevole di 
proteine come è svelato dalle prove di im munodiffusione e immunoelettroforesi, 
m entre nella frazione purificata il num ero dei costituenti antigenici svelabili 
con tale metodo è ridotto a due. Nella prova di im munodiffusione (fìg. 8) 
si osserva che la banda di precipitazione prossim a al pozzetto del siero im m une 
si risolve in due bande quando la reazione ha luogo con la preparazione purifi-
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cata anziché con quella b ru ta  o col siero in  foto. Tale com portam ento è indice 
del fatto che la unica linea risulta tale, negli altri casi, per la sovrapposizione 
delle linee di precipitazione indicanti la presenza di due costituenti antigenici, 
la risoluzione dei quali riesce possibile quando ne dim inuisce la concentrazione.

Al mom ento, si può solo prospettare la possibilità che i due antigeni 
contenuti nella preparazione purificata siano da identificare con due dei fattori 
del complesso C3 che Pontieri e Plescia (1965) e Ciccifnarra e coll. (1964) 
hanno dim ostrato essere titolabili rispettivam ente con i due reagenti. L ’u lte
riore sviluppo della ricerca potrà o meno dare conferm a di tale evenienza.
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