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Zoologia. — Anticorpopoiesi e caratteri serologìci negli A n fib i^ .  
Nota di G ia n  A n g e l o  A m ir a n t e  e V i t t o r i o  P a r i s i ,  presentata ^  
dal Corrisp. S. R an zi .

Summary. —  A ntibody production in some species of A m phibian (A nura and Urodela) 
has been studied; bacteria, viruses and proteins were used as antigens. The electrophoretic 
study of sera of im m unized anim als showed the appearence of a new fraction of y-globulins. 
Sera electropherogram s of other species of A m phibia dem onstrate a rem arkable variability 
in the percentage of y-globulins.

L ’anticorpopoiesi negli Anfibi è stata  oggetto di diverse ricerche; esse 
hanno posto in evidenza che negli A nuri vi sono anticorpi del tipo aggluti
nine [22] e che la formazione degli anticorpi dipende dalla tem peratura alla 
quale l ’anfibio è tenuto duran te il periodo d ’im munizzazione [5, 6, 13], a 
differenza di quanto avviene ad esempio in Uccelli e M am m iferi.

A  quanto ci risulta non si conosce nulla sulla anticorpopoiesi negli 
Urodeli; inoltre non si è riuscito a evidenziare in m odo certo negli Anfibi 
anticorpi di tipo precipitine contro proteine purificate.

Nel corso di questa ricerca è s tata  studiata l’anticorpopoiesi di alcune 
specie di A nuri e di Urodeli, usando come antigeni batteri, virus e proteine 
purificate, e le caratteristiche elettroforetiche dei sieri di tali animali, prim a 
e dopo l’immunizzazione.

E stato oggetto di particolare interesse il raffronto fra le diverse specie 
per ciò che concerne le percentuali delle frazioni proteiche del siero.

Materiali e metodi. — Le specie usate per l ’immunizzazione furono: X enopus laevis 
D uadin (da allevamento), R ana esculenta L. (raccolte in natura), Salam andra maculosa Laur. 
(raccolte in natura), Triturus cristatus Laur. (raccolti in natura, m a stabulati da diversi mesi). 
Per comparazione furono studiati i tracciati elettroforetici del siero norm ale di R ana dalma- 
tina  Bp. (raccolte in natura), B ufo  bufo L. (raccolti in natura), Triturus alpestris Laur. (rac
colti in natura), Pleurodeles w althi Mich, (da allevamento). T u tti gli anim ali furono tenuti 
duran te  il tempo delLesperimento a 2 i°C  e nutriti con Tubifex  o fegato tritato.

Il sangue fu ottenuto nelle specie in cui ciò era possibile (.Xenopus laevis, Triturus 
cristatus, Salam andra maculosa, Pleurodeles w altlii) mediante salasso; nelle altre sacrificando 
l’anim ale e prendendo il sangue direttam ente dal cuore m ediante micropipetta, a io  giorni 
dall’ultim a iniezione.

Gli antigeni usati furono: Salmonella typh i p reparata  per l ’antigene H  (S. typhi H), 
batteriofago <DX 174 (inviatoci dall’Institu t Pasteur di Parigi e coltivato su E . coli, see. 
K leinschmidt [18]); siero album ina di bue frazione 5 (SAB). (*) (**)

(*) Ricerche eseguite nei Laboratori di Zoologia e di Em briologia dell’U niversità S ta
tale di Milano.

Ringraziam o il dr. S am M . Beiser di New Y ork per le critiche e i consigli dati durante 
il corso del lavoro.

(**) Nella seduta del 14 gennaio 1967.
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La prova di agglutinazione fu fa tta  secondo la tecnica usuale [8, 21]. Per i fagi si usò 
la prova della inibizione delle placche di lisi consistente nella seguente metodica (comuni
cazione personale del dr. Beiser): a 0,2 mi di antisiero si aggiungono 0,2 mi di sospensione 
di fagi (a concentrazione 2 X 108/ml); si incubano a 370 C. per 1 ora e si inseminano in E . coli 
su agar; dopo 24 ore si contano le placche di lisi formate.

Per controllo si è usata  una concentrazione di fagi pari a 2 X io 3/ml, e cioè 100.000 
volte minore di quella usata  per l ’antisiero.

Il numero medio delle placche di lisi dei controlli è stato di 125,5 A  4,12.
Per le precipitine si usò il ring-test.
Le elettroforesi si ottennero facendo migrare il siero su gel di acetato di cellulosa 

(cellogel, Chemetron) per 90' a 125 volts in apparecchio gel-phor (Terzano) con buffer al 
veronal a pH 8,7 f.i. 0,05 [16]. Le percentuali delle varie frazioni furono ottenute mediante 
lettura sul fotodensim etro (Terzano).

-►
+ +

0 - 10% 10- 2 0 % 20 - 4 0 % 4 0 - 100%

PERCENTUALE DELLE DIVERSE FRAZIONI

Fig. i. -  Tracciati elettroforetici dei sieri delle specie studiate. Bb =  B ufo  bufo] 
Pw =  Pleur odeles w  aitili] Rd =  Rana dalm atina ; Re =  R ana esculenta; Sm =  Sala
m andra maculosa] T a  =  Triturus alpestris] Tc =  Triturus cristatus] XI =  X enopus laevis.

S . typhi H. Le agglutinine vennero indotte facilmente in Xenopus laevis, Salamandra  
maculosa, R ana esculenta m ediante 7 iniezioni nella coscia di 0,1 mi di sospensione di S. typh i H
in soluzione fisiologica, a  intervalli di 2 giorni (la sospensione in iettata conteneva circa
i X ijo3 microorganism i/ml). Furono tra tta ti un lotto di 15 rane tenute in recipienti separati,
un lotto di 7 X enopus  tenuti a gruppi rispettivam ente di tre, due, due individui e un lotto 
di 2 salam andre.

F agi 0 X  IJ4. A un lotto di 25 rane e io  tritoni vennero praticate 7 iniezioni di 0,1 mi 
di sospensione di fagi <DX 174 (contenente circa 2,3 X io S. * * * 9 microorganismi/ml). A giorni
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alterni la sospensione veniva in iettata nel sacco linfatico nelle rane, nella cavità peritoneale 
nei tritoni.

Siero albumina. A 3 Xenopus  vennero praticate 7 iniezioni a intervalli di 2 giorni, 
di 0,5 mi di siero album ina di bue (concentrazione della proteina = 1 % ) ;  ad altri due 
X enopus vennero praticate 3 iniezioni, distanziate una settim ana Luna dall’altra con 0,4 mi 
di SAB +  0,2 mi di ad iuvante (Complete Freud ad juvant Difco).

In nessun anim ale si ottennero precipitine contro SAB, anche quando si fece ricorso 
agli adiuvanti.

D urante la stesura del presente lavoro si è riusciti a produrre anticorpi in tre femmine 
di X enopus  contro emocianina, purificata per dialisi e ultracentrifugazione, di Viviparus 
ater Cristofori e Jan  (M ollusca , Gasteropoda). Per doppia diffusione su micropiastre di agar 
si è avuto la formazione di un arco molto netto di precipitato. Facendo migrare per elettroforesi 
l ’antisiero e ricercando gli anticorpi mediante emocianina, si è visto che l ’attiv ità anticorpale 
è legata alla frazione delle y-globuline.

T utte  le elettroforesi vennero fatte con sieri freschi (fig. 1).

I risultati degli esperimenti di immunizzazione con S . typh i H sono ripor
tati nella Tabella I, quelli della im munizzazione contro il fago €>X 174 nella 
Tabella II. Nella Tabella I I I  sono riportate le percentuali delle varie frazioni 
seriche nelle diverse specie animali.

T a b e l l a  I.

Esperimento d i agglutinazione.

Specie N° anim ali 
im munizzati

N° anim ali 
superstiti N° iniezioni Titolo 

del siero (*)

R ana esculenta ............. 15 11 7 < 

1

3 =  160 

I 4 == 80

) 3 — 4° 

i — 0 

i =  80

Xenopus la e v is ............. 7 5
\

7

i

3 =  60 

i == 0

Salamandra maculosa . 2 2 7 2 =  60

(*) I titoli dei sieri sono espressi con il reciproco della m assim a diluizione alla quale si ha ancora agglutinazione; 
i numeri a sinistra, sulla colonna dei titoli, indicano il numero di individui che hanno tale titolo.

I nostri risultati concordano coi dati di altri A utori sulla capacità degli 
A nuri di p rodurre anticorpi specifici contro antigeni particolati; sul fatto 
che tale anticorpopoiesi sia condizionata dalla tem peratura alla quale V animale 
è tenuto  e che sia impossibile evidenziare anticorpi circolanti contro proteine 
pure (SAB), salvo il caso precedentem ente ricordato di emocianina.
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T a b e l l a  I I .

Esperimento d i inibizione d i lisi.

Specie N° anim ali 
im m unizzati

Na anim ali 
superstiti N° iniezioni Lisi ( * )

8 = 0 ; 1 = 6  

i i =  i ; i =  25

R ana escu len ta ............. 25 18 7 < 

\

1 =  2 ; i =  27

1 i =  4 ; 2 == 90

2 =  lisi totale 

3 = o

Triturus c r is ta tu s ........ IO 8 7 '
i ■ - , 7

4 =  lisi totale

(*) N um ero di placche di lisi osservate; i num eri a sinistra, nella colonna delle lisi, indicano il num ero di individui 
che presentano tale lisi.

T a b e l l a  I I I .

Percentuali delle fra z io n i proteiche del siero.

Specie Preal
bumine

A lbu
mine

Globuline

OCi 0C2 Pi ßa T.

Rana e sc u le n ta ...................... . . . . . __- 36,07 7,47 I 1,67 15,80 7,75 21*72

Rana dalm atina  . ................................ — 46,00 15,00 6,00 17,50 2,00 13,50

X enòpus laevis non im m unizzato . . . ■ — 4 L 52 6,05 15,32 13,05 ■— 27,12

Xenopus laevis immun. A. typh i. . . . — 37,14 4,28 10,00 16,43 — 32,15

B ufo  b u f o ................................... 2,5° 60,67 11,83 7,03 13,97 — . 5,47

Salam andra maculosa non im munizzata 8,00 34,40 22,20 18,60 12,60 — 8,00

Salam andra maculosa immunizz. S . iyphi 2,00 47,oo 20,00 6,00 16,00 — 9,oo

Tritiirus c r i s ta tu s ....................................... — 41,87 24,07 — 1.1,22 5,30 10,02

Triturus alpe stris . . . .  . .................. — 25,62 29,12 — 25,25 9,85 10,10

Pleurodeles w altlii .......................... .... . 4,30 34,60 14,80 — 45,30 — 1,50
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Circa la im possibilità di ottenere antigeni contro proteine pure Elek, 
Rees e Gowing [13] im munizzarono X enopus  contro y-globuline di bue 
(fraz. 2); sono invece incerti i risultati o ttenuti con sieri in toto di altri animali 
[U> I2 ] e gb unici dati sicuram ente positivi sono quelli di D um as [ 11 ]..

Come risulta dai nostri dati anche in U rodeli (salam andra e tritone) è 
possibile ottenere anticorpi di tipo agglutinine e anticorpi inibenti i fagi.

Fig. 2. -  C urva fotodensim etrica di siero Fig. 3. -  C urva fotodensim etrica di siero di 
di Xenopus laevis norm ale (a) e immu- Salamandra maculosa normale {a) e im mu

nizzato con S. typh i (b). nizzata con S. typh i (b).

Noi abbiam o inoltre notato che nei sieri, sia di A nuri che di Urodeli, 
contenenti agglutinine, appare una nuova banda nella zona delle y-globuline 
(figg. 2 e 3) con m obilità maggiore rispetto a quella delle due bande presenti 
nel siero norm ale.

Questo dato non conferm a i risultati di Butler, Rees e Elek [7], che non 
hanno rilevato notevoli differenze tra  siero di X enopus  norm ale e im m uniz
zato contro X. typ h i, m entre è in accordo con i dati del M arini [20] che ha 
messo in evidenza che in tritoni cancerizzati si ha un aum ento delle globuline. 

L a banda da noi no tata non è dovuta ad eventuale emolisi, come dim ostra 
il confronto con i tracciati elettroforetici dì em oglobina dello stesso Xenopus.
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Il significato di tale banda si m ette in evidenza eluendo le varie frazioni 
elettroforeticjie del siero di X enopus  im m unizzato contro 5 . typ h i H e facendo 
la prova di agglutinazione: si è notato che l’attiy ità  anticorpale è presente 
soprattu tto  in questa nuova frazione delle y-globuline, e anche a livello 
delle oc2.

Infine la percentuale delle y-globuline valu tata sui dati foto^ensim etrici 
aum enta considerevolm ente negli anim ali im m unizzati rispetto a quella di 
anim ali normali.

Degno di rilievo il fatto  che in esemplari di X enopus  nei quali si è 
iniettato la siero album ina non è apparsa nessuna nuova frazione.

Fig. 4. -  Percentuali delle y-globuline e delle album ine nelle specie 
studiate di Anuri ed Urodeli.

Dai dati riassuntivi nella Tabella I I I , relativi alle elettroforesi dei sieri 
delle specie studiate, si può vedere, come anche dal grafico della fig. 4, che 
ogni specie presenta un aspetto caratteristico (come si può anche desum ere 
dai dati della bibliografia [1, 2, 3, 4, 9, io, 14, .17, 19].

Dal grafico si può anche rilevare come il rapporto  fra y-globuline e albu
mine sia diverso nelle differenti specie; queste differenze però hanno un signi
ficato esclusivam ente diagnostico e non filogenetico.

D egna di nota però ci sem bra l’indicazione, rilevabile nello stesso grafico, 
che la variabilità nell’am bito di una data  specie, tra  quelle rappresentate 
da anim ali raccolti in natura, non è alta, m entre nelle specie in cui esemplari 
provengono da allevam ento in laboratorio si hanno forti differenze indivi
duali in Xenopus, m inori differenze in Pleurodeles. Il rilievo va però soste
nuto da una più am pia casistica.

Si è constatato inoltre che la percentuale di album ine è abbastanza 
costante nell’am bito della specie, m entre è molto variabile quella delle y-glo-
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buiine. Per quanto riguarda quest’ultim a sem bra che non vi sia un netto 
rapporto  tra  percentuali di y-globuline caratteristiche in una data  specie e 
la capacità di questa di produrre anticorpi, in quanto le specie studiate danno 
sieri con titoli anticorpali dello stesso ordine di grandezza.
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