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SEZIONE III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Zoologia. —  Studi sulle caratteristiche immunologie he del teleosteo 
T inca tinca L . — I) Le eteroagglutifiine naturali del siero (*}. N ota di 
G i a n n i  A .  A m i r a n t e , A n n a  M . C a c c a m o  e  S i l v i o  T e r r a r i o , 

presentata (**} dal Socio S. R a n z i .

Summary. — Serological and immunochemical properties of natural heteroagglutinins 
are studied in serum of the teleost Tinca tinca L. Results showed that agglutinating activity 
of serum is due to three different proteins. Two of such proteins seem to be essentially similar 
to mammalian immunoglobulins (IgG and IgM). The third protein, with the electrophoretic 
mobility of pre-albumin, shows characteristics of agglutinins found in body fluids of many 
Invertebrates.

I Teleostei sem brano essere un gruppo di V ertebrati im m unologicam ente 
poco evoluto; m a i dati esistenti sulle caratteristiche im munochim iche del 
siero di tali anim ali sono incompleti. Le prim e ricerche in proposito, si devono 
a Babes e Riegler [i]  che nel 1903 dim ostrarono la esistenza di agglutinine 
naturali contro Amoeba proteus in Carassius vulgaris. A gglutinine naturali 
furono pure dim ostrate nel 1942 da Cushing [2] nella tinca. In  salmonidi 
Post [3] ottenne produzione di anticorpi specifici contro Aeromonas hydrophila\ 
sem pre nei salmonidi K rantz e coll. [4] e A nderson e coll. [5] contro Aeromonas 
salmonicida. M uroga e Egusa [6] indussero nell’anguilla la produzione di an ti
corpi specifici contro Vibrio anguillarum . Am brosius e Schäker [7] nel 1964 
dim ostrarono nella carpa l’induzione di precipitine contro siero di m aiale. 
Sem pre Am brosius e coll. [8] riuscirono a indurre la produzione di precipitine 
contro gam m a-globuline um ane purificate in pesce persico, carpa e pesce 
gatto. D a tali ricerche risulta inoltre che m entre è frequente la presenza di 
agglutinine naturali, la sintesi di anticorpi circolanti indotti avviene solam ente 
m antenendo gli anim ali ad una tem peratura relativam ente elevata.

Con questa ricerca ci siamo proposti di indagare sulle caratteristiche 
sierologiche ed im m unochim iche delle eteroagglutinine natu rali in un teleosteo 
d ’acqua dolce, Tinca tinca L., ed in particolare di verificare se tali agglutinine 
siano da considerare appartenenti alla classe delle immunoglobuline.

(*) Ricerche eseguite nel Laboratorio di Zoologia, direttore prof. V. G. Leone: Univer
sità statale di Milano.

(**) Nella seduta del 13 maggio 1972.
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M a t e r ia l i  e  m e t o d i

Il sangue fu prelevato mediante taglio della coda dopo anestesia in etil-uretano al 5%, 
da 35 tinche adulte, maschi e femmine, mantenute in vasche d’acqua corrente ä ca. I5°C. 
Il siero ottenuto, fu scomplementato per 5' a 45°C<1) e conservato a — 20°C.

Prove dì agglutinazione. L’attività agglutinante fu saggiata su globuli rossi delle seguenti 
specie di Vertebrati: coniglio, ratto, montone, criceto, bue, uomo (gruppi A , B , AB , O), 
pollo, tartaruga, tritone, rana, .xenopus, rospo, anguilla, trota, ciprino, carpa, tinca.

Siero di tinca diluito 1 : io fu trattato inoltre con globuli rossi di montone, mantenuto 
a 37° C per un’ora e centrifugato per separare le cellule agglutinate. Tale operazione fu 
ripetuta più volte. L’attività agglutinante del siero così trattato è stata provata su globuli 
rossi delle rimanenti specie.

Produzione di anticorpi antì-eteroagglutinine. Il siero di tinca venne fatto reagire contro 
globuli rossi di ratto (furono utilizzati questi ultimi perchè diedero una reazione di agglu
tinazione superiore a tutti gli altri). A un volume di siero di tinca diluito 1 : 50 fu aggiunto 
un egual volume di globuli rossi di ratto all’i% , tale sospensione venne mantenuta a 370 C 
per un’ora e a 40 C per 12 ore. In tale modo si ebbe la totale agglutinazione dei globuli rossi. 
Le cellule agglutinate furono centrifugate e lavate ripetutamente in soluzione fisiologica. 
Un volume di tali cellule venne emulsionato in due volumi di adiuvante di Freund completo 
e iniettato sottocute nel coniglio. Furono praticate un totale di 6 iniezioni durante un periodo 
di 4 mesi. Il prelievo fu effettuato dopo io giorni dall’ultima iniezione. Un altro coniglio fu 
immunizzato contro siero totale di tinca mediante 7 iniezioni endovena di 1 mi di siero diluito 
I : 50, distanziate di 15 giorni l’una dall’altra. Con i due antisieri così ottenuti furono eseguite 
prove di immunoelettroforesi contro siero di tinca, normale e trattato con 2-mercaptoetanolo 
(2-ME).

Trattamento con 2-mercaptoetanolo. Parte del siero di tinca fu dializzato per 16 ore contro 
2-ME 0.1M e poi per 24 ore contro soluzione fisiologica. Con questo siero furono effettuate 
prove di agglutinazione contro globuli rossi delle specie che col siero normale avevano dato 
agglutinazione positiva.

R is u l t a t i e  d is c u s s io n e

D ai dati ottenuti ed espressi nella Tabella I si può innanzitu tto  osservare 
che il potere agglutinante varia notevolm ente da specie a specie. Per quanto 
riguarda i m am m iferi si può notare, ad eccezione del bue in cui Y agglutina
zione è risu ltata  nulla, che in tu tte  le altre specie esam inate Tagglutinazione 
è sem pre positiva, con un massimo nel ratto  in cui questa è ancora, presente 
con una diluizione del siero di 1/1280. In particolare per quanto riguarda 
i globuli rossi di uomo, abbiam o riscontrato che T agglutinazione è sem pre 
positiva a prescindere dal gruppo sanguigno. Circa le altre classi di V ertebrati 
la risposta è sem pre negativa, ad eccezione di un unico caso (anguilla); 
poiché però il num ero di specie esam inate in tali classi è lim itato, tali risultati 
non possono essere generalizzati.

(1) Come in altre ricerche non pubblicate, abbiamo riscontrato che il complemento 
di tinca è molto più termolabile di quello di mammifero; sono infatti sufficienti per inattivarlo 
temperature e tempi molto inferiori.
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Tabella I.
Prove di agglutinazione del siero di Tinca tinca contro globuli rossi

di diverse specie.

A n t ig e n e

T itolo  d e l SIERO

1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560

Coniglio . . . ................ +  + +  + +  + +

B u e ..................................... — — — — — — — — —

M o n to n e .................... . . +  + +  + +  + + — — — —

R a t t o ................................. ■+ + +  + +  + +  + +  + +  + + + —

C riceto ................ .... +  + + + — — — — — —

Uomo A  . .............................. +  + +  + +  + +  ■ — — — — —

Uomo B ............................. +  + + + — — — —

Uomo A B ......................... +  + +  + + + — — — — —

Uomo O ................ .... +  + +  + +  + + —- — —

P o llo ..................................... — — — — — — — — —

Tartaruga ........................ — — — — — — — —

& 0 IO 0 — — ___ __ __ __ _ __ _

X e n o  p u s .................................. — — — __ — — — — —

Rana . . . . 1 . . . . . — — — — — — — — —

Tritone................................. — — — — — — — —

Anguilla . . . . . . . . +  + + + — .— — — — __

Trota . ............................. — — — — — — — __ —

Ciprino................................. — — — — — — — ■ —

Carpa . . . . j ................ — — — — — — — — —

Tinca ................................. — — — — — — — — —
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T a b e l l a  II.

Prova d i agglutinazione col siero d i  Tinca tinca trattato con 2-M E, contro 
globuli rossi delle specie cheì col siero normale, hanno dato agglutinazione positiva.

Antigene

T itolo dei. siero

i / io 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320

Coniglio +  + +  ' — — — _

Montone ................................. ■+ + ' + ' — — —

R a t t o ..................................... +  T +  + V + + — . —

C ric e to ..................................... T — — — — —

Uomo A ................................. +  + + — — — —

Uomo B . . . . . . . .  . +  +  . +  + + — — —

Uomo AB +  + — — — —

U omo 0 ................................. +  + + + — — —

Anguilla . . . . . .  . . . + — — — — —

È da rilevare che il siero che è stato messo a reagire con globuli rossi 
di una specie, ad esempio m ontone, non reagisce più con globuli rossi delle 
altre specie. Questo fenomeno lascia supporre che nel siero di tinca sia p re
sente un unico fattore agglutinante che reagisce con un medesimo tipo di 
antigène, presente in m isura variabile o del tu tto  assente sui globuli rossi 
delle diverse specie. Q uest’ultim a ipotesi spiegherebbe anche, il diverso grado 
di diluizione m assim a alla quale avviene ancora l’agglutinazione dei globuli 
rossi delle varie specie. Per determ inare se tali agglutinine appartenessero 
o meno alla classe delle immunoglobuline, il siero fu tra tta to  con 2-M E  che 
inattiva le IgM dei V ertebrati superiori. Dopo tale trattam ento  si verifica 
un notevole calo (Tabella II), m a non la totale scom parsa dell’attiv ità agglu
tinan te del siero, il che fa supporre la presenza di due tipi di agglutinine, 
un tipo 2-M E  sensibile, l ’altro 2-M E  resistente. Sulla base di tali dati abbiam o 
ulteriorm ente esplorato, m ediante analisi im munochim iche, la na tu ra  di 
queste eteroagglutinine. M odificando il metodo di M ilgrom  [9], usando come 
antigène globuli rossi di ra tto  agglutinati con siero di tinca, siamo riusciti

(2) IgM =  immunoglobulina M ; IgG =  immunoglobulina G presenti nel siero dei 
Vertebrati superiori.
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ad ottenere un antisiero specifico contro le eteroagglutinine, che inibisce le 
agglutinazioni della Tabella I. AU’im munoelettroforesi le eteroagglutinine 
sono risultate costituite da tre diverse componenti proteiche. Di tali proteine 
una ha caratteristiche im m unochim iche simili alle prealbum ine, m entre le

Fig. i. -  Immunoelettroforesi in agar del siero di Tinca tinca L. Nel pozzetto A 
siero di tinca trattato con 2-ME; nel pozzetto B siero di tinca normale. In a 
siero anti-eteroagglutinine; in b siero anti-tinca in toto. Banda i: mobilità y; 

banda 2: mobilità ß2; banda 3: mobilità prealbnminica.

altre due, coni m obilità elettroforetica ß2 e y, hanno tu tte  le caratteristiche che 
consentono di considerarle im m unoglobuline (fig. 1). Dalla fig. 1 si può notare 
inoltre che nel siero tra tta to  con 2—M E  scom pare del tu tto  la banda preal- 
bum inica (fig. 1, 3) e dim inuisce di molto la banda con m obilità y (fig. 1, r),
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m entre rim ane inaltera ta  la banda con m obilità ß2 (fig- L 2). D al complesso 
dei dati o tte n u ti . ci sem bra poter concludere che, delle eteroagglutinine di 
tinca studiate, le due con m obilità y e ß2 appartengono alla classe delle im m u
noglobuline, e in particolare alle IgM (2-M E sensibili) e alle IgG (2-M E 
resistenti). L ’ipotesi che si tra tti di immunoglobuline è avvalorata anche dal 
fatto che su di esse (complesso eteroagglutinine-globuli rossi) agisce il comple
m ento [io ]. D ’altra parte, se si am m ette che le im m unoglobuline hanno 
una ben precisa configurazione e che sono sintetizzate dalle plasmacellule, 
emerge il problem a di come tali cellule possano sintetizzare una stessa classe 
di proteine, le im munoglobuline, in due condizioni com pletam ente differenti: 
a tem peratura am biente (10-15° C) le eteroagglutinine naturali; a tem pe
ra tu raab n o rm e  (26-28° C) e solo dopo ripetuti stimoli antigenici, spesso accom
pagnati dall’impiego di adiuvanti, gli anticorpi indotti. L a presenza nel sangue 
di tinca di una proteina con caratteristiche im munochim iche ed elettroforetiche 
di prealbum ina e con potere agglutinante, ci induce a ipotizzare che in tali 
V ertebrati inferiori, accanto alla com parsa di meccanismi im m unitari evoluti, 
vi sia quel meccanismo presente in parecchi gruppi di Invertebrati, nei cui 
fluidi circolanti è s ta ta  spesso dim ostrata la presenza di fattori naturali 
agglutinanti [11-18]; O vviam ente tale ipotesi dovrà essere suffragata da ulte
riori indagini.
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