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A simple, economic and rapid method for the immunoglobulin G (IgG) purification
is described. This method is reliable for IgG purification in antisera against different
hormones, mainly gonadotrophic hormones (FSH, HMG, HCG, etc.). With this
procedure we have got higher titres in the antisera and very high specifity of the anti
gen-antibody reaction in endocrinological methods. The purification method consists
mainly in a previous Sephadex G-200 chromatography, in 0.05 M-phosphate and 0.4 M
CINa, pH 8, and DEASE-Sephadex chromatrography in 0.01 M-phosphate, pH 8. Also,
the method for Fc fragment purification is
in rabbits.

Desde que Horsfall y Coodner (9)
dividen los anticuerpos antendiendo a su
cuerpo molecular en 7 S y 19 S, y Tise
lius y Kabat (21) identifican, por medio
de la electroforesis, la fraccion gamma
como portadora de anticuerpos, el avance
en el estudio de dichas moleculas ha sido
constante.

Grabar y Williams (6, 7) describen la
tecnica de la inmunoelectroforesis e indi-
vidualizan los anticuerpos 11 S. Here-
MANS (8) introduce el concepto de imnu-
noglobulinas y posteriormente se establece 
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described, as the immunization procedure

definitivamente la nomenclatura actual de
IgG, IgA, IgM, IgD e IgE (4).

Dado que, en las reacciones inmunolo-
gicas de alta especificidad, el antisuero
total contra determinados antigenos (11,
12, 15), presenta una serie de interfcren-
cias debido a su gran heterogencidad y
bajos titulos (1), se hace necesario aislar
cada uno de los tipos de inmunoglobuli-
nas y trabajar selectivamente, con una o
varias de ellas.

En el presente trabajo se muestra un
metodo sencillo para la obtencion de una
de las inmunoglobulinas, la IgG, siguien-
do la tecnica de Sober y Peterson (20),
modilicada por nosolros (17), y de esta
forma aplicarla a los sistemas antieeno- 
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anticuerpo que se utilizan en Endocrino-
logia.

Material y metodos

Se parte de suero de conejo inmunizado
que, debido a su heterogeneidad, hace que
descienda el rendimiento. Los antisueros
se prepararon frente a hormonas gonado-
troficas, aisladas de hipofisis y orina de
origen humano (1, 14, 15) y purificadas
segun los metodos descritos en trabajos
anteriores (13, 14).

Para el aislamiento de IgG se utiliza.
en primer lugar, filtracion en gel (Sepha
dex G-200) y a continuacion una resina
intercambiadora en iones (DEAE A-50)
(10).

En la preparation del Sephadex G-200
se siguid la tecnica de Killander (10),
empleandose columnas de 80 X 3 cm con
gradiante de presion negative y tampon

Fig. 1. Filtracion en Sephadex G-200
Columna: 80X3 cm: tiempo tubo: 10 min:
volumen tubo: 3 ml: muestra: 1 ml columna;
tampon: fosfato 0.05 M, CINa 0.4 M. pH 8;

fracciones I. II y III (F-I. F-II y F-III).

Fig. 2. Filtracion en DEAE Sephadex A-50.
Columna: 30X5 cm; tiempo/tubo: 10 min;
volumcn/tubo: 3 ml/columna de concentra-
do A; tampon de fosfato 0,01 M, pH 8; frac

ciones I, II y III (F-I, F-II y F-III).

fosfato (0,05) CINa (0,04 M), a pH 8
siendo el volumen de muestra de elucion
de 3 ml/tubo (fig. 1).

La actividad se encuentra en la frac
cion I, que es dializada frente a tampon
de fosfato (0,01 ml), a pH 8, durante 72
horas, con frecuentes cambios de tampon
y posterior concentration en Carbowax
600 hasta alcanzar un volumen de 10 ml
(concentrado A).

La preparation del DEAE-Sephadex
A-50 se llevo a cabo segun Sober y Pe
terson (20), empleandose columnas de
fiujo continue de 30 X 5 cm con tampon
de fosfato 0,01 M, pH 8, volumen de
muestra de 3 ml de concentrado A/colum-
na; tiempo/tubo 10 minutes y volumen de
elucion/tubo de 3 ml. La lectura se cfec-
tu6 a 280 mp. (fig. 2).

Para la regeneration de la columna se
utilize tampon de fosfato 1 M y CINa
0,4 M, pH 8. La actividad IgG se encuen
tra en los tubos 6-13 de la fraction I.

Control de pureza. Se efectuo median-
te las tecnicas de doble difusion radial de
Ot ( h i hi.ri.ony (16) inmunoclectroforesis
y elect roforcsis en agar.

La fraction I es liofilizada (liof. A) para
su conservation. Con csle procedimiento
las perdidas de material y actividad son
practicamentc dcspreeiab 1 es.



ANTISUEROS ANTIGONADOTROF1NAS 137

Fig. 3. Electroforesis en gel de almidon-urea,
tampon formato, pH 3,25.

A) IgG sin digerir como una sola banda.
B) IgG sin digerir mas IgG digerida. Tres
bandas. C) IgG digerida. en la que se observan
tres bandas: Fc, Fab e igG sin digerir. respec-
tivamente, de mayor a menor movilidad elec-

troforetica.

Separation de los productos de la diges
tion. Se utiliza electroforesis preparativa
en urea-gel de almidon, tampon formiato,
pH 3,25 y 12 horas de desarrollo. El blo-
que de almidon es seccionado longitudi-
nalmente en dos trozos, uno pequeno, que
se tine para la identificacion del desarrollo
clectroforetico y otro grande que se con-
gela a —4° C, que sera utilizado para la
obtencion de los productos de la digestion
(figura 3).

El primero muestra tres bandas bien de-
finidas que, identificadas en placas de do-
ble difusion de Ouchtherlony, correspon-
den de mayor a menor movilidad electro-
foretica a los fragmentos de Fc, Fab e IgG
sin digerir. El bloque de almidon congela-
do, una vez conocido cl lugar donde se
cncuentra la fraccion, se secciona trans-
versalnicntc para individualizar cada una
de ellas. Los productos Fc, Fab e IgG sin
digerir se liofilizan (liof. B, C y D. res-
pcclivamentc).

1.1 liofilizado B se utiliza para la innm-
nizacidn de conejos con la siguientc pau-
la: una inyeccion subcutanea semanal
conieniendo 5 mg de liof. B y 0.5 ml de
coadyuvantc de Freund, durante cuatro 

semanas, y 2 inyecciones intravenosas
conteniendo 3 mg de liof. B en dias al
ternes.

Los conejos se sangraron a los 5 dias
de la ultima inyeccion. Se tomo por titulo
la dilucion mas alta de antisuero que da
banda de precipitacion frente a 1 mg de
antigeno en placas de Ouchtherloisy
(16, 17).

Resultados

La homogeneidad de IgG en las frac-
ciones seleccionadas se demuestra electro-
foreticamente en la figura 4, donde se ob-
serva un aumento monoclonal en la zona
de las gammaglobulinas, que correspon-
den a IgG, como se comprueba inmuno-
electroforeticamente en la figura 5, donde
se observa una inflexion en la linea de
precipitacion correspondiente al sistema
IgG.

Su aislamiento se ha realizado en dos
etapas, basadas, respectivamente, en el

Fig. 4. Electroforesis en agar del suero de
conejo inmunizado y de las distintas fraccio-
nes obtenidas tras el paso en una columns

de E)EAE Sephadex A-50
Notese el aumento monoclonal en la zona de
las gammaglobulina (parte superior) \ la pre-
sencia de globulinas \ albumina en las t’rac-

ciones I. 11 \ ill.
u
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Suero de conejo inmunizado
I

Sephadex G-200

£
Fraccion I Fraccion II y III
(IgG con impurezas) (Desechadas)

DEAE Sephadex A-50

Fracci6n I Fraccion II y III
(IgG inmunologicamentc pura) (Desechadas)

4,
Liofilizacion

4
Liofilizado A

4/
Digestion (papaina)

4/
Electroforesis (urea-almidon)

inmunoglobulina IgG y obtencion del Fc co-
rrespondlente.

4,
Liofilizado B

Fc

4/
Liofilizado C

Fab

L
Liofilizado D

IgG
(Para inmu- (Para adsor- (Sin digerir)
nizacion) cion de otras

inmunoglobu-
linas)

Esquema I. Aislamiento y digestion de la

Fig. 5. Inmunoelectroforcsis en agar-tampon
veronal, pH 8,6 del suero de conejo inmuniza
do (en la superior) y de las fracciones obteni-
das mediante el uso de DEAE Sephadex A-50.
En la fraccion I se puede comprobar una infle

xion unica en Ja zona de la IgG.

Fig. 6. Control de pureza de la inmunoglo
bulina G (IgG).

Los tubos 9 y 10 de la fraccion I de DEAE
Sephadex dan una sola banda de precipitacion
frente a antisuero de conejo total (ant. SC).
Los controles de suero de conejo (SC) dan

multiples lineas.

p.m. y la carga electrica (esquema 1). En
la primera, empleando el Sephadex G-200,
se obtiene una preparation en la que cer-
ca del 90 % del contenido proteico corres-
ponde a IgG, habiendo eliminado una se
rie de protefnas, principalmen te transfe-
rrina, que es su principal contaminanle.

En la segunda, empleando DEAE Se
phadex A-50, se consigue, por elucion di
recta, IgG inmunologicamentc pura (figu-
ra 6), dondc se aprecia una sola banda de
precipitacion frente a antisuero total. El
rendimiento obtcnido es del 70 %.

Los anticuerpos obtenidos son especi-
ficos y su titulo por tcrmino medio corres
pond io a 1/140,
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La paula de inniunizacion es eficaz, si
se tiene en cuenla el bajo gasto de anti-
geno y los titulos obtenidos en los corres-
pondientes anlisueros.

Discusion

Se presenla un metodo de aislamienlo
de una clase de inmunoglobulina, la IgG,
que por su sencillez y economia. puede
ser util en los procedimienlos inmunologi-
cos en general y especial en los radio-
inmunologicos de valoracion hormonal y
muy especialmente en los referentes a las
hormonas gonadotroficas (12).

Tras una experiencia previa con IgG
procedentes de mieloma humano (17) y
despues de haber encontrado dificultades
en la produccion de anlisueros de calidad
apropiada frenle a algunas hormonas go-
nadotropas (13), especialmente frenle a la
hormona foliculo-estimulante (FSH), se
decidio emplear selectivamente las distin-
tas inmunoglobulinas (Ig) —en esle caso
la IgG— contenidas en los anlisueros ya
obtenidos, pensando en que se ganaria en
especificidad y rendimiento. Para ello, se
iniciaron una serie de experimentos con la
intention de poner a punto un melodo de
aislamiento y purification de las dislintas
inmunoglobulinas (Ig) aplicable a los anti-
sueros producidos por nosotros frenle a
este grupo de hormonas.

En este metodo se ha empleado croma-
tografia en columna (Sephadex DEAE
A-50), de donde se obtiene la IgG por
elucion directa. Previamente han sido eli-
minados otros contaminantes (la transfe
rrins, etc.), mediante su pase por Sepha
dex G-200, con lo que se consigue aumen-
tar la concentration de IgG en la muestra
y superar el rendimiento de tecnicas simi-
larcs (2, 3, 5). Con este procedimiento cl
rendimiento final es alto y el grado de pu-
reza conseguido aceptable.

La digestion enzimatica y la ulterior
separation de los fragmentos (fig. 3) me
diante gel de almidon-urea (17, IS. 19), 

pueden hacer que el metodo sea mas re
producible y eficaz. al mismo tiempo que
evita las inlerferencias en los procesos de
inniunizacion (1), si bien estos ultimos
aspeclos necesitan de una confirmation en
cl futuro.

Resumen

Se presents un metodo sencillo y rapido para
la purificacion de la inmunoglobulina IgG, apli
cable a los antisueros producidos frente a di-
versas hormonas, especialmente las gonadotro-
finas (FSH, LH, HCG y HPL) con objeto de
obviar los bajos titulos obtenidos e incremen-
tar la especificidad de las reacciones antigeno-
anticuerpo en los metodos endocrinologicos.

El metodo consiste fundamentalmente en un
paso previo por Sephadex G-200 y despues por
una resina intercambiadora de iones (DEAE
Sephadex A-50). Se presenta tambien el proce
dimiento para la obtencion de su Fc especifico,
la separacion de los restantes productos de la
digestion y la inniunizacion de conejos y obten
cion de su antisuero correspondiente.
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