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REsumEeEN

Se han podido demostrar por inmunoelectroforesis de sueros humanos
normales dos bandas de precipitacion mds lentas que la IgG, habién-
dose analizado las condiciones de concentracién de los sueros y antisue-
ros que son necesarias para su demostracién. Una de las bandas apare-
ce como un desdoblamiento catédico de la IgG y fue denominado GGP.
La otra fue de migracién mds lenta y cruza el arco de IgG. Fue
denominada GGL.

La GGP fue aislada por gel-filtracién, Se calculé su constante de sedi-
mentacién por ultracentrifugacién, en 7,5 S. El andlisis antigénico de la
misma demostré que correspondfa a una de las subclases de IgG. La
investigacién de actividad antigammaglobulina en estas preparaciones dio
resultado positivo, siendo negativo con ofras tres subfracciones de IgG,
aisladas igualmente por gel-filtracién, de constantes de sedimentacién 6,8,
65 y 62 S.

La GGL fue aislada por gel-filtracién y en cromatografia en DEAE-
celulosa. Su andlisis antigénico por inmunodifusién evidencié su indivi-
dualidad respecto a IgG, IgA, IgM, IgE, IgD y proteina C reactiva,
entre otras protefnas consideradas. No demostré actividad antigammaglo-
bulina. Su constante de sedimentacién fue calculada en 0,9 S.

La investigacién de sueros patoldgicos evidencié alteraciones cuantitati-
vas y cualitativas de estas fracciones, discutiéndose el valor diagndstico-
diferencial y prondstico de su determinacién en el suero de pacientes.

El estudio de las proteinas del suero hu-
mano continda siendo un tema de inte-
rés actual. Su importancia crece cada dia

a la luz de nuevas aportaciones que pro-
porcionan un mejor conocimiento de la
estructura y funciones de las mismas % 2.
6,70 Ta complejidad y finura de las téc-

— nicas de trabajo, incorporadas en los ulti-
(*) Trabajo realizado con una Beca de ayu-

da a la Investigacion del Ministerio de Edu-
cacién y Ciencia.

mos afios al estudio de las proteinas plas-
maticas, ha permitido obtener conoci-
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mientos importantes a nivel molecular
respecto al significado fisioldgico y a las
modificaciones patoldgicas de estos com-
ponentes del suero 7 16 49, 66, 80,

Los métodos de aislamiento de los com-
ponentes séricos se han perfeccionado
mediante la utilizacién de la gel-filtracion
12,66,y de las resinas de intercambio id-
nico, que permiten separar las fraccio-
nes proteicas totalmene aisladas segun
sus propiedades fisico-quimicas especifi-
cas 255, La utilizacién de la ultracentri-
fugacién analitica permite medir la
constante de sedimentacién y el peso mo-
lecular de las distintas fracciones, propor-
cionando por tanto criterios adicionales
para la individualizacion de las mis-
mas 28, 80.

El empleo de todos estos métodos no
s6lo ha permitido un mejor conocimiento
de la estructura y funcién de las protei-
nas plasmadticas, como queda dicho, sino
que ha hecho posible también la demos-
tracion e individualizacién de nuevos
componentes proteicos del suero que has-
ta hace pocos aflos permanecian ignora-
dos 4 1. 14,57 Junto a la completa carac-
terizacién de estos nuevos componentes
individualizados, de los cuales se cono-
cen ya en la mayor parte de los casos
su papel fisioldgico y algunas de sus mo-
dificaciones patoldgicas, se han publicado
en los ultimos afios datos que sugieren
la existencia de otros componentes, cuya
caracterizacion e individualizacién no ha
podido ser lograda de una manera defi-
nitiva hasta el presente 3% 6. 77 Se trata
fundamentalmente de fracciones protei-
cas de migracién electroforética en direc-
cién catédica y de bajo peso molecular
30.46. 61 Puesto que esta zona electroforé-
tica estd ocupada por las inmunoglobuli-
nas, la existencia de estos otros compo-
nentes encierra el interés que se deriva
de sus posibles relaciones con las inmu-
noglobulinas. Efectivamente, se ha podi-
do comprobar en algunas ocasiones que
estos componentes de migracién electro-
forética lenta en direccién catddica eran
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solamente, o bien subclases de algunas de
las inmunoglobulinas de esa zona, o bien
fragmentos de las mismas 30 46.61. 77 En
otros casos, sin embargo, se ha podido
demostrar de manera precisa que estos
componentes no guardaban ninguna re-
lacién con las inmunoglobulinas conoci-
das #,

En un trabajo previo pudimos demostrar
por inmunoelectroforesis la presencia oca-
sional en sueros humanos de una gamma-
globulina de migracién m4s lenta que la
IgG y aparentemente sin relaciones con
ella >, El presente trabajo ha sido reali-
zado con el objeto de establecer si esta
fraccion proteica puede ser identificada
como uno de estos componentes de bajo
peso molecular mas o menos relacionado
estructuralmente con fragmentos o sub-
fracciones de las inmunoglobulinas o por
el contrario era un componente totalmen-
te individualizado semejante al que he-
mos aludido anteriormente, que habia
sido demostrado en el suero de anima-
les * El interés de este estudio estd, a
nuestro juicio, acrecentado si considera-
mos que recientemente se ha comunicado:
que proteinas de bajo peso molecular no
bien caracterizadas electroforéticamente
mostraron una actividad precipitante
frente a ribonucleicos que es equiparable

a la actividad precipitante de los anti-

cuerpos 2.

Para poder precisar la individualidad an-

tigénica, fisico-quimica, asi como estruc-
tural de esta fracciéon gammaglobulina

lenta se ha hecho un andlisis antigénico

diferencial de la misma con respecto a

las cinco clases de inmunoglobulinas co--

nocidas y a otros componentes gamma

tales como la proteina C y el factor reu-

matoide 52 80,

Por 1ltimo, nos han interesado también
las posibles relaciones de esta fraccién
gammaglobulina lenta con la actividad

antigammaglobulinica que habitualmente:

puede estar localizada en esta zona .
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MATERIAL Y METODOS

A. Sueros utilizados.

1. Sueros humanos normales. Los 57
sueros humanos normales investigados
Pprocedian de donantes de sangre que ha-
bian sido sometidos a diversos estudios
analiticos con objeto de garantizar su
normalidad del Banco de Sangre del Ins-
tituto de Higiene de Navarra. Se utiliza-
ron en frasco o conservados en congela-
dor a —20°, siguiendo de este modo las
normas recomendadas en este tipo de
estudios 16 13,

2. Sueros humanos patoldgicos. Fueron
estudiados 38 sueros patolégicos que se
obtuvieron de pacientes ingresados en los
Servicios Clinicos de la Facultad de Me-
«dicina de la Universidad de Navarra. 23
-de estos enfermos padecfan procesos cro-
nicos hepdticos y 15 artritis reumatoide.
En todos los casos se realizé un comple-
to andlisis de los datos clinicos corres-
pondientes, Su conservacién fue hecha en
idénticas condiciones que para los sue-
10s normales,

B. Obtencion de la fracciéon gammaglo-
bulina del suero.

La separacién de las gammaglobulinas
del suero humano normal (SHN) se rea-
lizé6 mediante precipitacién salina con so-
lucién saturada de sulfato amdnico a una
concentracién del 50 % . La metodolo-
gia empleada consistié en practicar una
primera precipitacion del SHN en agita-
<ién continua durante 3 horas, seguida
de centrifugacién a 3.000 r.p.m. durante
media hora. Sucesivamente se precipita-
ton del mismo modo los sedimentos ob-
tenidos, disueltos en agua destilada y en

(*) Agradecemos a los Dres. J. Lucea () y
A. Medarde, Jefe del Servicio de Hemotera-
pia del Instituto de Higiene de Navarra, por
la amable donacién de las muestras de suero.
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proporcién mitad de volumen del pase
anterior, con un total de 3 precipitados
sucesivos. El sedimento final se disolvig
igualmente en agua destilada en una can-
tidad correspondiente a la octava parte
del volumen total del SHN empleado ini-
cialmente.

La muestra as{ obtenida fue analizada
por electroforesis y concentrada por de-
secacién, de tal forma, que la riqueza pro-
teica final era de 20 mg/ml.

C. Filtracion en Sephadex-G-200.

Las columnas cromatograficas se monta-
ron segin la metodologia cldsica 3! %, Se
emplearon columnas de vidrio de 40 x
2,5 ¢cm para la cromatografia de los SHN
y precipitados salinos, y de 100 x 2,5 em
para la separacién de los fragmentos
obtenidos por reduccién de la fraccién
gammaglobulina lenta previamente ais-
lada,

Durante el proceso de filtracién utiliza-
mos un analizador ultravioleta ISCO mo-
delo UA 2, adaptado a un colector de
fracciones ISCO-270,

Se empled en general un flujo de 25 a
30 ml/hora, usando como eluyente CINa
0,15 M con pH 7. Se recogieron las mues-
tras en fracciones de 1 a 4 ml,

Las fracciones eluidas fueron estudiadas
en tres aspectos: 1. Contenido proteico:
Mediante el analizador ultravioleta y com-
probacién posterior con reaccién del Biu-
ret y medida en espectrofotémetro Spec-
tronic 20 Bausch Lomb, o por lectura
directa en espectrofotémetro Zeiss PM-
Ql1. 2. Andlisis cualitativo de los elui-
dos: Se realiz6 mediante estudio inmu-
noelectroforético de todos los tubos con
riqueza proteica demostrada y los inme-
diatamente adyacentes, ya que para el
aislamiento de la gammaglobulina lenta
ligera (GGL) no teniamos dato alguno
inicial respecto a la zona de aparicién en
los elufdos. 3. Control del pH: Se hizo
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en todas las muestras que fuimos obte-
niendo, mediante lectura directa en pH-
metro.

D. Cromatografia en resinas de inter-
cambio ionico.

Se realizé utilizando DEAE celulosa, re-
sina de intercambio anidénico, segin dos
métodos ligeramente distintos entre si. En
unos casos empleamos la metodologia
comunmente usada 3! 55 66.80 trabajando
en columna de 40 x 2,5 cm con un gra-
diente de pH decreciente de 8,8 a 4, y
concentracidon idnica ascendente, conse-
guido mediante la mezcla de proporcio-
nes adecuadas de TRIS 0,3 M y fosfato
monosddico. La técnica de recogida y
control de los eluidos fue semejante a la
empleada para la filtracién por Sephadex,
con una velocidad de filtrado de 35 ml/
hora,

En otros casos la Cromatografia en
DEAE celulosa se hizo a pH extremo.
La obtencién de la gammaglobulina lenta
ligera (GGL) hizo preciso extremar la
alcalinidad del eluyente para reducir los
aniones libres de la DEAE celulosa, evi-
tando asi captase proporciones mayores
o menores de la proteina catédica que
buscibamos. Con este objetivo utilizamos
un gradiente de pH decreciente de 11 a
4, igualmente por mezcla en proporcio-
nes adecuadas de TRIS 0,3 M y fosfato
monosddico. La velocidad de elucién fue
de 45 ml/hora. El control de los eluidos
parciales fue andlogo al que realizamos
en la cromatografia por Sephadex ya des-
crito.

E. Antisueros humanos.

Hemos utilizado en nuestro trabajo in-
munosueros tanto polivalentes como mo-
noespecificos frente a las distintas frac-
ciones séricas. Unos se obtuvieron perso-
nalmente y otros fueron de origen co-
mercial.
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L. Inmunosueros comerciales: 1.0s sue-
ros Polivalentes procedian de los Labo-
ratorios Hyland, Los Angeles, Califor-
nia, USA, y del Instituto Pasteur de Pa-
ris y los Monovalentes se consiguieron de
los Laboratorios Hyland, Pasteur, Behring-
werke AG, de Marbug-Lahn, Alemania y
Pharmacia ABDE Uppsala, Suecia. Eran
antisueros especificos para albuimina,
transferrina proteina C reactiva, Inmuno-
globulinas A, M, D, E y G, fragmentos
Fab y cadenas pesadas y ligeras de la
IgG humanas, Todos estos inmunosueros
se conservaron en nevera a —4° por perio-
dos inferiores a 30 dfas.

2. Inmunosueros propios: Se obtuvieron
mediante inmunizaciones de conejos ma-
chos, de raza comun, de 3-3,5 kg de peso.
Para la obtencién de los antisueros poli-
valentes inyectamos 0,25 ml de SHN
mezclado con igual cantidad de Adju-
vant de Freund por via subcutdnea en el
dorso de los animales. Las dosis se apli-
caron una, dos o tres veces por semana,
segun los lotes.

Se practicé una sangria de prueba a los
cuarenta dias y comprobacién del nivel
inmunitario alcanzado, desde el punto de
vista cualitativo por inmunoelectroforesis
y cuantitativo por inmunodifusiéon. En
todos los casos se administraron dosis
“de recuerdo” 15 dias después de la pri-
mera sangria, obteniéndose asi volimenes
adicionales de un titulo adecuado. Me-
diante el empleo de una técnica andloga
se obtuvieron también inmunosueros mo-
novalentes frente a las preparaciones GGL
obtenidas tanto por filtracién en Sepha-
dex, como por elucién en DEAE celulo-
sa, asi como frente a la GGP que se
habfa aislado por gelfiltracion, Estos
inmunosueros fueron conservados en con-
gelador a —20°.

F. Técnica de Inmunodifusion.

Hemos usado sistemdticamente la técnica
de inmunodifusién en placa de agar de
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Ouchterlony #, Pequefias modificaciones
seguidas en nuestro laboratorio, han sido
comunicadas en otras ocasiones 5l 54,

G. Técnica de FElectroforesis.

La metodologia seguida ha sido la cldsi-
ca sobre placa de vidrio o porta cubiertos
con gel de agar %6,

H. Técnica de Ia inmunoelectroforesis.

Hemos utilizado la metodologia descrita
por Grabar y Williams 2, modificada por
Scheidegger 6, Para el desarrollo inmu-
noelectroforegrafico completo con detec-
cién de la gammaglobulina lenta fue pre-
ciso introducir 3 pequefias modificaciones
técnicas en la pauta cldsica: a) Dilucio-
nes de los antisueros o concentraciones
de los sueros humanos normales emplea-
dos, para una adecuacién Sptima de los
reactantes, Empleamos generalmente los
sueros del 1/1 al 3x y antisueros al 1/1
o al 1/2, by Desplazamiento de los poci-
llos que contenfan las muestras hacia el
bolo anddico. ¢ Los canales de los anti-
sueros a 9 mm de dichos pocillos. Para
ampliar el drea catddica, lugar de preci-
pitacién de la gammaglobulina lenta,

En alguna ocasién empleamos también
un puente de agar en la regidén catddica
del canal del antisuero con objeto de
separar la banda de precipitacion de la
IgG de la gammaglobulina lenta.

I. Investigacion de actividad antigamma-
globulina.

La realizamos mediante la técnica del
test de Latex %, utilizando una prepara-
cién comercial (Difco Lab. USA).

J. Ultracentrifugacidén.

Hemos utilizado la ultracentrifuga anali-
tica Spinco, modelo E, de Beckman y
metodologia general de Pedersen®. Las
muestras empleadas lo fueron a concen-
tracién de 15 mgrs ml con un médximo de

GAMMAGLOBULINAS LENTAS 301

30 mgrs/m, siendo el solvente empleado
en todas las ocasiones suero salino 0,15
M con pH neutro. Empleamos dos tipos
de velocidades de ultracentrifugacién:
42040 y 59780 r.p.m. La temperatura os-
cilé entre 6 y 12°C durante la operacion,
que durdé un total de 2 a 3 horas, con un
tiempo 1til de 40 minutos,

Las fotografias se hicieron en intervalos
de 8 minutos, para la fraccidn gamma-
globulina lenta IgG y de 16 minutos para
la gammaglobulina lenta ligera GGL. El
tiempo de exposicién fue de 40 segun-
dos, Se utilizaron placas de vidrio de su-
perficie sensible ortocromética, de Ia
casa Kodak. El revelado se hizo en reve-
lador Kodak D-76 durante 15 minutos.

Para el cdlculo del coeficiente de sedi-
mentacién, hemos utilizado la metodolo-
gia de Svedberg3!, Se han empleado si-
multdneamente los procedimientos inte-
gral y diferencial de obtencién de la
constante de sedimentacién.

Las férmulas generales correspondientes
son las siguientes:

2303 log X,—log X,
Sc =
60 W2 t,—t
para el método integral y
X, — X4
Sc =
Xo + X4
- (e—t) W2, 60
2

expresion del método diferencial.

En ambos casos “t”, es el tiempo en mi-
nutos; “X” la distancia del pico al cen-
tro de rotacién; 60.W?2 es expresién de
lJa velocidad angular cuyos valores osci-
laban entre 1,162.10%, para las ultracen-
trifugaciones a 42.040 rpm. y 2’35.10°
para una velocidad de 59.780 r.p.m. Co-
nociendo los tiempos T, y T. a los que
se realizaban las fotograffas sucesivas y
las distancias reales X; y X, de los picos
correspondientes al centro del rotor se
puede calcular la constante de sedimen-
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tacién en unidades Svedberg. Para ello se
tuvo en cuenta que cada una de estas
unidades (S¢) equivale a 1.10—3 de la
cifra obtenida. Y que para la transforma-
cién a unidades Svedberg se expresaron
los resultados a 20°C, multiplicando la
cifra obtenida por el coeficiente 1’37,
correspondiente a las temperaturas de
trabajo.

El cdlculo del peso molecular: Se hizo a
partir de la constante de sedimentacién a
20°C (Sy), segin la siguiente férmula 2:

M = 5150. (Sy . f/f) 32
donde f/f; coeficiente de desviacién de
esfericidad es de 1’28 para la molécula
de albimina y 1’38 para las globulinas.

K. Reduccién de puentes disulfuro.

La técnica empleada ha sido la de Gui-
llamod e Isliker?, que utilizan DTT
(dithiothereitol) y monoiodoacetamina
(MIAA), seguida de filtracion de la
muestra obtenida por Sephadex G-200.

RESULTADOS

A. Identificacion de fracciones gamma-
globulina lentas en los sueros humanos
normales.

La identificacién de fracciones gamma-
globulina lentas en los sueros humanos
fue valorada en un doble aspecto.
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1. Porcentaje de incidencia: Como pue-
de verse en la tabla I, han sido investiga-
dos un total de 57 sueros humanos nor-
males; de ellos, 25 lo fueron con inmu-
nosueros standard y 32 mediante ¢l em-
pleo de antisueros propios.

Con los inmunosueros standard consegui-
mos detectar la presencia de las corres-
pondientes bandas lentas de precipitacién
en los 25 sueros humanos investigados,
tras una adecuacién individual a cada
caso de las proporciones éptimas entre
antigeno y anticuerpo, para conseguir asi
un desarrollo inmunoelectroforegrifico
completo. Con nuestros propios inmuno-
sueros, de menor potencial inmunitario
cuantitativo y cualitativo, como refleja
ia tabla II, obtuvimos 28 positividades en
32 muestras investigadas. Estos resulta-
dos arrojan 53 casos de presencia de
bandas de precipitacién mds lentas que el
arco de IgG, sobre un total de 57 obser-
vaciones, lo que significa un 929 9% de
porcentaje positivo.

La figura 1 demuestra que la aparicidn
de las bandas lentas depende de un pro-
ceso de concentracién de los sueros hu-
manos para adecuar la cuantia de las mo-
léculas responsables de las bandas gam.-
maglobulina lentas, a los anticuerpos es-
pecificos de los inmunosueros globales
antihumanos. Fue preciso una concentra-
cién sérica del 3X para la nitida detec-
cién de una banda de precipitacién lenta
en el caso particular de este SHN.

TABLA 1

INCIDENCIA DE PRESENTACION DE LA GAMMA GLOBULINA
LENTA GGL EN SUEROS NORMALES

Porcentaje
Antisuero Sueros Sueros de
utilizado investigados positivos incidencia
Comercial * 25 25 100
Propio ** 32 28 87,5
TOTAL 57 53 92,9

*  Inmunosuero anti-suero humano normal de Hyland Lab. Los Angeles, Calif. U.S. A,
**  QOhtenido por inmunizacién de conejos como se indica en la tabla II,
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Fig. 1. Demostraciéon del cruce del arco de
la gamma globulina lenta con el de la IgG
en suero normal desarrollado por anti-SHN
sin diluir,

1: SHN al 3X.

2: SHN al 1,5X.

3: SHN de concentracién normal.

4: SHN al 1/2.

2. Caracteristicas  inmunoelectroforéti-
cas: Hemos observado 2 tipos de bandas
inmunoelectroforegréficas mas lentas que
el arco fundamental correspondiente a la
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1gG. En unos casos, como el representa-
do en la figura 2, se trataba de bandas
de precipitacién lentas resultantes del des-
doblamiento de la porcién catédica del
arco de la inmunoglobulina G, A este
tipo de bandas las denominamos GGP
o gammaglobulina lenta pesada, por ha-
ber demostrado posteriormente se trata-
ban de moléculas de elevado peso. En
otras ocasiones, los arcos de migracién
lenta cruzaban nitidamente el correspon-
diente a la IgG y tenfan una situacién
catddica extrema. Es el caso representado
en la figura 3. A este tipo de banda la
hemos denominado GGL o gammaglobu-
lina lenta ligera por tener un bajo peso
molecular, segin se pudo comprobar en
el estudio sobre sus caracteristicas fisicas.

B. Resultados del fraccionamiento sali-
no del suero humano normal.

El sedimento resultante de las 3 precipi-
taciones salinas sucesivas del SHN, mos.
tré tener las siguientes caracteristicas:

1) Un contenido proteico de 400 mgr %
al 0,1 de dilucién. 2) Por andlisis elec-
troforegrafico demostramos un notable
enriquecimiento de la fraccién sérica

TABLA II

CARACTERISTICAS DE LOS INMUNOSUEROS PROPIOS

Pauta

Antigeno inmunizacién Titulo de Calificacion
Denominacién utilizado (dosis de 0,5 ml) precipitacion * cualitativa **
Anti-SHN-A SHN+AF. 1 d/s 1/128 +++
Anti-SHN-B SHN+AF. 2 d/s 1/64 ++
Anti-SHN-C SHN+AF. 3 d/fs 1/32 +
Anti-GGP GGP+AF. 1 d/s 1/16-1/32 + 4+
Anti-GGL-S GGL-D+AF. idfs 1/16 ++ -+
Anti-GGL-D GGL-D+AF. 1 d/s 1/16 ++

SHN: Suero humano normal; A.F.: adyuvante completo de Freund;

GGP: Gamma globulina lenta de elevado peso molecular; GGL-S: gamma globulina
lenta de bajo peso molecular aislada en Sephadex-G-200;

GGL-D: GGL aislada en DEAE-celulosa, pH 11.

*  Test de_Ouchterlony 99).

*+*  Calificacién subjetiva seglin la semejanza con los sueros comerciales.
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Fig. 2. Aspecto inmunoelectroforético (I. E.)
de la gamma globulina lenta en distintas con-
centraciones del suero humano normal (SHN),
desarroliado por anti-SHN de concentracién
normal,

1y 7: SHN al 1/1.

Del 2 al 6: SHN al 10, 8, 6, 4, y 2X,

gammaglobulina, conteniendo unicamen-
te impurificaciones de alfa globulina. 3)
La inmunoelectroforesis de la muestra
conseguida confirmé lo expuesto en el
punto anterior, juntamente con un impor-
tante enriquecimiento relativo para la in-
munoglobulina G. Los sobrenadantes co-
rrespondientes a las 3 precipitaciones rea-
lizadas contenian el resto de los compo-
nentes séricos y pequenas fracciones de
gammaglobulinas. 4) Un estudio por in-
munodifusiéon de los sucesivos sobrena-
dantes y del sedimento final, mediante
inmunosuero monoespecifico para la
gammaglobulina lenta ligera o GGL,
puso de manifiesto que la mayor parte
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de esta fraccién se encontraba en el se-
dimento final, aunque pequefdas propor-
ciones de la misma aparecfan en las otras
muestras de las etapas previas.

6ol

Fig. 3. Inmunoelectroforesis de suero huma-
no normal a concentracién 11,

Aspecto catédico de la preparacién.

Se aprecia la banda correspondiente a Jla
gammaglobulina lenta de bajo peso molecu-
lar.

C. Resultado de la cromatografia por
filtracién en columna de Sephadex G-209.

Utilizando el sedimento resultante de 3
precipitaciones sucesivas de SHN por so-
lucién saturada de sulfato amdnico, he-
mos realizado filtraciones en columna de
Sephadex G-200. El andlisis cuantitativo
del contenido proteico de los eluidos su-
cesivos se representa en el esquema de
la figura 4, en la que las abcisas contie-

Curva da elucion en Sephadex G-200

!
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L 080}
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040+
030+
U'ZO-[
010+
Y
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+ -

234 35 38 40 42 44 45 43 50 52 54 56 50 6

Fig. 4. Curva de elucién proteica (mgrs/ml)
obtenida tras la filtracion en Sephadex G-200
de la fraccién gamma globulina conseguida
por precipitacion salina.
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nen la numeracién de los tubos y las
-ordenadas la riqueza proteica correspon-
diente a cada uno de ellos. Realizado un
andlisis inmunoelectroforético de todos
los tubos con riqueza proteica demostra-
da y de los inmediatamente anteriores o
siguientes, fue posible separar y aislar
completamente la protefna que habfamos
denominado GGP. Sus caracteristicas in-
munoelectroforéticas y de elucién fueron
semejantes a las de la IgG, siendo préc-
ticamente indistinguible de ella si no se
considera su migracién electroforética
que es ligeramente inferior,

Esta menor migracién electroforética pue-
de observarse en la figura 5. En ella se
aprecian las lineas de precipitacién co-

Fig. 5a. Estudio comparativo de la motili-
.dad electroforética de las distintas fracciones
de la IgG en diferentes momentos de la
elucién por Sephadex G-200 del precipitado
salino de SHN. Comprende los tubos del
€luido del 33 al 50.

rrespondientes a la GGP (fig, 5a-1) y a
-otras subclases de IgG (fig. 5a-2, 3 y 4).

La figura 5b es un esquema de estas
cuatro diferentes motilidades eléctricas de

Movilidades Electroforeticas de preparaciones de IgG

Ao

|
1

|

L o

——

T Y +

1r—c‘)ﬁ. 1 — T
32 34 36 38 40 42 44 46
Fig. 5b. Esquema representativo de las di-
ferencias en la migracién inmunoelectroforé-
tica mostrada por eluidos correlativos de

IgG obtenidos sucesivamente por filtracién
-en Sephadex G-200.
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la IgG, con las distintas constantes de
sedimentacién obtenidas por nosotros pa-
ra las mismas. La comprobacion de que
todos estos arcos correspondfan a un co-
mun determinante antigénico IgG, la ob-
tuvimos mediante un estudio por inmu-
nodifusién de las muestras correspondien-
tes aisladas en la cromatografia por Se-
phadex. Frente a un inmunosuero mono-
especifico anti-IgG, se formaba una ban-
da de precipitacién comun para las cua-
tro distintas muestras obtenidas (fig. 6).

Fig. 6. Reaccién de identidad entre los dis-
tintos eluidos de IgG obtenidos por gel fil-
tracion.

Pocillo central: Inmunosuero anti-IgG.
Pocillos periféricos preparaciones correspon-
dientes a los grupos 1. 2, 3 y 4.

Un reiterado y cuidadoso estudio por in-
munoelectroforesis de los tubos finales de
la elucién, 48 a 52 de la gréfica ndmero
5, permitié aislar totalmente en este ul-
timo tubo la otra gammaglobulina lenta
ligera o GGL. La figura 7 reproduce los
resultados del andlisis imunoelectroforé-
tico de los eluidos sucesivos de estos tu-
bos, comparados con un SHN situado en
el centro. Puede apreciarse que el tubo
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33 de la elucién, situado en la parte su-
perior, contiene GGP acompafada de
vestigios de GGL y que en el eluido del
tubo 52, dltimo de la placa se ha logrado
la total separacién de la GGL del resto
de componentes séricos.

De este modo pudieron aislarse 2 tipos
de componentes séricos de migracion
lenta en el inmunoelectroforegrama, la
GGP, antigénicamente comun a la inmu-
noglobulina G, y la GGL que no pre-
sentd comunidad antigénica con ella, El

Fig. 7. Filtracion por Sephadex G -200.
Andlisis I.E. de los eluidos obtenidos en los
tubos 48 a 52 de la dltima porcién de la
curva proteica en comparaciéon con el tubo
33 correspondiente a la porcién inicial de la
misma. Obsérvese en el tubo 52 la presencia
de una tnica banda de migracién extrema
catédica. En el correspondiente al tubo 33
el arco de la IgG cruza a otra linea difusa-
mente marcada de caracteristicas semejantes
a la aparecida en el tubo 52,
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analisis de su posible comunidad antiggé-
nica con otros componentes del suero hu-
mano (IgA, IgM, IgD e IgE, asi como
proteina C reactiva, transferrina y albu-
mina) dio un resultado negativo como
puede apreciarse en las figuras 7, 8 y 9.
El estudio de la comunidad antigénica

Fig. 8. Andlisis antigénico de la gammaglo-
bulina lenta de bajo peso molecular situada
en el pocillo central, En los pocillos perifé-
ricos colocamos inmunosueros anti suero hu-
mano polivalente (SH), anti IgM (M), anti
IgD (D), anti IgA (A). S¢lo aparece preci-
pitacién para el SH,

con cadenas aisladas de inmunoglobulina
G o sus fragmentos evidencian una mini-
ma reaccién cruzada con las cadenas pe-
sadas. Con el resto, el resultado fue ne-
gativo (fig, 10). Un estudio por inmuno-
electroforesis comparativa ®°, evidencié la
distinta motilidad y antigenicidad de la
GGL con respecto a la IgG, en cuyo arco
fundamental pueden apreciarse distintos
componentes, como se observa en la
fig. 11.

La filtracion en Sephadex G-200 de
muestras de SHN, en vez de precipitados
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Fig. 9. Andlisis antigénico de la gammaglo-
bulina lenta de bajo peso molecular situada
en el pocillo centra. En los pocillos perifé-
ricos y sucesivamente inmunosueros anti IgE
(E), anti IgG, anti cadenas pesadas gamma y
anti proteina C reactiva, El halo formado al-
rededor del pocillo que contiene el inmuno-
suero para las cadenas gamma muestra un
aplanamiento horizontal en su porcién supe-
tior que puede sugerir una tendencia a la
formaciéon de halo positivo de precipitacion.

de fraccion gamma, permitieron la indi-
vidualizaciéon de la GGL, pero no hicie-
ton posible su aislamiento, debido a la
baja concentracion de ésta en el suero
normal.,

D. Resultados de la cromatografia del
SHN en resina de intercambio ionico.

El andlisis cromatogrifico del SHN a
través de una columna de DEAE celulo-
sa, con eluyente de pH decreciente entre
8,8 y 4, permitié identificar la GGL y la
GGP en el primer pico de la elucidn,
mediante los inmunosueros especificos
frente a estas fracciones. No fue posible
separarlas de la inmunoglobulina G, prin-
cipal componente de este pico de elu-
cién. La curva de elucién fue la cldsica-
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mente descrita para SHN. Puesto que las
caracteristicas electroforéticas de la GGL
sugerian que tenia una baja carga eléctri-
ca, se incrementé el pH, para obtener
una mayor disociaciéon y permitir acen-
tuar sus diferencias con la IgG. De este
modo se facilitd su aislamiento y esta
ultima fraccion pudo ser aislada en los
primeros tubos de elucién, correspon-
dientes a la zona rayada del esquema de
la figura 12, Como puede apreciarse en
ella la elucién en DEAE celulosa a pH
extremo modifica la forma de la curva,
aplanando y ensanchando los primeros
picos de la misma, lo que facilita la se-
paracién de los distintos componentes
proteicos de cada uno de los picos,

Un estudio por inmunoelectroforesis de
la GGL obtenida por esta metodologia
demostré un aspecto semejante al encon-

Fig. 10. Andlisis antigénico de la GGL.
GGL: Gammaglobulina lenta de bajo peso
molecular.

aCG: anti cadenos gamma,

PCR: anti proteina C reactiva.

aGP: inmunosuero monoespecifico para Ia
gammaglobulina lenta pesada.
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Fig. 11. Estudio por L E. comparativa de
un SHN con el eluido del tubo 52 de la
cromatografia al final del eluido por Se-
phadex del precipitado salino de suero hu-
mano normal, Aspecto de la gammaglobulina
Ineta de bajo peso molecular,

trado previamente para esta banda de
precipitacion, si bien se prolongaba en
direccién anddica con un segundo arco
con el que parecia tener continuidad
(fig. 13).

Realizado el andlisis antigénico, de esta
preparacién, fue posible demostrar por
inmunodifusién, la presencia de reaccio-

- DEAE - Gelulosa {phs11)

Extincién 280 mn

70 80
TURHS

Fig. 12. Gridfica de cromatografia en DEAE
celulosa con gradiente de pH decreciente de
11 a 4. La porcién ascendente del primer
pico fue identificada como gammaglobulina
lenta de bajo peso molecular, El resto de
este primer pico estaba constituido funda-
mentalmente por IgG con contaminantes de
IgA e IgD. El segundo pico estaba integrado
por lipoproteinas, transferrina y proporcio-
nes de IgA e IgD. El pico tercero estaba
formado fundamentalmente por albimina y
en su porcién descendente aparecfan las mo-
léculas 195 (IgM).

Obsérvese como la IgG en vez de aparecer
en un pico de base estrecha se ensancha
mostrando en su contorno varios grupos de
fracciones en comparacién con la curva ob-
tenida en DEAE celulosa pH mdximo de 8.6.
La albiimina se incrementa en el pico 2.
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Fig. 13. Inmunoelectroforesis comparativa de
un suero humano normal (SHN) y la fraccidén
gamma globulina lenta de bajo peso molecu-
lar (GGL) aislada en el primer pico de una
cromatografia en DEAE celulosa a pH ex-
tremo de 11. Las flechas finas sefalan un
arco de precipitaciéon de migracién electro-
forética mds lenta,

|
i
'

nes claramente positivas frente al inmu-
nosuero anti-GGL y menos intensamen-
te frente al anti-albimina. La obtencidén
por inmunoelectroforesis de una larga li-
nea con un doble arco y la existencia de
una doble antigenicidad hacian suponer
la formacién de un agregado molecular
entre la GGL y restos de albtimina. Con
objeto de investigar la posible existencia
de una unién S-S entre la GGL y la al-
biimina presente en la preparacién, se hi-
zo una reducciéon con DTT. La reduc-
cién permitid separar, efectivamente, es-
tos dos componentes (fig. 14). Tras se-
parar estos componentes por filtracién
en Sephadex se realizé un andlisis anti-
génico de los dos picos obtenidos con
ella. El resultado del mismo se repro-

Fig. 14. Inmunoelectroforesis tras un pro-
ceso de reduccién de la GGL comparads
con SHN.

I
]
|
|
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Anilisis antigénico del eluido del

Fig.
primer pico de la filtracién por Sephadex
G-200 de una muestra de la GGL obtenida
por cromatografia en DEAE celulosa y pH 11,
tras realizar un proceso de reduccidn.

15a.

Pocillo central: Muestra 1.°" pico.

Pocillo superior: anti SHN.

Pocillo izquierda: Anti albtimina.

Pocillos inferior y derecha: anti cadenas gam-
ma de cabra y caballo.

duce en la figura 15 y confirmé la co-
rrespondencia de estos picos con GGL y
albumina respectivamente, El anglisis an-
tigénico comparativo entre este pico con-
teniendo GGL y GGL aislada por Sepha-
dex, GGL del suero humano, asi como
otras protefnas plasmdticas (IgG, GGP y
Transferrina) evidencié identidad con las
primeras y ausencia de comunidad con
estas ultimas (fig. 16).

E. Resultados obtenidos con los inmu-
nosueros.

Cualitativamente y cuantitativamente tan-
to los inmunosueros antihumanos globa-
les, como los monoespecificos para las
fracciones gammaglobulina lentas dieron
resultados satisfactorios, La calidad de
estos inmunosueros fue superior cuando
los animales correspondientes habfan si-
do inmunizados con una sola dosis se-
manal de SHN,
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Fig. 15b. Andlisis antigénico semejante al de
la figura 15a, con idénticos componentes en
los pocillos periféricos.

Pocillo central: Muestra del eluido del se-
gundo pico de la filtracién por Sephadex
de la GGL obtenida por cromatograffa en
DEAE celulosa,

F. Actividad antigamma globulina de
las distintas preparaciones.

Como puede verse en la tabla III, Ia
GGL vy los tres componentes IgG de ma-
yor migracién inmunoelectroforética y
menor constante de sedimentacién, dieron
resultado negativo. La GGP por el con-
trario proporcioné clara positividad cuan-
tificable como de 3 6 4 cruces, segin la
concentracién a que practicamos el es-
tudio.

G. Cilculo de las constantes de sedi-
mentacion.

Las muestras de ambas fracciones gam-
maglobulinicas lentas GGP y GGL fue-
ron estudiadas en sus caracteristicas fi-
sicas por ultracentrifugacion, Los resul-
tados obtenidos fueron los siguientes:

La GGP nos proporcioné un material fo-
togrdfico que se reproduce en la figu-
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Fig. 16 Andlisis antigénico de la gamma-
globulina lenta de bajo peso molecular (GGL).
En los pocillos periféricos:

S: antisuero polivalente humano (aSHN),
G: inmunosuero monoespecifico anti IgG.
Tr: Anti transferrina.

Gp: Inmunosuero es ecifico para la gamma-
globulina lenta pesada (GGP),

GGL (sp): Inmunosuero especifico para GGL
obtenido a partir de su aislamiento por SE-
PHADEX.

GGL (deae): Inmunosuero especifico para la
gammaglobulina lenta de bajo peso molecu-
lar (GGL) obtenido a partir de su aisla-
miento por DEAE.
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ra 17. Mediante los datos que obtuvimos
en estas fotograffas y aplicando la for-
mulacién ya descrita en el apartado co-
rrespondiente pudimos calcular:
0779596 — 0’776119

Sc = 19’8 . 1010,
63 —139

= (0058198 . 1010

expresién que reducida a unidades Sved.

berg (10~1%) da como resultado para Se:

Se = 5’8198,

Reducida a 20° resulta:

Sw = 5’8198 . 1’37 = 7’56 S.

Es la constante de sedimentacién obte-
nida por nosotros para la subclase de
IgG de migracién lenta GGP.

Para la fraccién lenta GGL, no nos fue
posible demostrar un pico definido en las
diferentes ultracentrifugaciones practica-
das a concentraciones distintas, limite de
30 mgr/ml y velocidades de 42040 y
59780, con tiempos de separacidén mé-
ximo entre las fotografias de 16 minutos.
La figura 18 constituye un ejemplo del
Unico vy pequefio resalte obtenido en la
linea de ultracentrifugacién, Para estos
casos calculamos una constante de sedi-
mentacién muy baja y para el problema
definido de la GGL, de 0°90 S.

TABLA 1III

ACTIVIDAD ANTIGAMMA GLOBULINA DE PROTEINAS GAMMA
PREVIAMENTE AISLADAS

Proteina Aislamiento

GGL Sephadex

GGP (IgG-A)
1gG-B
1gG-C
1gG-D

sedimentacién

Actividad
antigammaglobulina*

Constante de

0,98 (—)
7,58 +++
6,88 (—)
6,5S (—)
6,28 )

* Valorada segin la capacidad para aglutinar particulas de latex recubiertas de gamma

globulina.




Diciembre 1971

Fig. 17. Material fotogréfico de la ultracen-
trifugacién correspondiente a la gammaglobu-
lina lenta pesada (GGP).

Cuando realizamos ultracentrifugacién
comparativa entre la GGP, GGL y los
otros tres componentes IgG aislados por
nosotros, se demostré que la GGP su-
peraba a los otros elementos estudiados,
aunque esta distinta propiedad fisica fue-
se mucho m4s destacada cuando com-
paramos la GGL con cualquiera de los
otros cuatro componentes séricos some-
tidos a examen por esta metodologfa.

H. Calculo del peso molecular de los
componentes gammablobulinicos lentos,

El peso molecular de la GGL y GGP lo
calculamos mediante la férmula general.
M = 5150 . (S . f/fo)/?

Para la GGP la expresién resultante fue:
M = 5150 . (75 . 1738)3/2 = 171481,
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La GGL dio un resultado de 3700 6 9500
para su peso molecular segin la misma
formulacién y aplicando respectivamen-
te un coeficiente de desviacion de es-
fericidad de 1 6 de 1'38.

I. Significacién clinica de las gamma-
globulinas lentas.

Una vez que habfamos podido demos-
trar actividad antigammaglobulina en Ia
GGP, nos parecid interesante completar
el estudio de estas fracciones gamma con
una encuesta sobre su posible significa-
cién clfnica, Orientamos esta investiga-
cién principalmente, sobre el papel que
pudiera desempefiar en circunstancias pa-
tolégicas la GGL, Se han investigado con
este propdsito sueros de enfermos afec-
tos de procesos crénicos hepdticos y de
artritis reumatoide. Los resultados obte-
nidos estdn sumarizados en la tabla IV,

En general los resultados han sido po-
sitivos, con una nitida deteccién de esta
banda lenta, cuando la cifra de gamma-
globulinas superaba la cifra de 1’5 gr %,
sin que fuese necesario, como con los
sueros normales una adecuacién previa
de las concentraciones de los sueros y
antisueros. En las hepatopatias cronicas
(fig. 19) hemos observado un trazo mds
intenso para la banda correspondiente a
la. GGL que el hallado en los sueros
humanos normales, sin encontrar altera-
ciones cualitativas de las mismas que
trascendiesen sobre su aspecto inmuno-
electroforético. Los sueros de enfermos
con artritis reumatoide (fig. 20), presen-
tan bandas lentas muy diferentes en cuan-

Fig. 18. Material fotogra-
fico correspondiente a una
ultracentrifugacién de GGL
a 42040 r.p.m.
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TABLA 1V
PRESENCIA DE LA GAMMABLOBULINA EN LOS SUEROS PATOLOGICOS
Proceso Severidad de N.o de Incremento/ Modificaciones Correla-
clinico la afeccién * casos (n.o de casos) cualitativas ** cién *¥%
Cirrosis 1 7 +/3 =) s
hepdtica
Cirrosis I 16 ++/16 ) el
hepdtica
Artritis I 8 +4++/3 + =)
reumatoide +++/3
Artritis 11 7 +++/4 ++/2 (G
reumatoide Fsf /3 +++/1 (Gaw)
* Tipo I: hipergammaglobulina menor de 1,5 gr. 9% en la cirrosis o V. de S. (indice

de Katz) menor de 40 en la artritis r
bos pardmetros.

eumatoide; Tipo II: cifras superiores de am-

**  Deformidad del dibujo del arco de precipitacién,

*¥ A

Correspondencia con el grado de hipoalbuminemia, en particular, y con las restantes

caracteristicas disproteinémicas en general.

Fig.

19. Aspecto habitual de la GGL en
enfermos con cirrosis hepdtica con antisuero
a concentraciéon ncrmal.

to a su grosor y lo que es mds interesan-
te todavia, con acusadas modificaciones
cualitativas. Las mayores alteraciones cua-
litativas coincidieron, por lo general, con
los cuadros de evolucién mds agresiva,
expresada en su mayor positividad para
el factor reumatoide, enorme incremento
de la velocidad de sedimentacién, mayo-
res lesiones articulares, con deformida-
des evidentes, etc. En algin caso pudo
comprobarse un aspecto que considera-
mos paraproteinémico de la GGL: enor-
me incremento de la misma con defor-
midad patente de la linea de precipita-
cién, que se encontraba como desdobla-
da por una doble giba (fig. 20a).

3 O s e

Fig. 20a y b. Inmunoelectroforesis de sue-
ros de enfermos con artritis reumatoide. Po-
sitividad intensa de la GGL. En la figura
20b aparece la banda lenta con dos ‘“gibas”.
El arco correspondiente a la albimina es
normal,

DIScUSION

En el presente trabajo se ha realizado
el aislamiento y la caracterizacién de dos
gammaglobulinas de migracién electrofo-
rética lenta, GGP y GGL. La discusién
de los resultados que hemos obtenido
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debe centrarse, a nuestro juicio, sobre
cuatro puntos fundamentales: Realidad
de su existencia en los sueros humanos
normales, incidencia de presentacion en
los mismos, naturaleza de estas fraccio-
nes y, finalmente, su significacién funcio-
nal y clinica.

El primer motivo de discusién lo cons-
tituye pues, la realidad de la existencia
en los sueros humanos normales de las
gammaglobulinas GGP y GGL. Se trata
de dos fracciones séricas reales en los
SHN, porque su identificacién se hizo
en sueros de donantes normales, cuya
normalidad se comprob6é con repetidas
determinaciones analiticas generales. La
eventualidad de la aparicién de artefac-
tos por alteraciones séricas cabe descar-
tarla ya que en una gran proporcién de
ellos se hizo el estudio en fresco, sin nin-
guna manipulacién especial. En efecto,
ha sido comunicado repetidas veces que
con las técnicas que usamos para con-
centrar los sueros o para conservarlos
no se producen modificaciones en los
mismos % 5 Ta realidad de la existen-
cia de estas fracciones queda asegurada,
por otra parte, considerando la existen-
cia en Inmunosueros, tanto propios co-
mo comerciales, de anticuerpos especifi-
cos frente a ellas. La presencia de estos
anticuerpos en los sueros polivalentes y
Ja relativa facilidad con que se obtuvie-
ron inmunosueros monoespecificos con
bajas dosis inmunizantes de las mismas,
indican su estructura proteica. Como es-
tos sueros monoespecificos fueron produ-
cidos después de aislar las fracciones
usando diversos métodos fisioquimicos,
cabria la posibilidad de que estas pro-
tefnas hubiesen sido el resultado de la
accién de estos agentes fisioquimicos so-
bre las proteinas plasmdticas, Tal hecho
ha sido efectivamente denunciado, ha-
biéndose comprobado, sin embargo, Uni-
camente la aparicién de cadenas polipep-
tidicas libres %, El andlisis antigénico que
hemos realizado, ha descartado clara-
mente la posibilidad de que las protei-
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nas aisladas, GGP y GGL, fuesen cade-
nas polipeptidicas. La primera se identi-
fic6 como una subclase de IgG y la se-
gunda no mostré comunidad antigénica,
ni con las inmunoglobulinas o sus frag-
mentos, ni con otros componentes del
suero humano, La aparicién ocasional de
un halo de precipitacién frente al anti-
suero anti-cadenas gamma cabe atribuir-
lo a la presencia en las preparaciones de
GGL de vestigios contaminantes origina-
dos por la precipitacién. Si, como hemos
visto, la precipitacién salina no pudo ser
causa de un artefacto, la filtracién ulte-
rior en Sephadex, atin menos, debido a
las conocidas caracteristicas de este gel 8,

La identidad de las lineas de precipita-
cion formadas con las fracciones aisla-
das y con las contenidas en el suerc com-
pleto, demuestra la ausencia de alteracio-
nes estructurales en el curso de su ais-
lamiento,

Es necesario comentar ahora las circuns-
tancias del aislamiento de la GGL en
DEAE-celulosa a pH 11, El pH eleva-
do pudo producir alteraciones estructura-
les en la GGL si ella fuese de un tama-
fio molecular semejante a la albimina
o a las globulinas de mayor tamafio 72,
pero evidentemente, no pudo alterar a
esta protefna de bajo peso molecular 72
La muestra obtenida en DEAE-celulosa
pH 11, mostré reaccionabilidad con los
inmunosueros especificos antialbimina y
anti-GGL. Pero como un proceso de re-
duccién y filtracién diferencial en Sepha-
dex consiguieron separar ambos compo-
nentes posteriormente, cabe interpretar es-
ta doble reaccién como resultado de la for-
macién de un agregado molecular 2, en-
tre la GGL y una subfraccién de albidmi-
na desnaturalizada a pH extremo % 18, 58, 59,

La GGL aislada por este procedimien-
to presenté un aspecto inmunoelectrofo-
rético diferente al conseguido por aisla-
miento en Sephadex G 200. Esta modi-
ficacién hay que explicarla, segin lo di-
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matoide, no solamente puede variar el
aspecto de la banda de migracién lenta
correspondiente a la GGL en cuanto al
grosor del trazo, como ocurre en las si-
tuaciones de hipergammaglobulinemia,
sino que se modifica también la forma de
la banda en si, coincidiendo en nuestra
experiencia estos arcos de precipitacién
en dos “gibas” a los casos clinicos de més
intensa agresividad. Estas modificaciones
fundamentalmente cuantitativas de la
GGL, en el caso de incremento global
de las gammaglobulinas, pudiera indicar
un paralelismo funcional de respuesta in-
munitaria, que para el caso de estas gam-
maglobulinas de bajo peso molecular
tendria una motivaciéon especifica. De-
mostrada la actividad precipitante de
dcidos ribonucleicos para una proteina
de estas caracterfsticas aislada en la ori-
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na humana y capaz de filtrarse en glo-
mérulo renal por su pequefio tamaiio %,
es interesante la consideraciéon de que el
incremento de esta GGL en enfermos con
procesos de posible génesis autogresiva
podria ser una consecuencia de una even-
tual liberacién de RNA protoplasmético
o nuclear, que inducirfa su incremento a
través de un mecanismo de autoagresion,
Estas consideraciones son hipotéticas y
nuestros resultados no pueden contribuir
para decidir sobre ellas. Permiten, por el
contrario, afirmar la existencia de un
componente gammaglobulina lento, hasta
ahora desconocido, que no tiene relacién
ni con proteinas completas de esta zona
electroforética, ni con sus fragmentos y
que se modifica notable y significativa-
mente en diversas circunstancias patold-
gicas,

SUMMARY

Slow migration Gammag]obulins

Slow migration Gammaglobulins througt im-
munoelectrophoresis of normal human sera we
have found two bands of precipitation slo-
wer than IgG, once we analysed the concen-
trations of sera and anti-sera necessary for
the demonstration of these bands. One of
these bands appeard as a cathodic duplica-
tion of IgG and was termed GGP. Te other
showed slower migration and crossed the IgG
arc it was termed GGL.

GGP was isolated by gel-filtration. Its sedi-
mentation rate was found by ultracentrifuge
to be 7.5 S. An antigen analysis of this sho-
wed it to corrospond to one of the subclasses
of IgG. Investigation of antigammaglobulin
activity in these preparations gane a positive

result, whereas it Was found to be negative
in the case of three other subfractions of
IgG similary isolated by gel-filtration and
having sedimentation rates of 6.8, 6.5 and
6.2 S,

GGL was isolated by gel-filtration and chro-
matography in DEAE-celulose showed it to
be different from IgG, IgA, IgM, IgE, IgD
and reactive C protein among other proteins
studied, It did not show antigammaglobulin
activity and its sedimentation rate was calcu-
late at 0.9 S.

Investigation of pathologic sera showed quan-
titative and qualitative alterations in these
fractions and their determination in sera of
patients could be useful in the differential
diagnosis and prognosis of disease states.
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