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Uvod

Problem in delovna hipoteza

V okviru zelo heterogene druZzine antiteles nastopa imunoke-
mijsko enovita skupina molekul, poznana pod imenom gama makro-
globulin. Da gre za visckomolekilarna antitelesa, je Ze dolgo
poznano, vendar je nthova 1zredno visoka imunoloska speci-
fiénost in pomembnost jasna Sele v zadnjih letih. Njihova
biosinteza je stimulirana izkljucno s prisotnostjo antigenov,
kar za razliko od ostalih serumskih beljakovin velja za vsa
antitelesa. Njihova razgradnja je neodvisna od koncentraci}

v serumu, kar kaze na to, da gre za avtonomen d¢gradacijski
proces, razlicen od tistega pri 785 gama globulinih, kjer

tako odvisnost lahko opazimo.

Kaksni mehanizmi urejajo specificni potek imunoloske obrambne
reakcije, resujejo strokovnjaki na nivoju celicne biologije.
Kako se odraZajo strukturne razlike med posameznimi antite-~
lesi v njihovih bioloskih funkcijal, je naloga specializi-
ranih biokemikov. Moje raziskovalno prizadevanje je veljalo
na eni strani étuleu preparativnih metod za izolacijo gama
makroglobullna iz seruma normalnih oseb, na drugi strani pa
reSevanju vpraSanj, ki se pojavlijajo v zvezi z negovim kata-=-
bolizmom. Dosedaj redki eksperimenti govorijo za to, da je
zivljenska doba normalnega makroglobulina v cirku130131 znatno
kraj8a od Zivljenjske dobe 7S gama globulinov. Prav ni¢ ni
zZznanega o tem, kje poteka njegova bioloska degradacija.

Pri svojem delu sem zasledovala dve vprasanji: 1.Kako se eli-
minira humani makroglobulin iz organizma zajca v primerjavi

8 TS gama globulinom in 2. kako se katabolizira homologni makro-
globulin v éloveku. Tu sem s preprostimi in relativno dosto-
pnimi merilnimi in laboratorijskimi tehnikami poskusala ujeti
skromen vpogled v dogajanja, povezana z njegovim izginevanjem

iz krvi in telesa.

Del eksperimentov sem izvedla v teku svojega Studijskega bi-
vanja na Wright-Fleming Institut of microbiology v Londonu,
deloma pa na Zavodu za transfuzijé krvi v Ljubljani, pri Cemer
je bilo neprecenljive vrednosti sodelovanje z Izotopskim labo-
ratorijem Onkolo3kega instituta v Ljubljani. Delo sem razmno-
zila in tehniéno opremila v &asu, ko bivam kot gost Svicar-
skega Rdelega kriZa na Theodor Kocher Institut v Bernu.



V vseh teh letih, odkar se ukvarjam z antitelesi, sem se
marsikaj vaznega naucila. Zato se imam zahval1t1 predvsem
svojim angle8kim kolegom, ki so mi dve leti pozrtvcvalno
pomagali preko zadetni8kih teZav in dr. Marjanu Erjaveu,
ki mi je odprl nove aspekte in moZnosti ter mi nadvse
tovarisko pomagal.

4ahvaliti se moram tudi kolektivu Zavoda za transfuzijo

krvi in veem tistim posameznikom, ki so mi pomagali omo-
gociti moja strokovna potovanja.

Bern, 1. maja 1965. M.P.



SPLOSEN OFIS ANTITELES

Imunoloska obramba éivalskega in ¢lovesdkega organizma je
vezana na kompleksno skupino beljakovin, imenovanih anti-
telesa (protisnovi, obrambne snovi), ki je po mnogih krite-
rijih sicer zelo heterogena, kaZe pa izrazito sorodnost po
svoji strukturi in funkciji. Prvotno so to frakecijo defini-
rali kot komponento, ki se najpocasneje giblje v elektriénem
poclju pri alkalnem pH in jo imenovali gama globulin (1,2),
vendar so ze prav kmalu ugotovili, da gre za dve komponenti,
ki se razlicno hitro gibljeta v centrifugalnem polju (1,3 ).
éele uporaba imunocelektroforetske tehnike je pokazala, da gre
vsaj za tri razlicdne komponente v okviru gama globulinov (4,5).
Zaradi velike imunokemijske in bioloSke sorodnosti jih zdru-
zujemo v posebno skupino s kolektivnim imenom "imunoglobulini™
(Heremans, 5). Danes poznamo tri tipe antiteles, za katere
najdemo v literaturi naslednje sinonime:

i. Gama globulin (s.s.), 7S gama globulin, IgG,
Gamas globulin

s Gama makroglobulin, 19S5 gama globulin, Igh,
Gamajy globulin, betagsy globulin

B & Gamaj p globulin, beta.2A globulin, IgA

Obrambna vloga prvih dveh je poznana Ze zelo dolgo (2,1),
toda sele mnogo kasneje se je izkazalo, da je na frakeijo
gama, , vezana aktivnost takozvanih "reaginov" L 6:d )

7S in 195 globuline so dosedaj dokazali pri vseh razicskova-
nih sesalcih in celo pri nekaterih nizjih vretencarjih, med-
tem ko je frakcija gamal s sigurnostjo identificirana edino
pri cloveku.

V dolocenih proliferativnih stanjih plazmocitarnega in
limfocitarnega sistema nastopajo v velikih koliéinah zelo

g



homogene frakcije paraproteinov, ki so po: strukturi mocno
sorodni posameznim imunoglobulinom (8,9), ceprav njihova
bioloska funkcija Se zdavnaj ni pojasnena. Ker jih je bilo
relativno lahko izolirati v Veéjih kolilinah in v zelo cisti
obliki, so sluZili za iz8rpne &Studije o fizikalno-kemijskih
lastnostih in strukturi, ki so dale dragocene podatke, saj
jih je bilo v vedini primerov mogole aplicirati na normalne
frakcije antiteles. ilekatere fizikalno-kemijske in biolodke
karakteristike normalnih imunoglobulinov so razvidne iz

sledeCe tabele:

Components 7Sy-globulin| ¢, A-globulin M-globulin
Synonyms y-globulin BA-globulin E;M-globul.in
y1-globulin | 198 globulin
lobulin
Serum Conc. g/ 100 ml 0-8-1-5 0-05-0- rvma:crng .
Pb_ruca anuafPropcﬂiﬂ | | » gl
% N | 156 | 16:2 14:5
% Carbohydrate 2:5 10-5 10-0
% Hexose 1-2 4-8 5-2
% Fucose 0-3 0-2 06
% Hexosamine 1-1 38 29
% Sialic Acid 02 1-7 1-7
Eﬁg?fhu{ghi:ob‘m
p W-lgee-t) | — 0-6-+43-0 +1-2-4-36 A
&dnmcmau-:m Coefficient 6-7 ll 7 {&0—3?%; hﬁlu—EJE
Ra f Salting O 1-2-1-8 M +4 Il?:s_fli—iﬁ%]
nga o ing Out 2-1- 1I-8M 11
(NFE S0, bt % I-1-6 M
Biological Prnpa:rms
Antibody Activit + 4
Genotypic Specificity
Gm + - -
Inv 4 + 3
Placental Transmission + 0 0
Skin Fixation + o 0
Combination with
Rheumatoid Factor + 0 0
|

FPovzeto po Cohenu (10)

Nasplosno je precej enostavno izolirati iz seruma mesanico
raznih antiteles(1l).Tezave nastopijo, ko zZelimo frakcionirati
posamezne tipe gama globulinov, posebno makroglobulin ali
gama;, globulin.Preparativne metode slone na ralicni topno-
sti posameznih antiteles v vodi ali puferjih z nizko jonsko
jakostjo, njihovem selektivnem obarjanju z dolocenimi kationi

(npr. Zn++), njihovi razliCni sedimentacijski hitrosti v



centrifugalnem polju, elektroforetskih in kromatografskih
lastnostih in razliénih molekularnih dimenzijah,.Tako je makro-
globulin nasploSno v vodi netopen (5), medtem ko sta ostala
dva topna . Edino gamay » ni mogoce oboriti s cinkovimi joni
(5). Prav tako se medseboj razlikujejo po kromatografskih
lastnostih na DEAE celulozi (12) in gibljivosti v elektro-
forezi v Skrobnem gelu.

Prav tako so se izkazale kot uspeSne razne metode, kjer lahko
izoliramo specificna antitelesa iz njihovih kompleksov z

antigenom {13).

7 5 GAMA GLOBULIN

Ta frakcija je najdalj Casa poznana in je bila vsled tega
tudi najizdatneje Studirana. Fredstavlja 85-90% celokupnega
gama globulina. Kot ostali imunoglobulini je tudi ta zelo
heterogena v svojih fizikalno-kemijskih karakteristikah ,
kaZe pa izrazito enovitost v svoji strukturi in funkciji(14).
Njena velika heterogenost zaenkrat se ni pojasnena. Lahko da
gre za veliko Stevilo raznih antiteles, ki so jih proizvedli
razlicni celicni kloni (odtod morda homogenost njenega pato-
loskega ekvivalenta- mielomskega paraproteina ?). Ta domneva
je sporna, saj so na eni strani avtorji nasli, da so speci-
ficna antitelesa skoro v vseh parametrih bolj homogena od
povpreénega gamaglobulinskega pula (15,16), medtem ko so spet
drugi ugotovili pri obeh enako heterogenost (17).Vendar je
bilo mogode razbiti gama globulin na Stevilne kromatografske
subfrakcije, v katerih je bila antitelesna aktivnost neenako-
merno razporejena (18).Zaenkrat Se ni razcéiSdeng vpraSanje
"neimunega' gama globulina in eventualnih strukturnih razlik

med njim in antitelesi, Razen omenjenih eksperimentov, v



katerih so izolirana in purificirana specificéna antitelesa
pokazala vecjo homogenost od celotnega gama globulina, ni bilo
zaenkrat mogoce dokazati nikakrSnih razlik v fizikalno-kemij~-
skih lastnostih. Prav tako so sporne razlike med mielomskimi
in normalnimi gama globulini (19) in edinole v enem porocilu
zasledimo, da so bile pri purificiranih mielomskih globulinih
dokazane antigene determinante, ki jih ni najti v pulu normal-
nega gama globulina (20).

78 gama globulin imz veliko obmocje elektroforetske giblji-
vosti (od 0.5 - 1,5 x 10" 2cm®V teek™l) pri pH 8,6 in jonski
jakosti puferja 0,1 ter izoelektricno tocko med 6-8 (14).
Sedimentacijska konstanta Sgow je 6,5-6,7 in molelularna masa
150-190,000 (21). Kaze veliko elektroforetsko (5) in kromato-
grafsko heterogenost (22). Elektronsko-mikroskopske studije
ali Studij difuzije skozi kolodijske membrane znene velikosti
por kazejo, da je molekula gama globulina asimetricna z dol-
zinskim premerom 200-250 A in Sirinskim 30-40 A (30-70 A pri
mielomskih gama globulinih) (23,24). Humani gama globulin
vsebuje 2,5% ogljikovih hidratov, katerih sekvenca in nacin
vezave na molekulo se nista znana. FPoznana je tudi aminoki-
slinska sestava (25)

Gama globulin daje posebno crto v imunoelektroforetskem testu
in eno samo v Quchterlonijevem testu, vendar lahko s poseb-
nimi antiserumi v omenjenih testih d->bimo tudi podvojeno
linijo. Mogoée je sklepati, da gre za skupini dveh razlicénih
gama globulinov, ki se razlikujeta po antigenosti (da poleg
skupnih nosita tudi vsaka zase specificne determinante (26),
kar je v skladu s studijami, ki so odkrile dva antigensko raz-
locljiva tipa med mielomskimi in Bence-Jones proteini (27).
Mnogo je poznanega o genetskih variantah zivalskih in humanih
gama globulinov (25), kot tudi o antigeni sorodnosti med

posameznimi antitelesi.



GAMA 1A GLOBULIN

Humani gama 1A globulin predstavlja okrog 5-10% kolicine
celokupnega gama globulina (4,5). felativno dobro je raz-
igkan edinole pri ¢loveku, kjer se v velikih kolilinah naha-
ja tudi v mleku, salivi in snlzah in se izloca v urinu (28).
Odgovarjajoca frakcija je bila opisana pri konjih, hiperimu-
niziranih z diftericnim in tetaniénim toksinom, kjer je

bilo v njej mogoce doloditi vecino antitoksicne aktivnosti.(29).
Zelo podobno frakcijo so nafli v serumu mocéno imuniziranih
morskih presSickov (30) in mifi (31). V tej frakciji so nasli
aktivnost takozvanih "reaginov" (6,7), insulinskih antiteles
(32) in izoaglutininov (33).

Gama 1A globulin je heterogen v svoji elektroforetski giblji-
vosti, ki je veéja kot pri 75 gama globulinu in mhéno podobna
gibljivosti makroglobulina : 1,2 - 3,6 x 10-5cm?V'lsek_1 pri
pH 8,6 in jonski jakosti puferja 0,1 (5).Povprecna vrednost
njene sedimentacijske konstante S%ow je ocenjena na 78, vendar
najdemo pri mielomskih proteinih tega tipa pogosto tudi
hitreje sedimentirajoce komponente s sedimentacijskimi kon-
stantami 108, 1) in 158, ki jih je mogoce z merkaptoetanolom
razbiti na 78 enote (34). Vsetuje kvalitativno in kvantitativno
podobno kolicino ogljikovih hidratov kot gama makroglobulin.
Ker so ciste frakcije gama 1A globulina tezko dostopne, je

njegova struktura le slaboc poznana.



19 S MAKROGLOBULIN

zastopa pribliEHO 5=10% celokupnega gama globulina v serumu

in priblizno 1% celokupnih serumskih beljakovin (11). Dokazali
so ga v serumu mnogih species, vkljucno zajea (35), misi (36),
konja (37) in koko8i (38). Izkljufno na to frakcijo so vezane
stevilne bioloSko vaZne substance, kot naprimer hladni aglu-
tinini, antitelesa proti 0 Salmonella antigenu in reumatoidni
faktor. Druge spet, kot naprimer izohematoaglutinini, anti-
tiroglobulinska antitelesa in antitelesa v Wassermanski reak-
ciji, nastopajo v 78 in 198 frakciji gama globulina.(39,40).
Vse kaze na to, da predstavljajo makroglobulini v zgodnjih
fazah imunizacije edini tip antiteles (glej prih. poglavje).
Dokazana je najoﬁja imunoloska sorodnost med normalnimi makro-
globulini in paraproteini v takoimenovani Waldenstrtmovi makro-
globulinemiji(4l), kar je razvidno iz stevilnih studij (29),
deprav kazejo drugi nekoliko vedjo homogenost in so se v lite-
raturi celo pojavile trditve, da jim manjkajo dolodene antigene

determinante, ki so sicer tipicne za normalne makroglobuline(42).

Iz podatkov, dobljenih pri 8tudiju najrazlidnej8ih preparacij
makroglobulina (predvsem patolo&kih), je mogocCe sklepati, da ima
ta zelo veliko obmocje elektroforetske gibljivosti, saj se
pojavlja véasih (obidajno) v predelu gama globulina, najdemo

pa ga celo v predelu beta in alfa globulinov ali celo blize
katodi. Elektroforetska gibljivost je bila toclno dolodena edino
pri reumatskem faktorju(43), kjer znasa 1,1-1,5 x 10 P ant T L sek

Izoelektricéna tocka makroglobulinov je bila ocenjena na

-1

5,1 =7,7 (44) in njegova sedimentacijska konstanta Sgow na
195. Vendar najdemo v vseh preparacijah normalnih in pato-

loskih makroglobulinov tudi komponente z visSjimi sedimentacij-



skimi konstantami, ki kaZejo imunoloSko specifidnost
makroglobulinov (39, lastna izkustva). Pri cloveku
natandnih podatkov o molekularni masi makroglobulinov nimamo,
vendar se ta nasploSno ocenjuje na 1,000.000, medtem ko je
bila doloCena pri presicu na 870.000 (45) in pri patoloskih
makroglobulinih na 745 + 20.000 (46).Podatki hidrodinamicnih
metod (viskoznost, sedimentacija) ter elektronske mikrosko-
pije kaZejo na to, da je molekula gama makroglobulina sfe-
ridne oblike z diametrom 120 - 250 A (46, 47), ki je kljub
visoki hidrataciji makroglobulinske molekule enako velik, de
je merjen z elektronsko mikroskopijo ali v raztopini.
Makroglobulini so zelo bogati z ogljikovimi hidrati (10%),
katerih vsebujejo mnogo vec kot 78 ali mielomski globulini.
Ta vrednost je zelo stalna pri razliénih normalnih ali
patoloSkih makroglobulinih in se zelo priblizuje vrednostim,
ki veljajo za alfa makroglobuline (39).

étevilni avtorji so predpostavljali, da gre v primeru gama
makroglobulinov za visSje polimere, sestavljene iz pet do

Sest 7S enot in ne za samostojno vrsto antiteles. To domnevo
so 8e posebno potrjala opaZanja, da kaZejo 7S in 198 gama
globulini doloCeno sorodnost v imuno-precipitacijskem testu
("cross reaction"). Vsi poskusi, da bi polimer razbili v
kislem ali alkalnem mediju ali v visokih koncentracijah sec-
nine, soestali brez. uspeha. Deutsch in Morton (48) ter dru-
gim (49) je uspelo z merkaptoetanolom in drugimi sulfhidrili
reducirati disulfidne mostove v makroglobulinski molekuli

in to razbiti v monomerne enote s sedimentacijskimi kon-
stantami 73. Fri Stevilnih makroglobulinih (antitelesih,
reumatoidnem faktorju, krioglobulinih) je taki redukeiji sle-
dila popolna izguba antitelesne aktivnosti oz. aktivnosti
reumatoidnega faktorja in krioprecipitacije. Ponovno zdru-
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Eeuje tako dobljenih podenot lahko preprecimo, Ge nastale
sulfhidrilne skupine blokiramo z acetamidom. Ce pa z dializo
previdno odstranimo merkaptoetanol, podenote spet reasoci-
irajo v intaktne makroglobulinske molekule, ki se po fizi-
kalno-kemijskih kriterijih ne razlikujejo od maticnih mole-
kul in ki regenerirajo 25-75% svoje antitelesne aktivnosti
(48;.50). Ve na reduktiven nalin obdelujemo antitelesa dveh
specificnosti ia jih po redukciji rekombiniramo, dobimo
“mesana antitelesa" (51). To potrjuje, da je biolofka aktiv-
nost, izrazena v terciarni strukturi posameznih molekul,

v bistvu pogojena s primarno strukturo, ki je predetermi-

nirana v casu sinteze (52).

5eprav imajo monomeri makroglobulinskih molekul neka]
skupnih determinant s 75 gama globulinom, kaEejo obenem
dovolj izrazeno specificnost, da je vsak dvom v individu-

alnost makroglobulinskih antiteles neupravicen.
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STRUKTURA ANTITELES

Potreba po poznavanju bioloskih funkcij posameznih antiteles
in razumevanju genetskih mehanizmov, ki urejajo njihovo sin-
tezo, je v zadnjih letih privedla do obseZnih Studij nji -
hove strukture. Fodroben kronoloski potek posameznih raz -
iskav in njihovih rezultatov je razviden iz odlidnih revij-
skih Clenkov Cohenz in Porterja (25), Franklina (53)
Nisonoff + Thorbeckejeve (54) in drugih.

Na eni strani so avtorji poskusali s specificénimi proteo -
litskimi encimi na tocno definiranih mestih razbiti molekule

antiteles (preteZno 78 gama globulina) v podrejene enote, ki
bi ohranile biolodke lastnosti nativnih molekul(55, 56) .

Na drugi strani pa so z reduktivnim cepljenjem S-3 vezi v
molekuli gama globulina priSli do peptidnih verig, ki so
posebno prikladne za imunokemijske Studije (57,58, 50, 60 ).
Eksperimentalni podatki, dobljeni s kombinacijo obeh po-
stopkov, so dali bazo za diagram, s katerim j& Torter (61)

leta 1962 ponazoril strukturo gama globulina:

e = sem rmemmemw oo B

ToIl
e leysrtine B
Avp i \
: 1 eystine A
Scystine :| I I

A R

| I I 1L

5 L ]

| ' | |

tine 3 A
} 1 eystine

foeor Teystine

Tl

Struktura zajcjega gama globulina (Porter, 1962) o
S~3 = bisulfidne vezi med posameznimi pertidi (A in B ¢leni)
...... = mesto hidrolitskega cepljenja s papainom
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Proizvajalcem terapevtskih hiperimunih serumov je Ze dalj
casa poznano, da je moZNno gama globulin hidrolitsko cepiti

v manjse dele z molekularno maso okrog 100.000, ne da bi pri
tem padla sposobnost precipitacije antigena (62). FPorter (55)
je pokazal, da je mogoce s kristaliniénim papainom, akti-
viranim s cisteinom, razcepiti zajcji gama globulin v tri
fragmente, ki jih lahko kromatografsko locCimo.Fri tem raz-
cepimo v molekuli peptidne in S-S vezi (63).Najvedji fragment
( III ) ima molekularno maso 80.000, z lahkoto kristalizira
in nima antitelesne aktivnosti. Videti je, da so na njega
vezane determinante, ki odlocajo o prehodu skozi fetalne mem-
brane, fiksaciji na kozo, aktivaciji komplementa in kombina-
ciji z reumatoidnim faktorjem. Dela I in II sta simetricna,
imata molekularno maso 50.000, ne precipitirata antigena,
vendar pa inhibirata reakcijo intaktnih antiteles z antige-
nom. Opisana sta kot "monovalentna" antitelesa, od katerih
vsak obsega samo eno "combining site". Pepticno cepljenje
zajcjega gama globulina unici fragment III, ohrani pa del

z molekularno maso 100.000, ki Se vedno reagira z antigenom.
Redukcija ene same disulfidne vezi da dva peptida z moleku-
larno maso 50.000, ki sta zelo podobna papainskima fragmen-
toma I in II.(64). Reakcija je delno reverzibilna, tako da
lahko z rekombinacijo peptidov d>bimo fragment z molekularno
maso 100.000, ki ima dvoje razlicnih combining sites.
Papainsko cepljenje humanih gama globulinov je dalo podobne
fragmente. Vecjemu dely, je analogen fragment S (slow), ki

se pocasneje giblje v elektroforezi na skrobu in zavzema

dve tretini molekule. Preostala tretina je fragment F (fast)(65).
Fragment S lahko razbijemo v dva simetricna dela A in C
(analoga I in II pri Porterju), od katerih ima vsak po eno
combinig site. Fragment F (ali B) nima antitelesne aktiv -
nosti (66).
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Fo podatkih, ki jih je dalo encimatsko cepljenje gama globu-
linske molekule, je postalo aktualno vpraéanje, iz koliko
peptidov je vsaka molekula pravzaprav sestavljena. Dololanja
N~ ferminalnih aminokislin 2z raznimi metodami (16,67) pri
raznih species niso dala enotnih rezultatov, Eeprav kazejo
gama globulini raznih vrst nasploéne izredno podobnost.
Edelmanu (57)oin.Edelmanu + Touliku (68) je uspelo z reduk-
cijo gama globulina z merkaptoetanolom v visokih koncentra-
cijah secnine dokazati, da ta sestoji iz vec peptidnih verig,
ki so povezane medseboj z disulfidnimi mostovi, ki pri re-
dukeiji razpadejo. Ee je nastale produkte analiziral v elektro-
forezi v skrobnem gelu (v €M sesniﬂi, pH 3,5), je bilo mogo-
ce razlikovati dve komponenti z razlicno gibljivostjo

H (heavy chain) in L (light chain), kateri je bilo mogoEe
preparativno loditi s kromatografijo na CM celulozi v razto-
pini secnine. Izplen takih separacij je bil reven, prav tako
so bile dobljene frakcije brez kakrsnekoli bioloSke aktiv-
nosti in so bile topne le v visokih koncentracijah seénine.
Cecil in Wake (69) sta prav takrat pokazala, da je s sulfiti
mogoce reducirati interpeptidne disulfidne grupe, ne pa intra-
reptidnih, in to v vodnih raztopinah, kar je napotilo Forterja
in sodelavce (58), da so postopek redukcije z merkaptoetano-
lom modificirali in ga izvedli v vodni raztopini, pri pH 8,2,
pri cemer so reducirali pet disulfidnih skupin (glej diagram).
Nastale sulfhidrilne skupine so blokirali z acetamidom, da bi
prepreé¢ili reagregacijo, in nato po dializi proti N ocetni

ali propionski kislini s pomocjo filtracije na gelu G-75
108ili dve komponenti, imenovani élen A in Clen B. Prakciji
sta identidni z Edelmanovim H in L &lenom, ¢e ju analiziramo
v skrobani elektroforezi, z razliko, da ohranita precej bio-
loSkih sposobnosti in da je njihov izplen kvantitativen

(74 € A in 26 % B ). Molekularna masa znasa za clen A
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52.000 in clen B 20.000 (70), kar daje povod za zakljucek,

da je vsaka molekula gama globulina sestavljena iz dveh pep-

tidnih parov (en par tipa A in en par tipa B). To potrjujejo

aminokislinske analize posameznih Elenov in njihove primerja-
ve z analizami intaktnih molekul.(71).Vsi ogljikovi hidrati

so vezani na clen A . Redukcija papainskih fragmentov I in II
Jje dala dve komponenti, od katerih je ena po vseh analiziranih
kriterijih identicdna s &lenom B, kar nakazuje moZnost, da je
mesto hidrolitskega posega, ki ga izvrS8i papein, pravilno
oznaceno (glej shemo).

Razmere v okviru normalnih in patoloSkih gama globulinov je

raziskal Cohen (72). Pri redukciji (58) vseh treh tipov anti-
teles ali odgovarjajoéih paraproteinov, je dobil peptide A in B,
ki so pri vseh nastopali v istem razmerju (75% + 25%). V elek-
troforezi v Skrobnem gelu (8M sednina v mravljicni kislini)

je primerjal redukcijske produkte posameznih frakeij in pri-
sel do zanimivih zakljuEkov : cleni B vseh normalnih in pato-
lodkih antiteles se gibljejo z isto elektroforetsko hitrostjo,
vendar pa kaZejo pri patoleSkih frakeijah izrazito vecjo
homogenost kot pri normalnih (ozka, definiran= prsga v pri-
meri s Sirokim difuznim pasom pri normalnih frakecijah).
Teptidne verige A se pri posameznih tipih gibljejo z raz-
licno hitrostjo, vendar je ta ista za Slen A pri normalnih

in pa:oloskih frakcijah v okviru istega tipa. Nadalje je
ugotovil, da si éleni B delijo skupne antigene ge terminante
(identifnost v imuno-difuzijskem testu) pri vseh normalnih in
patoloSkih frakcijah. Feptidi A kazejo strogo specifianost,
tako pri normalnih kot pri patoloskih frakcijah vseh tipov.
Zato je videti vec kot verjetno, da imajo posamezna antite-
lesa identicne (ali vsaj zelo podobne! &lene B in da se raz-
likujejo le po peptidnih vzorcih svojih Slenyv A. To domnevo
mocno podpirajo ugotovitve avtorjev, ki so nasli, da se an-
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tigena karakteristika (genetski faktor) Gm nzhaja le pri

78 gama globulinu, medtem ko se druga, takozvani faktor Inv,
pojavlja pri vseh treh tipih (73, 74). V zadnjem casu (75) so
ugotovili, da se prva nahaja na ¢lenu A, druga pa na B clenu
gama globulinske molekule. pemicno najbolj otipliva razlika
med posameznimi cleni je razlika v kolidini njihovih oglji-
kovih hidratov, ki se tudi nahaja na ¢lenu A. Grupno speci-

ficne determinante I in II, ki s> skupne vsem gama globulinom,

se nahajajo na &lenu B.

Ker leZi sposobnost za kombiniranje v papainskem fragmentu

I + II , je bilo treba razdéistiti, kateremu od obeh peptidov
ta lastnost pripada in ali ne nastane Sele po njuni kombi -
naciji. Fri konju je bilo mogoce najti 70-80 % sposobnosti

za kombinacijo z antigenom v fragmentu A, kar utegne veljatj
za antitelesa vseh species. Ni¢ Se ni znanega o kemiéni struk-
turi posameznih aktivnih mest v molekuli. Zanimiva je bila
ugotovitev, da so antitelesa morskega preSicka z razlilno spe-
cifiCnostjo pokazala razlidne elektroforetske vzorce svojih

B clenov (76), kar utegne navajati k zakljucku,da utegnejo
tudi B cleni prispevati k oblikovanju specificnih, za kom-
binacijo z antigenom dolocenih mest v molekuli antitelesa.

Z veliko verjetnostjo predpostavljamo, da se clena A in B
neodvisno sintetizirata, saj je nas: eni strani studij genetsko
kontroliranih lastnosti pokazal, da se te nahajajo lodeno

na posameznih Slenih ; na drugi strani pa se v doloenih
patoloskih stanjih (naprimer mielomatozah) ¢lenu B soroden
(identicen) peptid sintetizira v prebitku in izloCa v urinu
(Bence Jones protein). Cohen (77) je pokazal, da se v urinu
normalnega odraslega izloci dnevno 5-10 mg beljakovin, ki
nosijo determinante clena B. Na drugi strani pa je Edelman
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ugotovil, da kniejo Bence Jones proteini ter cleni ;3
pripravljeni iz normalnih ali miel-mskih globulinov, isto
posebnost v termosolubilitetnem testu (78).

Na drugi strani pa je Franklin (79) odkril pacienta, pri
katerem gre za prebitek v sintezi clena A, ker je bilo
mogoée v serumu in urinu dolociti 3,5 S komponente, ki so
kazale iste antigene determinante kot Slen A.

V raznih laboratorijih so v teku zanimive raziskave o
sintezi antiteles,oziroma omenjenih peptidnih enot ,

na podlagi tkivnih kultur, pripravljenih iz razlicuih

organov imuniziranih zivali.(80),
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BIOLOSKO VAZNE KARAKTERISTIKE NORMALNIH GAMA MAKROGLOBULINOV

Poznano je, da predstavljajo gama makroglobulini takoimenc-
vani "zgodnji tip" antiteles v imunoloski obrambni reakeiji
Zivali in éloveka, saj se kot prva pojavi v odgovoru na
antigeni drazljaj (53 in podrobneje 81 - 85 ) v primarnem
imunoloskem odgovoru (primary response). Kasneje ugasne nji-
hova sinteza in nadomeste jih postopoma antitelesa tipa 78,

s Cimer se imunolofSki proces nadaljuje. Le v redkih prime-

rih je njihova sinteza dolgotrajnejsSa. Sistematsko sta ta
pojav raziskala Talmage in Taliafero (86, 53), ki sta ugoto-
vila, da imajo z;odnja antitelesa makroglobulinskega tipa
izredno vigoko.hemolitsko aktivnost, ki je dosti manjSa pri
kasnejsem 7S tipu: Najbri je tudi pri cloveku hemolitska

aktivnost vezana predvsem na makroglobulinski tip antiteles
(87). Zanimivo je, da kaZejo zgodnja antitelesa izredno

visoko specificnost za antigen, to je, da le malo ali pa sploh

ne reagirajo v navskriznem imunodifuziskem poskusu s sorod-

nimi antigeni (62, 87, 88), naprimer plazma albumin dveh
species, ki taksonomsko nista zelo oddaljeni. Taé pa imajo
za razliko od nizkomolekularnih antiteles makroglobulinska
antitelesa (zgedrjs &ntitelesa) manjso avidnost ( 62, 89,90).
Pojm avidnosti pove, da je vez med antigenom in ustreznim
antitelesom Sibka in da kompleks laze razpade. V nadalnjih
fazah imunizacije postanejo antitelesa manj specificna in

bolj avidna.

-

Isto zaporedje v biosintezi obeh tipov antiteles opazamo

tudi v ontogenezi(91, 92, 93 ). Znano je, da makroglobuli-
ni ne prehajajo skozi placentalno bariero (94) in da so anti-
telesa novorojencka, izvirajoca iz materinega krvotoka, iz-
kljuéno 7S tipa. Po prvih 4 - 6 mesecih po rojstvu pade nivo

gama globulina, nakar se zopet zaéne pofasi dvigati ob
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ociti proliferaciji plazmatskih celic in pri enem letu dose-
ze nivo normalnega odraslega. Do nedavnega je veljalo mnenje,
da dojendek v prvih 4-6 mesecih ni sposoben proizvajati last-
nih antiteles, vendar so Smith (91) in drugi (92, 93) doka-
zali, da ob ustreznem antigenem stimulusu novorojencek rea-

gira s sintezo makroglobulinskih antiteles. Po dveh do stirih
tednih sinteza makroglobulina pade, pri cemer jo nadomesti
sinteza gama globulinskih molekul (7S). Silverstein (95) je

pokazal, da je imuncloska obrambna reakeija pri novorojencku

kvalitativno in kvantitativno podobna tisti pri odraslem, le

da so kolicine proizvedenih antiteles pod spodnjo mejo dokaz-
ljivosti. Pri novorojenckih traja 198 faza dalj casa kot pri
odraslem (8l) in je v dolocenih primerih podaljSana po obse-
vanju z rentgenskimi zarki (96). Mozno je, da sintetizirajo
vsakega od obeh tipov antiteles razliéni celiéni kloni, ali
pa, da ista celica proizvaja oboje antiteles, pri cemer je bila
zaradi omenjencga posega njena diferenciacija zavria ali pre-
kinjena ( 54). Najnovejsa . porocila omenjajo, da je bilo mo-
goce z zelo nizkimi dozami virusnih antigenov obdrzati sin-
tezo antiteles v primarnem imunoloskem responsu na stopnji
makroglobulinske sinteze brez formacije 7S antiteles, vsled

Cesar je izostal sekundarni (booster) response. Te studije ka-
zejo, da je bila sinteza antiteles diskontinuirana zaradi po-
manjkanja antigena in da je bilo mogoce po tem spet iz-
zvati normalen imunoloSki odgovor organizma preko zacetne
sinteze makroglobulinskih antiteles (54, 97). V teh pojavih

lezi nemara razlaga za takoimenovani "low dose paralysis effect",
ki ga opisuje Dresser (98). Zelo verjetno je, da obsega Ze
primarni odgovor na antigen dve fazi : prvo, v kateri odgovori

s sintezo makroglobulinskih antiteles, in drugo ( eventualai

booster , dosedaj opisan le v sekundarnem odgovoru na antigen)
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v kateri ze proizvaja 78 antitelesa, ce je kolidina antigena
zadosdala za ponovno stimulacijo"senzibiliziranih" celic (54).

“inteza 198 makroglobulina zalne kmalu po rojstvu in doseZe
normalne vrednosti odraslega pri 4-6 mesecih. Zanimivo je, da

vstopi sinteza gama 1A globulina mnogo kasneje( po 4-6 mésecih

zivljenja) in da otroci Sele po 12 letu doseZejo normalne

vrednosti odraslega.

Trecej podrobno nam je poznana razporeditev 7S gama globulina
v organizmu, prav tako tudi njegova metabolicna uscda. Malo
pa je v obeh ozirih znanega o 198 makroglobulinu, ter prav
nié o gama 1A globulinu. Tezavnost leZi predvsem v zahtevi
po zelo cistih preparacijah omenjenih frakcij, od katerih
vemo, da je predvsem makroglobulin zelo nestabilen tudi v
procesu radioaktivnega jodiniranja. Do nedavnega edini po-
datek nudita Cohen in Treeman (99), da se 131J humani makro-
globulin eliminira iz organizma mnogo hitreje két -normalni

e -3 gama globulin., Kataboliéni razpolovni éas zna8a
za makroglobulin 2-3 dni, medtem ko je ta za 75 gama globulin
21-26 dni. Medtem ko najdemo 50% 7S gama globulina v ekstra-
vaskularnem prostoru, je makroglobulin omecjen izkljuéno na
intravaskularni prostor. Taliafero + Talmage (100) sta se
izognila nevarnosti denaturacije zaradi radigaktivnega marki-
ranja s tem, da sta merila padec antitelesne aktivnosti
pasimno prenesenih antiteles iz imuniziranih zajcev v ne-
imunizirane (antitelesa proti ovéjim eritrocitom ali toplo-
tno denaturirani stromi eritrocitov). Bioloski razpolovni das
hemolitske aktivnosti, vezane na visokomolekularna antite-
lesa, je znasal 2,81 + 0,12 dni; v nasprotju z nehemolitsko
aktivnostjo manjSih molekul, kjer je bil ta daljsSi in je
bil ocenjen na 5,55 + 0,12 dni. O0d prvih je zapustilo cir-
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kulacijo 17%, od drugih 60%. Mnogo visji razpolovni cas so
dolodili pri makroglobulinih, pripravljenih iz seruma makro-
globulinemiénih bolnikov (101, 102), kjer so ugotovili, da
znasa razpolovni &as 6,5-13 dni. Izdatne podatke nudi Sele
pred kratkim dostopna revija TFaheya in sodelavcev (103), ki
analizira metabolizem normalnih in patoloskih mekroglobulinov

v zdravem in bolnem organizmu. Katabolicni razpolovni Cas
normalnih makroglobulinov znaSa 5 dni, za razliko od 23 dni
pri normalanih 78 gama globulinih. Po njegovih meritvah in iz-
racunih se dnevno katabolizira 14% celokupnega makroglobulina
(in le 3% 7S gama globuliha). Koncentraciji obeh frakecij v
serumu ( 0,1 g/100 ml za 198 in 1,29 g /100 ml za 7S gama
globulin ) ne dajeta torej objektivne predstave o kolicini
njune sinteze. Tako predstavlja 198 makroglobulin le 5-10%
koncentracije 78S gama globulina, njegova dnevno sintetizirana
kolidina pa znasa 15 -20% dnevno sintetizirane koliline 78
gama globulina., Le 18% celokupnegs makroglobulina se nahaja

v ekstravaskularnem prostoru, medtem ko ta vrednost doseZe
visino 60% pri 7S gama globulinu., Verjetno lezi tudi v tem
dejstvu ena mnogih bioloskih razlik med obema tipoma anti-
teles, katere fiziolo8ki pomen Se ni znan: medtem ko humani
78 gama globulin senzibilizira koZo mopskih prefidkov za
pasivno kutano anafilaksijo (se "fiksira'na eno od komponent
koze, verjetno na zilni endotelij), 198 gama globulin te last-
nosti nima ( niti gama 1A globulin). Ali naj to pomeni, da sta
Eivljenjski prostor in delovisée makroglobulina omejena na
intravaskularni prostor in ta ni zapleten v tkivne imunoloske
reakcije? Z ozirom na to, da so makroglobulinska antitelesa
prva, ki se sintetizirajo v odgovor na antigeni drazljaj, je
morda smotrno, da se zadrzijejo predvsemv ozilju in skrbe za
¢cim hitrejSo in CimuspesnejSo eliminacijo antigena. Ko jim

kasneje zaradi nepojasnenih mchanizmov slede antitelesa
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z manjSimi molekulami, njihova vlioga zbledi in je morda celo
ugodno, da se cimprej razgradijo (103). Na njihovo imunolosko
"ucinkovitost" lahko nemara sklepamo na podlagi podatkov o
njihovi valenci, ki je dosti vecja kot pri 7S gama globuli-
nih (kjer je 2) in znasn lahko cclo do 12. V primeru reumatske-
ga faktorja, katerega nasplosno opisujejo kot "anti-78 gama-
antitelo", so ugotovili, da lahko vsaka molekula makroglobulina
kombinira s pet do Best molekulami 7S gama globulina.

Reumatski faktor je poleg hladnih aglutianinov edino z goto-
vostjo identificirano auto- antitelo makroglobulinskegn tipa
(105). V serumu bolnikov z reumatoidnim artritisom so doknzali
imune komplekse s sedimentacijsko konstanto 22S, iz katerih so

lahko eluirali reumat)idni faktor, ki je kazal vse karakteristi-

ke in specifianost 19S5 makroglobulina in je tudi in vitro rea-
giral z autolognim 7S gama globulinom.

Velike bioloske vaznosti je ze prej omenjeno dejstvo, da gama
makroglobulini ne prehajajo skozi fetalne membrane (kot tudi
ne gama 1A globulini), saj v nasprotju od 7S gama globulinov
ne ogrozajo fetusa v primerih ABO in Rh inkompatibilnosti ter

eventualno drugih neskl=adnosti 2z materjo.
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BICSINTEZA AVTITELES:.

Prve in najvaznejsSe podatke o celularnem izvoru gama globulinov
so dela razna klinicna opazanja, iz katerih je bilo mogoce za-
kljuEiti, da je njihova sinteza vezana na celice limfocitarne
in plazmocitarne vrste. V primerih kongenitalnih agamaglobuli-
nemij se to izraza skoraj v popolnem izostanku plazmocitov in
delno limfocitov (106), kot pri novorojenckih (91) in eksperi-
mentalnih zivalih, vzgajanih v aseptionem okolju (107).

Na drugi strani pa je neoplasticna proliferacija plazmocitov

in delno limfocitov pri raznih mielomatozah in Waldenstrémovi
makroglobulinemiji, kot tudi pri transplantaciji eksperimen-
talnih tumorjev, povezana z nastankov velikanskih kolidin para-
proteinov, ki se navidez ne locijo od normalnih gama globuli-
nov.Kljub temu, da so pri novorojenckih dokazani aktivni
obrambni mehanizmi proti H-antigenu Salmonelle typhi (91) v
obliki sinteze makroglobulinskih antiteles, pri tem ni mogoce
zaslediti formiranja plazmocitov, katerih proliferacija nastopi
kasneje, med 4-6 mesecem zivljenja, ko istovrstna antigena
stimulacija rezultira v tvorbi obojevrstnih antiteles (19S in
nato 79 ).

Fluorescencéne Studije so pokazale, da lahko v plazmocitih naj-
demo antitelesa vseh treh tipov (109), da pa se 198 gama glo-
bulin lahko sintetizira tudi v odsotnosti tipicnih plazmoci-
tov, verjetno v velikih limfoblastih, za katre je poznano,dn
predstavljajo predhodnike plazmocitov, eventualno pa tudi
limfocitov. Antitelesa s> dokazali tudi v malih limfocitih.

Iz nepreglednega Stevila najrazlicnejsih podatkov je zaenkrat
nemogoce razbrati vlogo prsameznih vmesnih stopenj v razvoju
plazmocitov in limfocitov in oceniti pomen celiéne diferencia-
cije z ozirom na ociti dvofazni potek imunoloskega odgovora.

. . . . w .
Vee kaZe na to, da je sinteza antiteles povezana s celicnim
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razmnoievanjem (111), kot tudi z replikacijo subcelularnih

enot (112), na kar kaze tudi logaritmidni porast kolidine
antiteles kot funkcija Stevila senzibiliziranih celic, kot tudi
inhibitorni efekt, ki g2 na sintezo antiteles izvaja sevanje
rentgenskih Zarkov in DNA antaconisti (113), ter seveda laten-
tna faza v imunoloskem odgovoru, ki traja od administracije
antigena do pojave prvih antiteles. v cirkulaweiji.

S Studijemjraznih fenomenov, kot so v prvi vrsti imunol~-sSka
toleranca, bo v bodocnosti morda uspelo razdistiti neStcta
vprasanja, ki so danes se odprta in nakatere ne vemc odgovora.
Kaksna je vloga primarnih limfoidnih organov (timusa) v formi-
ranju imunoloske kompetence, vezane na sekundarne limfoidne
organe (vranica in limfne Zleze). Kak8ni mehanizmi dirigirajo
potek celicnih diferenciacij in ali so razlike med zgodnjimi
in poznejSimi fazami imunoloskega odgovora le kvantitativne, ali
pa tudi kvalitativne.Ali sta v sintezo zgodnjih in poznej8ih
antiteles vmesSana dva razliéna celidna tipa, oz.ali lahko ista
celica, oziroma njeni neposredni potomei, proizvaja v zacdetku
198, in kasneje 7S antitelesa (Nossal, 114).

Brez dvoma je kontakt z antigenom bistveni (Ee ne edini) faktor
pri sintezi antiteles (115). Znano je, da organizem ne pokaze
kompenzatoricne sinteze entiteles y primerih, ko.jeé fijihov~ -
katabolizem iz razlicénih vzrokov pospesen (gastroenteropatije,
nefroze) (103), ceprav je sinteza veckrat iz nepojasnenih
vzrokov mocno zvidana (mielomatoze, Waldenstrdmova makroglo-
bulinemija).ZviSano sintezo gama globulinov opazimo tudi v
primerih kronicénih infekecij, naprimer pri malariji (116).
Kaksni vzroki privedejo do podobnega zvisanja gama globulin-

. 3 . i s s et - 3
ske sinteze pri jetrni cirozi, Se ni pojasneno.
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KATABOLIZEM ANTITELES

Hasplogno velja mnenje, da poteka katabolizem imunih kompleksov
(kompleksov antigen-antitelo) v retikuloendotelialnem sistemu -
(117), prav tako tudi katabolizem razlicno denaturiranih anti-
teles. Pojavile so se domneve, da se odvija katabolizem nativ-
nih antiteles v celicah, ki ga proizvajajo, to je v plazmoci-
tih (118). Vendar so perfuzijski eksperimenti z antitelesi, ki
50 sla prechodno skozi bioloski "skreening", pokazali, da se
naprimer v jetri, v kateri se antitelesa definitivno ne sin-
tetizirajo, razgradi okrog 30% nativnega 7S gama globulina(1l1l9).
Zelo verjetno je, da se nativna antitelesa katabolizirajo v
celicah jetrnega parenhima in ne v Kupferjevih celicah.Ekspe-
rimenti z blokiranjem retikuloendotelialnega sistema so poka-
zali, da je padel katabolicni iznos toplotno denaturiranih, ne
pa nativnih antiteles (120).

Iz podatkov v literaturi je mogoce sklepati, da predstavljajo
Kupferjeve celice selektivni sistem za fagocitozo vecjih kolo-
idov. Raziskovanja na tem podrocju so se odprla z uporabo kolo-
idnega zlata Au-198 (121), koloidnega fosforja P-32 (122) in
predvsem po tem, ko je Benaceraf (123) za slicne eksperimente
uporabil molekularne agregate, dobljene s termicno obdelavo
humanega albumina. Vse te omenjene metode so sluzile predvsem
Studiju hepatalne cirkulacije v diagnosticne namene (124).
Vendar se mi je v teku sodelovanja na teh problemih vsililo
vpraéanje, kako se vendar katabolizirajo makroglobulinska anti-
telesa, ki odlocno padajo v red velikosti, ki je videti mero-
daven za fagocitozo v Kupferjevih celicah. Te namrec fagociti-
rajo delce v velikosti od 0,005 - 1,0 mikrona (125)(126), ne

pa manj%ih, medtem ko se veaji agregati embolizirajo Ze v

pljucnih kapilarah.

*% na jetra odpade le 10% cclokupnega katabolicnega iznosa
pri nativnem albuminu (119).
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Z elektronsko mikroskopijo in drugimi meritvami je bilo
ugotovljeno (46,47), da so molekule makroglobulinskih anti-
teles sfericne oblike in da znaSa njihov premer 120-250 A
(12-25 milimikronov) ali celo 300 A (30 milimikronov) (127).
0 wveliki hitrosti njihove eliminacije v primeru z eliminacijo
(katabolizmom) 7S gama globulina sem podrobno porocala ze

v poglavju Bioloske karakteristike antiteles. Da je ta lahko
v precejsnji meri odvisna od velikesti'njegovih molekul, je
mogoce sklepati iz precej odgovarjajocih podatkov o elimina-
ciji albuminskih mikroagregatov, katerih molekularni premer
pada v isti red velikosti (124), lastnih eksperimentalnih
podatkov o eliminaciji alfa makroglobulinov (198),in se hitrej-

se eliminacije hemocianina iz organizma poskusne zivali(128)

Nadvse vzpodbudni so zakljucki Bartha i.dr. (103), ki s
podrobno analizo primerjajo katabolizem normalnega 7S in 198
gama globulina v zdravem organizmi in v raznih disproteine-
micnih stanjih. Poleg ze poznanega dejstva, da se makroglobu-
lin hitreje elimini a iz organizma kot 7S gama globulin in

da se v manjsi meri sintetizira, so ugotovili, da njegov kata-
bolicni iznos ni odvisen od njegove koncentracije v serumu
oziroma njegovega intravaskularnega pula, TreEivetje makroglo-
bulina =njegov katabolicéni "razpolovni &as" je bil v bistvu
isti pri normalnih kontrolnih primerih, kot pri bolnikih =z
izrazito zniZzanim nivojem gama makroglobulina v serumu (agama-
globulinemije), ali pa pri mocno izrazenih mokroglobuline-
mijah. Prav tako neodvisno od serumske koncentracije se v
katabolizmu obnasSata fibrinogen (129) in ceruloplazmin (13%0),
medtem ko je bilo mogoce ugotoviti direkten odnos med serum-
sko koncentracijo in frakcijskim katabolicnim iznosom pri

78 gama globulinu {131, 132) in morda pri albuminu (133).

Za razliko od makroglobulina, je katabolicni iznos pri 78
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zvigan pri vecini hirerproteinemij zaradi kronicnih infek-

cij ali hiperimunizacije in pri multiplem mielomu s 7S gama pa-
raproteinom, ter normalen ali celo znizZan pri bolnikih z aga-
maglobulinemijo ali makroglobulinemijo, kjer je bila kolicina
75 gama globulina znizana (103). Vsa ta npaianja lahko zdru-
zimo v logicen zakljudek, da odlocata o katabolizmu 78 in 198

- & bl 3
gama globulinov d va razlicna mehanizmna.

S studijem katabolizma homolognih in heterolognih 73 gama glo-
bulinov v veliki poskusni seriji (145) so ugotovili, da je
molekularna struktura, ki odloca o hitrosti in nacinu eli-
minacije, locirana na papainskem fragmentu III. Pri vseh spe-

cies je bila hitrost eliminacije ot

J papainske frakecije III
korelirana 8 hitrostjo eliminacije odgovarjajoéih nativnih
(intaktnih) molekul 7S gama globulina, medtem ko sta papainska
fragmenta I+II ter pepsinski fragment (ki odgovarja fragmento-
ma I+II) bili rapidno katabolizirani. Aktivnost, prvotno veza-
na na papainski fragment III, se je pojavljala v urinu v
glavnem kot neproteinska radieaktivnost, medtem ko sta bila
fragmenta I+II (in tudi pepsinski fragment) v veliki meri iz-
locena v obliki proteinsko vezane radioaktivnosti.Naj povdarim,
da je vsled teh dognanj mocno om2jana profilaktiéna vrednost
na siroko uporabl janih konjskih antidiftericnih in antitetani-
enih serumov, ki jih proizvajalci (zaradi nevarnosti vsled
njihove antigeniénosti) obiaajno obdelujejo s papainsko hidro-
lizo (v kateri razgradijo fragment III ;. FPreostali fragment
I+IT, ki ima sicer antitelesno aktivnost,se pretirano hitro

. v
izloci.

Mozno je, da se papainski fragment III reabsorbira v led-
vicnih tubulih (146). Brez dvoma so na ta fragment vezane

"transmisijske""determinante, potrebne za prehod skozi tkiva
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L)
(vezava na kozo, prehod skozi placentalno bariero, eventualno

skozi stene kapilar ), ki varirajo od vrste do vrste (147,148).

Fapainski fragment III je peptidna veriga, ki predstavlja

del peptidnega clena A (glej shemo strukture gama globulina).
ée je na eni strani ugotovljena korelacija med hitrostjo, s
katero se eliminira intaktna molekula 7S gama globulina, ter
eliminacijo ustreznega fragmenta III (pri raznih vrstah), lahko
verjetno iscemo vzrok za razlike v katabolizmu humanih 78

in 198 antiteles prav v razlicni kemicni sestavi in antigeni

strukturi njunih peptidov A.

Malo prej omenjenoc dejstvo , da se papainska fragnenta I+II
izlocata v urinu v svoji proteinski obliki , sovpada s po-
datki, opisanimi na strani 15. Ce namred¢ drZi predpostavka,
da .se peptida A in B sintetizirata lodeno (v istih ali raz-
lidnih celicah) in sta Sele kasneje sestavljena v kompletno
antitelesno molekulo, ni cudno, da organizem proizvede tudi

. v normalnem stanju prebitek clena B (ki ga najdemo v normal-
E nih urinih), saj ta sestavlja del rapidno eliminiranega papa-
| inskega fragmenta I ali II in se le kratek cas zadrZuje v

cirkulaciji ( potrjeno s Cohenovimi neobjavljenimi poskusi).
V mielomatozah je ta sinteza izrazito asinhronicna in vodi

do sinteze pretiranih kolidin B ¢lena (ali Bence Jones proteina).
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Pregled znanih preparativnih tehnik za izolacijo gama
makroglobulina.

Prvi poskusi izolacije gama makroglobulina slonijo na
dejstvu, da sodijo makroglobulini med serumske proteine

Z najviéjo molekularno maso. Centrifugiranje v visokem
gravitacijskem polju , eventualno z dodatkom NaCl ali
saharoze za zvisanje gostote, nam omcgcéi , da iz seruma
izlocimo frakcijo, ki je znatno obogatena z makroglobu-
lini.(39) Nazalost pa ta sestoji iz mesanice alfa in gama
m=kroglobulinov. Njihovo locbo je mogoce iztresti ® prepa-
rativné elektroforeze v rrimernih transportnih medijih,

kot so celuloza(l35), :nizkombdlzgkilarhi dekaetranski gel (136)
ali polivinilklorid (45, 137). Objavljene so metode, kjer

je bilo s kombinacijo preparativnega ultracentrifugiranja in

kolonske elektroforeze (oziroma frakcioniranja z alkoholom)
dobiti precej ciste preperate makroglobulina (138,139).

Vendar so avtorji obicajao uporabljali serume z visokimi
koncentracijami ratoloskega makroglobulina, ki ga je bilo
vcasih veled njegove slabe topnosti mozno oboriti iz seruma

ze z razredéevanjem z destilirano vado (5) ali 0,005 M fosfat-
nemu puferju (140). Dosti teze je izolirati iz seruma nor-
malne makroglobuline, ki nastopajo le v koncentraciji okrog
1% celokupnih beljakovin.

flove moZnosti za izolacijo makroglobulina je odprla kroma-

tografija na anionskem izmenjevalcu, DEAE celulozi (18,12,
141, 142, 72).
Pri visokem pH in nizki jonski jakosti puferja veze ta iz-

menjevalec skoro vse serumske beljakovine, ki jih lahko

nato stopnjevito ali pa v koncentracijskem in pH gradientu
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eluiramo in pri tem dobimo distribucijski diagram, ki je

v bistvu narobe obrnjena slika distribucije posameznih
frakeij v elektroforezi. Edina izjema v tej korelaciji je
gama makroglobulin. Le zaradi navidezno vedjega elektro-
statskega naboja, verjetno pa zaradi nespecifidne adsorb-
cije vsled velikosti molekul, ga je mogoce zaslediti gele v
zadnjih porcijah eluata.

REMMAL: RERN Distribucija 78 gama,

g CHROMATOGRAM (I ml)
gzn 19S5 gama in gama 1A normal-
= nega humanega seruma na
é DEAE celulozi.
g Gradient: 0,02 M fosfatni pufer
- pH 8.0 -
—_
§ g o 0,3 M fosfatni pufer
" pH 8,0
i
g e Po Faheyu (12), 1962.
5
= ABwN
w ALPHA-| L
E ALPHA-2 I : :
= JALPHA-3 m
S o (B Mo e
E GAMMA
IMMUNCE L EC TROPHORE SIS:
T
LJ_W Asdhaa
h A A AAAAA A AML
L

%EHiHT&?EH%uH&?

Z rekromatografiranjem ustreznega eluata in kombinacijo
raznih postopkov je bilo mogoce dobiti relativno ciste
Preparate gama makroglobulina,

Nove separacijske mozZnosti je dala uporaba "molekularnih sit"
to je, precno-vezanih dekstranskih gelov tipa Sephadex
(Pharmacia Uppsala) (143).
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Tako je mogoée mesanico proteinov, ki jo dobimo v zadnji
fazi zgoraj omenjene kromatografije na DEAE celulozi ,
uspesno loCiti na gelu Sephadex G-200, kjer se v vodilnem
(zacetnem)vrhu pojavlja makroglobulin, komponente z manjso
molekularno maso (predvsem albumin) pa sele v naslednjih
vrhovih. V tem primeru smo se ze v teku kromatografije
znebili alfa makroglobulina, ki bi tudi nastopil v prvem
vrhu po separaciji na G-200, pag pa moramo racunati s kon-
taminacijo alfa in beta lipoproteinov in haptoglobinov tipa
2-2. (lastna izkustva, Chaplin H.Jr.- neobjavljeni eksperi-
menti, 72).

Bistveno poenostavitev preparativne tehnike pri izolaciji
gama makroglobulina pa je nastopila z uporabo naslednjega
Fharmacia produkta - kombinacije dekstranskega gela G-50
in anionskega izmenjevalca DEAE, takozvanim Sephadex A-50.
Na razpolago mi je bila kmalu nato, ko se je pojavila na
trzigdu. Ze na prvi pogled so presenetile zadetne porecije
eluata s svojo opalescenco, ki je tipi¢na za gama makro-
globulin. Tega smo v perjsnjih eksperimentih z DFAE celu-
lozo nasli Sele mnogo kasneje, kot ?e zgora] omenjeno.
Kmalu je postalo jasno, da gre tokrat za pravilnejsi elu-
cijski diagram, v katerem najdemo makroglobuline skupno s
proteini, ki imajo priblizno isto izoelektricno tocko.

Da bi raziskala pogoje, pod katerimi bi bilo mogoée Z naj-
vecjim izplenom eluirati gama makroglobulin, sem izvedla
posebno serijo eksperimentov, o katerih porocam v nasled-

njem proglavju.
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Studij eksperimentalnih pogojev pri novi preparstivni

metodi 2za izolacijo_gama makroglobulina, obstojeci iz

kromatografije na Sephadex A-50 in filtraciji skozi_gel
Sephadex G- 200.

Material in metode

Zaradi potrebe po cimvecjem izplenu in éimvisji ¢istosti
izoliranega makroglobulina sem izvedla naslednjo serijo

eksperimentov v navedenem vrstnem redu:

1. I'riprava euglobulina

Pul 1000 ml normalnega humanega seruma sem dva dni dia-
lizirala v tekooi vodovodni vodi pri +4°C in nato dva dni
v dejonizirani vodi, ki sem jo velCkrat menjala, tudi pri
+4°c.

Dobljeni precipitat (euglobulin) sem raztopila v 0,15M
fosfatnem puferju, pH 7,5, ga razdelila v alikvote in jih
posamezno dializirala (ekvilibrirala) s puferji naslednje
molarnosti: 0,01 , 0,025, 0,05 , 0,1 , 0,15 .2 istimi
puferji sem ekvilibrirala tudi enako stevilo kolon, na-
polnjenih s Sephadexom A-50, z enotnimi dimenzijami

1,5 em X 30 cm. PH puferja je bil povsod 7,5.

2. Kromatografija na A -50

Opisane porcije euglobulina sem filtrirala skozi kolone
z odgovarjajocim pH, ekvilibrirane z ustreznim puferjem.
Pretocna hitrost skozi kolone: 60 ml /uro.Kolone sem
kvantitativno izprala =z istim puferjem, ki sem ga upo-
rabila tudi pri koncentriranju eluata z dializo pod

pritiskom.
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3. Filtracija skozi gel G=200

Vsakega od opisanih eluatov sem filtrirala skozi kolono,

napolnjeno z gelom Sephadex G-200, ekvilibriranim z nasled-

njim puferjem: O0,1M TRIS + 0,2M NaCl (144). Dimenzije
kolone: 3cm x 140 cm. Pretocna hitrost: 15 ml/uro.
Ekstinkcije Epgy so razvidne iz diagramov.

Fosebej sem filtrirala mesanico humanega krioglobulina,
73 gama globulina in albumina (umeritvena krivulja).
Yavedene ciste frakcije mi je podaril “r.S.Cohen,
Wright-Fleming Inst., London.

Eluate prvih vrhov v poskusni seriji, ki so v celoti
odgovarjali krioglobulinskemu vrhu umeritvene krivulje,

sem dializirala pod pritiskom do volumnov okrog 1 ml,

vsakokrat proti puferju, uporabljenem za opisanp filtracijo.

Re zul tatd

1. Euglobulin
Iz 1000 ml normalnega humanega seruma je bilo mogoce

oboriti in po nadaljni dializi obdrzati v raztopini
naslednjo koliéijo euglobulina (Biuret):
konc.= 38,6 mg/ml V= 60 ml Skupno 2316 mg

Za vsakega od eksperimentov v opisani seriji sem upora-

bila naslednje alikvote:
konc.= 38,6 mg/ml V= 6,0 ml Alikvot 230 mg

kar odgovarja 100 ml izhodnega seruma. Posamezne izplene

lahko v bodoce izrazamo direktno kot izplen /100 ml normalnega

seruma.
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Koncentracijo euglobulina sem ponovno merila po koncani
dializi proti puferjem razlicne molarnosti (Tabela).
Njegova analiza v papirni in imunoelektroforezi kaze meSa-
nico raznih globulinov z elektroforetsko gibljivostjo v
predelu gama, beta in alfa globulinov in sledjo albumina.

3%k

Papirna elektroforeza naslednjih frakcij (od zgoraj navzdol)
Normalni humani serum, euglobulin; nato frakocije, dobljene s
kromatografijo na A-50, v naslednjem vrstnem redu: 0,05 M-
0,025 M - 0,09-M - 0,075 M -0,1 m - - 0,15 M,
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2. Kromatografija na A-50

Posamezni izpleni kromatografije na A-50 so razvidni iz tabele
(B), prav tako njihova elektroforetska sestava, ocenjena na
podlagi papirne in imunoelektroforeze (Sl. 1 in 2).

Razen eluata, ki kaze le dvojno crto 7S gama globulina,

so si vsi neslednji v bistvu podobni po svoji sestavi,

le da kazejo kvantitativno narasdanje eluiranih proteinov.

V eluatu 0,15 M je v papirni (verjetno tudi v imuno) elektro-
forezi videti novo frakcijo v predeli alfa-2, ki je pri
niijih molarnostih ni opaziti.Fovsod je dobro vidna crta
gama makroglobulina (verjetno raztopljena v njegovem pre-
bitku v 0,15 M eluatu).

Sl.2.

Imunoelektroforetska analiza kromatografskih frakcij po
filtraciji skozi Sephadex A-50.

Elvati od zgoraj navzdol: 0,01M - 0,025¥ - 0,05M - 0,075M~,-
0,1M - 0,15M.
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3. Filtracija na G=-200
8l. %= 9 predstavljajo posamezne elucijske diagrame,
dobljene s filtracijo na gelu G-200. Vsi kazejo med sabo

veliko podobnost, le da se menjajo kvantitativna razmerja
med posameznimi komponentami. Prvi vrhovi odgovarjajo
makroglobulinskemu vrhu v umeritveni krivulji. 97jihovi
izpleni v posameznih locbah so razvidni iz Tabele (D).
Koncentracijo proteinov sem dolodala le na podlagi eks-
tinkeije Eyogp in Fiuretske metode. Vsaka od vrednosti v
tabeli (D) odgovarja absolutnemu izplenu makroglobulina

v 100 ml izhodne plazme.

Frakcije od 0,025M do 0,1M sem analizirala v imunoelektro-
forezi. Dale so eno samo, za makroglobulin tipicno crto,
medtem ko je bila frakcija 0,15 Ze onedisiena s kompo-

nentami v predelu beta in alfa globulinov.

Molarnost A B C D
puferja Fuglcp. v Izplen Komponente Izplen
A-50 krom raztopini A- 50 (p.elf.) G =200
mg mg ng
0,01 M 178,6 2 gl gama-
0,025 M 188,0 32,4 gama+beta 3,8
0,05 M 226,0 50, T gama+beta T
0,075M 232,0 46,0 gama+beta 5,9
0,1 M 216,0 53,0 gama+beta 6,0
0,15M 213%,0 105,0 gama+beta+alfas 5,9

o — - — — ——

Tabelaricen prikaz posameznih izplenov v teku ekvilibriranja
euglobulina proti puferjem razne molarnosti, kromatografije
na Sephadex A-50 in filtracije skozi gel Sephadex G-200.



G-200 : 0,1M




G-200 : 0,15 M G-200 : Umeritvena krivulja
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Diskusija

Opisana serija eksperimentov me je utdila v prepricéanju, da
nudi uporaba novega Sephadex A-50 odlicne prednosti pri izo-
laciji normalnega humanega makroglobulina v primeri z dose-
daj uporabljano DEAE celulozo. Uporaba nezveznega koncentra-
cijskega gradienta z razponom od 0,01 M do 0,15 M pri kon-
stantnem pH 7.5 daje elucijski diagram, ki je narobe obrnjena
elektroforetska slika euglobulina, pri Cemer eluiramo gama
makroglobulin skupno z ostalimi gama in beta antitelesi, med
katere sodi po svoji izoelektridni tocki. 0d njih ga je
relativno lahko izolirati v filtraciji skozi gel G-200, ce

se izognemo navzocnosti alfa makroglobulina (molarnosti nizje
od 0,1). Nezadovoljiv je seveda izplen makroglobulina, kar je
najbrﬁ pogojeno z relativno visokim pH elucijskih sistemov v
kromatografiji, z ozirom na to, da je bila koncentracija soli
v primeri s Faheyevo finalno koncentracijo (pri kateri eluira
makroglobulin), vendarle nizka, in pa na dejstvo, da markoglo-
bulini moéno varirajo v svojih izoelektridnih todkah (44) v pH
intervalu med 5,1 -7,7.

Nadaljnji, manj sistematski eksperimenti z variranjem obeh
parametrov (pH in koncentracije soli v puferju), so pokazali,
da lahko zviSamo izkoristek, ne da bi trpela Cistost makro-
globulina, ce kromatografiramo euglobulin pri pH 6.0 v 0,1 M
fosfatnem puferju in dobljeno frakcijo filtriramo skozi G-200.
To metodo sem uporabila pri pripravi makroglobulina za metabo-
licen poskus T-3 v zajcu ter vseh poskusih na cloveku, ki so
opisani kasneje. Cohen je iste pogoje uporabil za svoje ekspe-
rimente in jih po mojem odhodu iz Londona samostojno objavil(72).
Sodim, da predstavlja opisana kombinacija postopkov relativno
mil nadin za pripravo makroglobulina, ki ga uporabljamo v metabo-

lic¢nih poskusih.
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2. Priprava normalnega humanega gama makroglobulina za

-

metabolicne poskuse.

A. KROMATOGRAFIJA NA_ DEAE CELULQZI _IN TFILTRACIJA
SKOZI_GEL_SEPHADEX G- 200. (T-1).

200 ml normalnega gambijskega seruma * s haptoglobinskim
tipom 1-1 sem destilirala proti dvajsetkratni kolicini
dejonizirane vode (Se prej pa 2 dni proti tekoli vodovodni
vodi) v hlajenem prostoru na T Dobljeni euglobulin
(1700 mg ) sem najprej raztopila v 0,1 M fosfatnem puferju,
pH 7,0, nato pa z dializo ekvilibrirala z 0,02 M fosfat-

' nim puferjem, pH 8,0. Le 1500 mg euglobulina je ostalo v
raztopini. Nanesla sem ga na predhodno odgovarjajode ekvi-

librirano kolono, napolnjeno z DEAE celulozo (3 em x 50 cm)
in ga eluirala v koncentracijskem in pH gradientu (0,02 M
fosfat, pH 8,0 -—- 0,3 M fosfat, pH 5,0 ) preko mesalne
komore z volumnom 500 ml. Fretocéna hitrost: 15 ml/uro.
Zbirala 10 ml porcije eluata z avtomaticnim frakcijskim
kolektorjem (glej diagram na prihodnji strani). Zadnji vrh
sem razbila v dve loceni porciji (A in B) ter ju koncentri-
rala z uporabo pozitivnega pritiska v dializirni cevi

proti 0,1 M fosfatnem puferju, pH 8,0. Papirna elektroforeza
obeh frakeij kaEe, da se v zacetnem delu krivulje eluira
tudi albumin, ki ga v drugem delu ni vec videti, da pa
sicer predstavljata obe frakciji dve zelo podobni prote-
inski meSanici. Analiza sedimentacijskih konstant v ultra-

centrifugi je pokazala naslednjo sestavo (brez korekcije):

*gerum afriskih ¢érncev iz Gambije, iz katerega smo na H
Wright-Fleming Inst. izolirali hiperimuni anti-malaricni

gama globulin.
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Kromatografija euglobulina, pripravljenega iz normalnega
humanega seruma, na DEAE celulozi. Abscisa: kolicina eluata,
ordinata: ekstinkcije pri 280Qum.

Papirna elektroforeza frakcije A in B.
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MesSanica A : 3,53 (albumin) in 15,678 (makroglobulin)
Mesanica B : 1,718, 6,753 (gama globulin) in 15,67 S

Z ozirom na to, da albumin ne moti pri nadaljnji separaciji
v molekularnem situ G-200, sem obe porciji zdruzila. Celo-
kupna kolicina beljakovin v tej meSanici je znaSala 350 mg
(Biuret). Tiltracija skozi kolono G-200 (3em x 100 cm), ki
je potekala s pretocno hitrostjo 10-15 ml furo, je dala tri
vrhove, od katerih prvi ocdgovarja makroglobulinskemu vrhu
v umeritveni krivulji in je znasal 65 mg. Uporabljeni
pufer: 0,2 M acetatni pufer + 0,2 M NaCl, pH 5,1. Raztopina
10 mg/ml je dala v analitski ultracentrifugi naslednjo

distribucijo:

Vidimo tri vrhove s sedimentacijskimi konstantami

108, 168 in 288 v procentualnem razmerju 12%, 65% in 22%
(Dr.R.H. Pain, VWright-Fleming Institut, London). Elektro-
foretska locba v Skrobnem gelu pokaZe komponento z giblji-
vostjo beta globulinov, medtem ko makroglobulin sploh ne

prodre v gel.
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B. FILTRACIJA NA GELU G- 200 IN ELEKTROFOREZA
NA G- 25 KOT NQSILNEM MEDIJU. (T-2).

T-2/2
7 ml svezega seruma (krvna grupa AB) sem cez not (17 ur)

centrifugirala v 45% glukozi (40,000 rot./min, T +4°¢,
MSE Superspeed 40 centrifuga ), da bi cdstranila lazje
lipoproteine. Spodnjo plast, priblizno 5 ml, sem porabila
za nadaljno separacijo. (plasticno centrifugirno cevéico
sem na dnu preluknjala in postopoma lovila raztopino, kot
je odtekala).

Kolona Sephadex G-200 (3cm x 100 cm) v 0,2M TRISu, »H8,1

je imela pretocno hitrost 10 ml/h. S filtracijo spodnje
plasti centrifugiranega seruma sem dobila v elucijsken
diagramu vodilni vrh, sestavljen iz mesSanice alfa in gama
makroglobulinov, ki sem ga koncentrirala z dializo pod
pritiskom. Dobljeno kolicino ( pribl. 4 mg beljakovin) sem
markirala z radiocaktivnim jodom 131J , ki je bil inkorpo-
riran s celokupno aktivnostjo 104 uC (Metoda markiranja -
glej v prihodnjem poglavju). Markirang frakciji sem do-
dala 3 ml normalnega zajajega seruma in vse skupaj cez noc
dializirala proti naslednjemu puferju, ki sem ga uporabila
za elektroforezo na koloni :0,1M TRIS, 0,004M EDTA,

0,0015 M borna kislina, pH 8,1 (136). Kot nosilni medij v
preparativni elektroforetski locbi je sluzil Sephadex G-25
(coarse). Dimenzije kolone: 6 cm x 60 cm. Start v sredini.
Elektroforeza: 600 V, 14 mA, 65 ur. Hlajenje z vodnim plas-
dem (+10°C). Elucija z istim puferjem v 10 ml porcijah.

Iz diagrama je razvidna distribucija radioaktivnosti vzdolz
kolone (vsaka porcija eluata je bila posebe]j merjena v

Ring- counterju), istocasno pa jo je mogole primerjati z

distribucijo UV- ekstinkcij , ki je razvidna iz slike (zaj.s.)



4%

Elék.traforetska locba prvega vrha iz G-200 (meSanice alfa

in gama makroglobulinov) na G-25 kot nosilnem mediju.

0-0-0~ Radioaktivnost 10 ml porcij eluata

a-s-c= UV ekstinkcije istodasno lo8enega zajdjega serums,
ki smo ga dodali pred zacetkom elektroforeze.
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Radicaktivnost je bila izplenjena s 85% in razporejena v dva
razlicéno velika vrha, od katerih odgovarja prvi alfa makro-
globulinu, drugi pa gama makroglobulinu. Vsakega zase sem
koncentrirala do volumna okrog 2 ml in takoj pomeéala zZ zaj-
¢jim serumom, da bi preprecila eventualno denaturacijo vsled
velike specificne aktivnosti ( Alfa makroglobulin § uC /2ml,
gama makroglobulin §2 uC /2ml )

T-2 /0 in T-2 /1

Opisani postopek sem dvakrat ponovila z normalnim gambij-

skim serumom. Za razliko od preparacije T-2/2/ sem dobila
nekoliko drugacno distribucijo radioazktivnosti v teku
elektroforeze. Za razliko od zgora] opisane distribucije, v
kateri odpade na gama makroglobulin le 8% izplenjene radio-
aktivnosti, je ta vrednost dosti visja , de sem uporabila
serum gambijskih ¢rncev (20%). To ne preseneca, saj je znano,
da razpolagajo prebivalei predelov z endemicno malarijo 2z

znatno visjimi koncentracijami antiteles (116).
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C. KROMATOGRAFIJA NA SEPHADEX A-50_ IN _FILTRACIJA
SKOZI SEFHADEX G- 200,

1000 ml normalnega serumskega pul# sem 5 dni dializirala

proti 20 kratni kolicini dejonizirane vode pri +4°C .

Dobljeni euglobulin sem veckrat izprala z ledenomrzlo vodo

in g2 nato raztopila v 0,1 M fosfatnem puferju, pH 6,0.

Z istim puferjem sem ekvilibrirala kolono, napolnjeno z
anionskim izmenjevalcem, Sephadex A- 50 . Dimenzije kolone:

3,5 cm x 38,0 cm . Froteinska mesSanica je tekla skozi kolono

s hitrostjo 20 ml/uro. Kolicina nanesenega euglobulina je
znasala 2800 mg. Eluat. sem gzbirala v vecjih porcijah toliko
casa, da je UV ekstinkcija padla pod 0,1, ter ga nato kon-
centrirala pod pritiskom in istocCasno dializo do volumna

120 ml. Celokupna kolic¢ina beljakovin je znasala 1400 mg
(Kjeldahl). 8 tretino te koliCine sem izvedla separacijo na
gelu Sephadex G- 200, ki je dala tri vodilne vrhove. Koncentri-
rala sem prvi vrh ,(Uporabljala sem naslednji pufer:

0,1 M TRIS, 0,2 M WaCl, pH 8,0. ) , ki je v papirni elektro-
forezi pokazal gibljivost hitrih gama globulinov ter dal v
imunoelektroforetskem preparatu za makroglobulin tipicno linijo.

Izplen : 25 mg makroglobulina /100 ml seruma.

Imunoelektroforetska analiza gama mskroglobulina, pri-
pravljenega s kromatografijo na A-50 v 0,1M fosfatnem
puferju ter filtracijo skozi Sephadex G-200.

Konjski antihumani serum (Institut Pagteur, Paris)

*)defibriniranega plazmatskega pula, starega nekaj dni.



46

Ta je pokazal tudi eno samo precipitacijsko c¢rto v imuno-
difuzijskem testu z antiserumom (anti- humanim konjskim se-
rumom, Pasteur Institut, Paris) , ki sem ga predhodno ab-
sorbirala s humanim 7S gama globulinom in ki ¥ tem ni vec
reagiral.

Analiza v analitski ultracentrifugi je dala naslednje
podatke:

Makroglobulinska frakcija vsebmje dve komponenti s sedi-
mentacijskima konstantama 17S in 308 v razmerju 90% in 10%.

(Dr. R.H. Pain, Wright-Fleming Institut, London)

Istocasno sem iz 500 ml plazmatskega pula pripravila
frakcijo Cistega 7 S gama globulina. Kolona Sephadex A-50
in serum sta bila ekvilibrirana z 0,01 M fosfatnim pufer-
jem, pH 7,0 . Dimenzije kolone : 2cm x 30 cm. Pretocna
hitrost nekontrolirana. Koloao sem kvantitativno izprala
z istim puferjem in eluat koncentrirala pod pritiskom ob
istocasni dializi proti 0,1M fosfatnem puferju, pH &,0.
Izplen je znaS8al 300 mg 7S gama globulina /100 ml seruma.



Filtracija na gelu G-200 frakcije, ki smo jo dobili s
kromatografijo na A-50 (0,1M fosfatni pufer, pH 6,0).
Fufer pri filtraciji skozi G-200 :0,1M TRIS,0,2M NaCl,pHS,0.



Imunoelektroforetske slike raznih frakcij v teku kroma-
tografije na A-50 in filtracije na gelu G-200.

04 zgoraj navzdol: A) zgoraj euglobulin, spodaj pseudoglo-
bulin ; B) 0,015 M eluat- A-50 ; C) 0,1 M eluat- A-50 ;

C) prvi vrh -G-200 (zelo razredcen); D)drugi vrh -G-200;
E)tretji vrh - G-200.
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Koncno sem na analogen nacin izolirala iz seruma bolnika
z gama plazmocitomom (Onkoloski institut v Ljubljani -
dr.M. Erjavec) gama paraprotein. To je bil na zalost
edini primer paraproteinemije, ki je bil v casu, ko sem
vrsila eksperimente, dostopen.

Na isti koloﬁi, uporabl jeni za kromatografijo 75 gama
globulina, ‘sem pripravila (s predhodnim ekvilibriranjem
izmenjevalnega gela in bolnikovega seruma) o,1 M eluat
(fosfatni pufer, pH 6,0), iz katerega sem oborila para-
protein z dializo proti 0,01M fosfatnemu puferju, pH 7,0.
Precipitat sem veckrat oprala v ledenohladni dejonizirani
vodi in ga nato raztopila v fizioloski raztopini NaCl.

0d zgoraj navzdol:

1) mielomski serum

2) 0,1M eluat -A-50

3) Ppt po dializi z
0,01 M fosf.puferjem

4) beljakovine ostale v
raztopini




50

3. Bioloski eksperimenti
A, MATERIAL IN METODE

Material

Za poskuse, opisane pod T-1, T-2 in T-3 sem uporabljala po 1lOmg
humanega 131J gama makroglobulina, ki sem ga pripravila na
razne naéine, opisane v poglavju Priprava normalnega gama
makroglobulina. Vsaka metoda nosi oznako eksperimanta, za ka-
terega sem dobljeni makroglobulin pripravila. Metoda radio-
jodiniranja je opisana kasneje. Za poskuse na cloveku sem
uporabila po 20 mg makroglobulina, pripravljenega po metodi
T-3. Povsod sem skrbela za to, da sem biologki eksperimant za-
Cela takoj po koncanem pridobivanju in neposredno po tem, ko
sem izvrSila markiranje z A3k,

Zivalske eksperimante sem izvrSila na hlevskih zajeih, kate-
rim sem tri dni pred pridetkom dajala pitno vodo, ki je vsebo-
vala 100 mg NaJ /100 ml(blokiranje S&itnice). Zajci, uporablje-
ni za poskuse T-1 in T-2 so bili imunotolerantni do gama makro-
globulina. Takoj ob rojstvu so namreé dobili intraperitone-
alno injekecijo 10-15 mg humanega makroglobulina, kateri je po

8 dneh sledila se ena s pribliﬁno 20 mg. Zajei v poskusu T-3,
kot tudi tista dva, uporabljena za inokulacijo 75 in mielomske-
ga gama globulina, niso bili tulerantni.

Objekti humanih eksperimantov so bili bolniki Onkoloskega
instituta v Ljubljani (dr.M.Erjavec), ki so po klinicni pre-
soji pokazali normalno funkcijo jeter.Fri vseh je bila pred
pricetkom eksperimanta Séitnica blokirana z lugolom. (124)
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Metode

Inokulacije zajcev sem izvedla sama, tako, da sem jih vbriz-
gala v usesno marginalno veno testirano beljakovinsko raz-
topino, ki je hila vsakokrat pred aplikacijo sterilno filtri-
rana,Prvi vzorec krvi sem iz iste vene odvzela po 5-10 minu-
tah po inokulaciji in nato vsakokrat, kot je to razvidno iz
casovne lestvice.

Inokulacije in punkcije sterilno filtriranega materiala je
pri ljudeh izvedel Onkolo8ki institut v Ljubljani.

Meritve radiocaktivnosgsti v raztopinah in krvnih vzorcih sem

izvedla v scintilacijskem Stevcu z well-typ NaJ kristalom
pri Sirini kanala 9V po ustaljenih umerjenih metodah Wright-
Fleming Instituta ali Onkoloskega Instituta. V longitudi-
nalnth étudijah je bila specificCna aktivnost vzorcev vedno
korigirana z ozirom na radioaktivni razpad. Vsakokrat sem
merila 2 ml vzorce plazme, ki sem jih dobila s centrifugi-
ranjem krvi, ki ji je bila predhodno dodana manj8a kolicéina
heparina v prahu. Frva meritev po 5-10 minutah predetavlja

v vseh primerih empiricno vrednost 100%. Vse naslednje vred-
nosti so ®zrazene v & te vrednosti.

Fri zajcih T-3, 78 in mieloma gama (sl.l) in pri pacientih
3.T. in P.L. smo merili tudi celotno telesno aktivnost ,
oziroma aktivnost nad temenom in jetri - obakrat z umerje-
nimi kolimiranimi detektorji Onkoloskega instituta v Ljublj.
Prav tako je bila pri istih dveh bolnikih izvrsena serija
profilnih meritev vzdolz telesa s slot-kolimatorjem istega
instituta.

V primeru bolnikov S.T. in P.L. sem v vseh odvzetih plaz-
matskih vzorcih med 5 minutami in 15 urami dolocala razmerje

med proteinsko in neproteinsko vezano radioaktivnostjo.
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V treh ml plazme sem najprej merila celokupno radioaktiv-
nost, nato pa sem celotno kolicino plazme oborila z enakim
volumnom triklorocetne kisline (10%), precipitat odcentri-
fugirala, dvakrat sprala z ledenohladno dejonizirano vodo,
razredcila z 0,1N NaOH do prvotnega volumna 3ml in ponovno
merila radioaktivnost.

V primeru S.K. sem 5minutni in 100 minutni vzorec plazme
analizirala s filtracijo na gelu G-200. V prvem primeru sem
nanesla na kolono 3 ml, v drugem 15 ml plazme. Eluat sem
zbirala v 10 ml porcijah. Distribucija radioaktivnosti je
razvidna iz diagrama (ordinata: specificna aktivnost v 10ml
eluata/G-200, abscisa: ml eluata). Uporabila sem kolono
iste dimenzije in isti puferski sistem kot v metodi Z-3.

Fri vseh meritvah je bila upostevana korekeija za razpad,

ki se je izvr8il v ¢asu po vrednotenju 5 minutnega vzorca,
kot tudi za razlike v volumnih plazme , nanesenih na kolono.
Tako sta obe krivulji absolutno primerljivi.

Markiranje z ~o1J.

V poskusih T-1 in T-2 sem uporabljala radiojod anglefke,

v vseh naslednjih pa francoske provinienca.*

Drzala sem se metode radioaktivnega markiranja po Mc Farlane-u
(149) z vsemi predpisi in kriteriji. Inkorporacija joda je
bila med 50-60% uporabljene aktivnosti, neproteinska aktiv-
nost je znasala manj kot 1% inkorporirane vrednosti.

Totalna radicaktivnost v dozah, ki so jih sprejeli zajci,

se je gibala med 5-30 nikrokiriji, pri 1judeh od 50-100

mikro C. ,.Volumen vbrizganih radioaktivnih beljakovin je
znasSal povsod 1,5-2,5 ml.

V vseh diagramih je na ordinati nanesena specificna aktiv.

vzorcev kot Stevilo impulzov/sekundo/volumen .

(* v 0,1N NaOH brez prisotnosti reducirajocih snovi)
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B. Vrednotenje eliminacijskih krivulj

Ee po tem, ko smo poskusni zivali ali éloveku vhrizgali
radioaktivno beljakovino, v doloCenih ;qﬂovnih presledkih
merimo specifi&no aktivnost krvi (oz.plazwe) ter to izra-
zimo v % zacetne ( to je, 5 minutne vrednosti) dobimo kri-
vulje, specifitne za dolocen eksperimantalni sistem.
Sterling (150) je predlozil eksperimentalni model, po kate-
rem si lahko katabolicno dogajanje, oziroma njegove posa-

mezne faze, razlagamo na podlagi poznanih mehanizmov.

. o ey B Slika 1
i x i
iR -:l g f&"“"mw
e d
b

Nasplosno je za vse raziskane frokeije ugotovljeno, da se
razgrajujejo v smislu ckspotencialne funkcije prve stopnje.
Iz slike 1 je razvidno komplcksno dogajanje pri obstoju vsake
posamezne beljakovinske frakcije v organizmu.Ker so koncen-
tracije beljakovin v plazmi zdravega cloveka ponavadi kon-
stantne, predpostavljamo, dan so si posamezni procesi med
seboj v dinamicénem ravnoteZju (x =koncentracija beljakovine
v plazmi, Y= koncentracija v ekstravaskularnem prostoru,

v= kolicina beljzkovin, ki reagira s proteolitskimi encimi

na mestu razgradnje , k = konstante, ki povedo, koliko belja-
kovin prechaja iz enega prostora v drugega)
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Vsak hip dolocen procent zapusti cirkulacijo in difundira
v okstrﬂcelul arni prostor; prav tako se dolocen procent skozi
limfatidni sistem (ductus thoracicus) vrne v kri.
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Ce vrednosti specificne krvne aktivnosti nanesemo v semi-
logaritmicni sistem, vidimo, d2 so sestavljene iz dveh delov.
Prvi del krivulje je ukrivljen in reprezentira zacetno iz-
enacitev radioaktivnih molekul z ekstravaskularnim prosto-
rom.To traja v veéini primerov 36-72 ur. Potem ¢asu se kri-
vulja podaljSa v premico, ki karakterizira dejanski katabo-
lizem, ko sta oba procesa Ze v dinamiénem ravnoteZju.
Tu se proces odvija po naslednjem izrazu:
-k1t

Atzﬁ.o
pri cemecr je A. koncentracija v casu 0, At koncentracija v
casu t in k) konstanta eliminacije.
Hitrost katabolicnega procesa oblcagno izrazamo s takozva-
nim kataboliénim razpolovnim &asom T/2, ki ga lahko ali di-
rektno odditamo iz krivulje, ali pa izracunamo iz zgornjega
izraza:

e

Ay=1/2 A

Slika 2 kaZze, kako lahko graficno razresimo dvofazni sistem
komponent, k1 se razlicdno hitro kataboliziraia . To velja
tudi za zacetni del vsake eliminacijske krivulje, ¢e imamo
opraviti z delom beljakovin, ki je denaturiran in se ra-
pidno izloc¢i takoj po inokulaciji.
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Na drugi strani pa lahko iz razlik celotne telesne
aktivnosti in intravaskularne aktivnosti izracunamo
ekstravaskularno aktivnost (slika 3 ). Ce v toéki, ko
ta doseZe maksimum, potegnemo tangento na kriwvuljo
intravaskularne aktivnosti, lahko z ekstrapolacijo
dobimo tolko na ordinati, ki pokaZe razmerje med intma-
vaskularnim in ekstravaskularnim pulom markiranih
molekul. To moramo vsekakor storiti, predno odcitamo
T/2 na podlagi eliminacijske krivulje.

Navedena funkcija velja seveda le, &e rcnalna eliminacija
prostega jodida dohiteva degradacijo beljakovin. Za
vecino serumskih beljakovin to ne igra posebne vloge,
vendar pa bi utegnilo modificirati rezultate pri eli-
minaciji denaturiranih agregatov ali eventualno gama
makroglobulina, éigar razpolovni ¢as znasa v mojih
eksperimentih pribliZno toliko, kot je znano, da je
razpolovni cas radioaktivnega jodida (ta znasa okrog

6,6 ur)(150)
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G REZU LT AT I I N DISKUSIJEL

Zivljenjska doba humanega makroglobulina
v organizmu normalnega in imuno-tolerantnega

zajca.

Slika 1 kaze padec celotne telesne radioaktivnosti treh
zajcev, katerim so bili vbrizgani z 131J markirani 78,

195 in gama mielomski gama globulin, izolirani iz humanega
gseruma. Vsska krivulja je sestavljena iz dveh delov:
zacetnega dela (1.-4. dan), ko se odvija normalna katabo-

licna eliminacija posameznih frakcij - ter drugega dela

(po 4. dnevu), ko ji sledi imunoloska eliminacija ,ker spro-

zijo heterologne humene beljakovine v zajcu produkcijo anti-
teles. Zaradi poznane retencije razgradnih produktov v
organizmu, tega preloma na sliki 1 ne vidimo dobro, pac pa
postane jasen, &e pogledamo padec intravaskularne radioaktiv-

131

nosti J makroglobulina v primeri s krivuljo celotne telesne

aktivnosti v sliki 2.

Eksperiment na sliki 1 naj sluzi kot umeritveni eksperi-

ment za vse nadal jne zakljucke, ki bi jih zZeleli oblikovati
na podlagi metabolicnega obnaSanja humanega makroglobulina
v zajcu, s predpostavko seveda, da upoStevamo pri kriticnem

vrednotenju le zacetni del eliminacijskih krivulj.

Groba ocena nam da katabolicne razpolovne case, ki so za
73 gama globulin 2,5 - 3 dni
195 gama globulin 0,5 dneva
73 mielomski gl. &0,5 dneva

-

-
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Slika 1.

Skiks 2.
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Edini poznani podatek o katabolidnem razpolovnem cGasu T/2
humanega 7S5 gama globulina v organizmu zajca dajeta

Spiegelberg+Weigle (145). Iz naved-ne tabele je razviden
T/2 posameznih frakecij v zajcu:

Razpon Fovpr.
T/2 zajdji (homologni) T8 4,5-7,5 dni 6,0 dni
humani (heterologni)7$8 BEIat ol . 5,0 "
mor.pres. " 2,9=3,7 S5
konjski " 1,6-1,8 1,7
bovini " 1,4-1,8 1,6
misji " 1,2-1,7 E.5

Temu lahko dodamo se podatke, ki jih za homologni 7S in 1985
pri zajeih navajata Taliaferro+Talmage (100):

T/2 zajcja (homologna) 19Santitelesa 2,81 + 0,12 dni
Syate 0,33 "
zajcja (homologna) 7S antitelesa 5,5 + 0,12 "

ter podatke za obe frakciji v homolognem humanem ekspe-

rimentu:

Cohen (99) T/2 humani(homologni) 7S gama globulin 21- 26 dni
Barth(103) T/2 humani (homologni) 195 " 5 dni

Iz primerjav lahko zakljucimo, da se humani makroglobulin v
homolognem eksperimentu eliminira 4-5 krat hitreje kot homo-
logni 78 gama globulin in da je ta razlika precej manjSa v
homolognem zaj&jem eksperimentu. Isto (humano) razmerje lahko
najdemo s Studijem humanih frakeij v zajcu (2,5 02z.0,5 dni).
To pomeni, da poleg vrstno specificnih determinant , ki rela-

tivno pospesijo razgradnjo heterolognih frakecij, o metaboli-
cni usodi posameznih homolognih in heterolognih komponent
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odlocajo predvsem njihove individualne determinante (karakteri-

stke). Ce dr#i, da odloajo o hitrosti razgrajevanja deli
peptidne verige A, kot je dokazal Spiegelberg (145, glej
tudi poglavje Katabolizem antiteles), nas ne pregeneca, da

je eliminacija humanega TS, 195 in mielomskega paraproteina
razllcna, sa] vemo, da ie ﬁa eni strani razlikujejo po svoji
kemicni sestavi, na drugi strani pa po svoji antigeni speci-
ficnosti , ki so vezane prav na &len A. (glej Struktura anti-
teles).

Eliminacija intravaskularne in celotne telesne radioaktiv-
nosti je prikazana na sliki 2. Le malo makroglobulina prodre
v ekstravaskularni prostor. Krivulji potekata paralelno in

K % £ 4 w S s 2
se razideta le v fazi, ko nastopi imunoloska eliminacija.

Slika 3. predstavlja dva eksperimanta, kjer sem analizirala
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T/2 intravaskularne aktivnosti je skoro popolnoma enak tiste-

eliminacijo J alfa makroglobulina v netolerantnam zajcu.

mu pri gama makroglobulinu. Imuna eliminacija alfa makro-
globulina nastopi pri enem od 2zajcev ze zelo zgodaj, pri
drugem pa vsekakor ne pred 6. dnem po inokulaciji.

Z ozirom na to, da sta si alfa in gama makroglobulin podobna
po svoji molekularni masi, kot tudi po kolicini na posamezne
molekule vezanih ogljikovih hidratov, lahko iz navedene
koincidence izvajamo dalekoseZne zakljulke.

Na sliki 4 so sumariéno prikazane krivulje intravaskularng
aktivnosti raznih zajcev, inokuliranih z razlicnimi prepa-
racijami gama makroglobulinov. Vsi zajci pri T-1l in T-2 so
bili tolerantni do gama makroglobulina, medtem ko T-3 ni bil.
Povpredno in zelo grobo ocenjen T/2 je med 1/2 in 3/4 dneva.
Neekspotencialni potek krivulje T-2/1 si lahko razlagamo z
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Slika 3.: Eliminacija humanega alfa makroglobulina
iz seruma zajca.
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Slika 4: Eliminacije raznih preparacij normalnega humanega
gama makroglobulina iz seruma zajcev.

(T-1 in T-2 = imunotolerantni zajci)
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neuspelo preparacijo, kjer je zaradi delno denaturiranih
porcij prislo do hitrejse eliminacije (in istocdasne ekvi-
libracije razgradnih produktov z ekstravaskularnim prostorom)
v zadetanih urah po inokulaciji. Krivulja T-3% je modificirana

zaradl ze opisane imune eliminacije.

Nevarno bi bilo delati kakrsnekoli zakljuEke o signifikan-
tnosti razlik med posameznimi preparacijami. Kot vidimo iz
podatkov Spiegelberga in Taliaferra, pokazejo zajei veliko
variabilnost celo pri razgrajevanju lastnih antiteles.

Na drugi strani pa se vedno obstoji vpraSanje, &e so bili
zajcl v vseh primerih res tolerantni. Kako naj si sicer raz-
lagamo , da dajo z istimi postopki pripravljeni makroglobuli-
ni teoretsko pricakovano ekspotencialno eliminacijo v primeru
T-2/0 in T-2/2, in - ce natzncneje pogledamo - v primeru T-2/1
prece]j podobno krivuljo kot T-3, kjer vemo, da zajec ni bil
imunolos8ko toleranten.

Brez dvoma se v vsakem metaboliCnem poskusu s heterolognimi
beljakovinami odvija dvojna igra : molekula humsnega makro -
globulina, ki smo jo (v idelnem primeru) skrbno izloéili iz
njenega naravnega okoljan,nadaljuje svoje bivanje v orga-
nizmu zajca, ki se vendarle po koncentracijah svojih proteo-
litskih encimov in drugih pogojih lo¢i od Glovekovega ,

tako da je &as njenega prezivetja modificiran. Na drugi strani
pa zajec natancno "razlikuje" tuje makroglobuline od svojih
ter odgovori s produkcijo antiteles, ki povzro€ijo hitro

eliminacijo tuje beljakovine.

Zaradi kompleksnosti , ki jo 1le delno lahko predvidimo,
je uporaba heterolognih eksperimentov za metabolicne posku-
gse le primerjalne, ne pa absolutne vrednosti.
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13

Eliminacija humanega lJ gama makroglobulina iz

L - o
cloveskega organizma,

Sliki 5 a in 5 b kazeta padec specificne intravaskularne

radioaktivnosti po inokulaciji g

J humanega makroglobulina

v plazmi eksperimantalnih oseb 3.T. in P.IL. V prvi krivulji
so vsebovane vse meritve (zaradi velikega casovnega razpona
nanesene Vv dvojno logaritmicnem sistemu), v drugi pa le
meritve po dnevnih intervalih. Ya zalost ne moremo dobl jenih
koordinat povezati v linearno semilogaritmicno funkeijo, ka-
krsno predvideva Sterlingov model in kakrSne dobiva Barth(103).
Prdobna je Cohenovi (99), le da se od obeh razlikuje po mnogo
krajsem T/2 , ki je po direktnem odditku iz krivulje okrog

6 ur, po umetni in zelo neprcpri&ljivi ekstrapolaciji zace t-
nega dela krivulje ( ki pa se nikoli ne izravna v peemico!)

pa eventualno 12 ur (pri cemer bi se 20-30% intravaskularne
mase ekvilibriralo z ekstravaskularnim prostorom).Za to obsto-
jita dve razlagi: da je bil velik del pripravljenega makroglo-
bulina denaturiran in do take mere "spremenjen" , da je nasto-
pil nemudno biolosSki "screening", ki rezultira v navidezno
krajgi dobi prezivetja nativnih molekul. Isti T/2 daje namrec
toplotno denatururani albumin (124) - 1in na drugi strani
hipoteticna mozZnost, da je katabolizem makroglobulina komplek-
sen vecfazen model, ki ne odgovarja v svoji integralnosti
preprosti ekspotencialni eliminaciji l.stopnje v Sterlingovem
modelu. Na podlagi trenutnih podatkov je nemogode presoditi
tehtnost prve predpostavke. Nemara pa bodo navedeni eksperi-
menti dali nekoliko vpogleda v dinamiko eliminacije in v
intermediarne faze pri razgradnji gama makroglobulina.

Na slikah 6 a,b,c,d so registrirane profilne meritve (popol-

noma identicne v obeh eksperimentih) vzdolz telesa. Za topo-
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grafské orientacijo so navedene tocke: teme, jugulum,
ksifoid, krista ilei, simfiza.Po 1 uri se prakticno velina
radioaktivnosti nahaja v predelu jetre in le manjdi del

v salivarnih zlezah in mehurju.V naslednjih éasovnih raz-
makih aktivnost v jetri pada do pragu, ki velja najbrﬁ za
takratno povprecno aktivnost v krvi in tkivih. Da potekajo
premiki v smislu degradacije, sodimo po tem, ker se wdsoke
vrednosti radioaktivnosti ponjavljajo v urinu., medtem ko se
prosti jod verjetno kopici v scitnici , kljub temu da je ta
bila blokirana.

la opazanja lahko koreliramo z nadalnjo serijo zveznih
serijskih meritev radioaktivnosti nad temenom (intra-in
ekstravaskularna aktivanost) in nad jetri. Slika 7. Iz ne-
kalibrirane skale je razvidno, da obstoji odlocna in pre-
pricljiva zveza med specifilno aktivnostjo krvi (oz.krvi+
ekstravaskularnega prostora) in aktivnostjo v jetri. Ta
zacne takoj po zaletku eksperimanta naraffati v jetri in
doseZe maksimum pri 15-20 minutah po inokulaciji.Istocasno
pade aktivnost nad temenom, kar ima svoj minimum skoro isto-
dasno, ko je koncentracija aktivnosti v jetri najvisja(20%).
Po 20 minutah se zacne aktivnost vracati iz jeter v kri, kjer
po pribliZno 100 minutah spet doseZe izhodno vrednost in
nato do 1000 minut (16,6 ur) enakomerno pada.Tu je z detek-
torji ni bilo mogole veé zasledovati.Dejstvo, da je celo-
kupna aktivnost nad temenom, ki v zacefnih fazah res nemara
reprezentira preteZno intravaskularno radioaktivnost,enako
vigsoka tudi po vrnitvi krvi iz jeter, ko vendar meritve
specifilne radioaktivnosti krvnih vzorcev jasno pokazejo
samo Se 60% prvotne vrednosti, lahko pomeni le eno - namrec:

l. da merimo nad temenom skupno intra- in ekstravaskularno

aktivnost



10sti nad jetri (zgoraj)
vnih presledkih.
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2. da se je moral makroglobulin Ze v teku prvih 100 minut
razgraditi ter da so pri tem nastali produkti difundi-
rali v ekstravaskularni prostor. FPo Eh 50' (170 minutah)

. ko zasledimo aktivnost Ze v urinu, tudi pade absolutna

aktivnogt nad temenom.

Da bi razcéistila to vprasSanje, sem 5 minutni in 100 minutni
vzorec seruma testiranega S.K. analizirala s pomocjo filtra-
cije skozi gel G-200. Slika 8. Medtem ko je v prvem vzorcu
vsa radioaktivnost zbrana v lepem simetridnem vrhu, ki od-
govarja makroglobulinu (simetridnost je dokaz, da ni bilo
vmes vecjih agregatov- razen, ¢e so se ti , kar je teore-
tidno tudi verjetno, takoj ujeli v jetri? ) in le 5% iz-
plenjene aktivnosti se nahaja v drugem vrhu (78).

Po 100 minutah je celokupen izplen radioaktivnosti seveda
manjsi (50% zaletne vrednosti - kar ustreza krvni krivulji),
vendar je distribucija aktivnosti razporejena med prvim
vrhom (50%) in med dvema, ki se pojavljata kasneje v elucij-
skem diagramu (skupno 50%). To pomeni, da je pri 100 minutah
50% apliciranega makroglobulina depolimeriziranega v manjse
enote, po velikosti odgovarjajoCe velikosti TS gama globuliny
in albuminy v umeritvenem diagramu. Evcntualno : makroglo-
bulin - 78 enote makroglobulina - A clen (55.000 M.W,)
Irehod med prvim in drugim vrhom je zvezen, medtem ko nasto-

pa tretji vrh samostojno.

Se temu dodamo Se vrednosti proteinsko vezane aktivnosti
v posameznih vzorcih , odvzetih v zacetnih fazah eksperi-
menta (identicni rezultati za 8.T. inP.L.), smo pravzaprav

svoje informacije izérpali:
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Slika 8.

§ minutni in 100 minutni vzorec seruma po filtraciji
skozi gel G-200
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5 minutni vzorec 100 %
10 " 90 %
20 .k 90 %
40 " 87 %
80 " 82 %

172 " 78 %
342 " 72 %

Po 100 minutah je torej okrog 20% proteinske aktivnosti Ze

v 0BITki, ki je ne moremo veé oboriti s triklorocetno kisli-
no( saj imamo ze po 1 uri aktivnost v urinu !) Prestalih 80%
oborimo sicer s triklorocetno kislino, kar pa ne pove, v °
kaksni obliki se te pravzaprav nahajajo. Znano je namrea,

da na ta nacin oborimo intaktne molekule, kot tudi nekatere

vigje peptide.

Ali lahko na podlagi vseh navedenih eksperimentov zakl ju-
cimo, da poteka razgradnja makroglobulina v obliki zvezne
depolimerizacije preko 7S5 podenot do peptidov, od katerih
ima vsak spet svojo lastno razpolovno dobo in se eventualno
z razliéno hitrostjo ekvilibrira z ekstravaskularnim pulom;:
Nasa krvna krivulja v tem primeru predstavlja rezultanto
razlicnih neodvisnih katabolic¢nih krivulj in se sravna v
premico eventualno sele, ko usahne vir intaktnih makroglo-
bulinskih molekul. Ker lahko domnevamo, da so jetra v veliki
meri zapletena v ta dogajanja, bi to lahko priaakovali

morda po 29 urah (slika 6d), ko v njih ni ved bistvenih
kolic¢in makroglobulina. Na to bodo lahko odgovorili le
nadaljni eksperimenti, v katerih bi eventualno uporabili
umetno pripravljene makroglobulinske podenote 7S tipa, na
drugi strani pa izolirali hipoteticne depolimerizirane

enote direktno s pomodjo filtracije na G-200 in jih anali-
zirali v posebnem katabolicnem poskusu. TFrav tako bi iz-
vedli kompletnejSo longitudinalno Studijo po Ze nak~zanem

konceptu (slika 8).
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T/2 makroglobulina, katerega odéitamo iz eliminacijske kri-
vulje je torej po teh zakljuckih le indeks, ki se nanadSa pred-
vsem na populacijo se intaktnih molekul ter tisti del nje-
nih metabolitov, ki so po ekvilibriranju z ekstravaskularnim
prostorom Se ostali v cirkulaciji (in ki eventualno Se
opravljajo svoje bioloske funkecije). Ce to drzi za vsak makro-
globulin ali samo za tistega, ki sem g2 za opisane eksperi-
mente uporabila, je vprasanje. Primerjava z eliminacijo to-
plotno denaturiranih albuminskih kompleksov (124) je dala
sicer v mnogih ozirih podobne podatke o kinetiki clearensa,

z minimumom nad temenom pri 15minutah in ponovnim maksimumom

v krvi po 1 uri. Vendar je bilo ob tem casu mogocde oboriti s
triklorocetno kislino le 30 % radieaktivnosti (pri mekroglo-
bulinih 85%), kar pomeni, da je potekel proces degradacije

pri albuminskih kompleksih mnogo radikalnejse.

V teoretskem delu nakazana dispozicija o eventualni vlogi
molekularnih dimenzi] za hitrost razgradnje nemara ni popolno-
ma zgresSena. MogocCe drzi, da so veéje molekule sicer fagoci-
tirane, da pa obstoji diskriminacijski mehanizem, ki nativne
molekule podvrﬁe normalnému fizioloskemu razpadu (peeko manj-
sih, morda Se udinkovitih fragmentov), delno spremenjene ali
celo denaturirane pa bolj radikalni proteolizi.Ker se eni in
drugi razpadni produkti ekvilibrirajo z ekstravaskularnim pro-
storom, eliminacijske krivulje nemara ne pokazZejo kvalita-

tivnih razlik med obema dogajanjima.

S kakrSnimikoli dalekoseZnejdimi zakljucki bi raje polakala,
dokler ne izvedem nadaljnih poskusov, ki smo jih Ze zasno-
vali s kolegi radiologi in matematiki, sodelavci OnkolosSke-

ga instituta v Ljubljani.
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Zakljudki ob pregledu rezultatov

Obstojijo moZnosti za izolacijo imunokemijsko Cistega
normalnega humanega gama makroglobulina. Vendar je nji-
hova uporaba za metaboliéne &tudije 8e sporna zaradi
mozZnosti, da so bili v teku preparativnih postopkov ali
radioaktivnega jodiniranja spremenjeni in se pretirano
hitro eliminirajo.

PredloZen je metaboliéni model makroglobulinskega kata-
bolizma z naznadeno verjetnostjo, da se ta odvija v jetri;
Nerazc¢iSéen je ostal problem, %e so makroglobulini sledili
analogiji z albuminskim agregatom zaradi svoje molekularne
velikosti, ali zato, ker so bili delno denaturirani.
Omenjenih je nekaj smernic, po katerih nameravam v bo-
dolnosti analizirati nakazana vprasSanja.

Heterologni eksperimenti 2z analizo eliminacije humanih
mekroglobulinov, 73 gama globulinov in mielomskega glo-
bulina v zajeih imajo dolodeno orientacijsko vrednost.
Vidim dolocéeno mozZnost za njihovo uporabo v klinicne
namene pri diagnosticiranju paraproteinemij, ¢e bi serig-
ska opaZanja pokazala, da se paraproteini v celoti hitre-
je eliminirajo iz zajcjega organizma kot ustrezne frakcije
normalnih antiteles.
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