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Mucinele submaxilare izolate pini in prezent prezinti proprietiti de
grup sanguin (bou (1), pore (2, 3). oaie (4) ). Aceastd activitate se datoreste
unor glucide localizate la capatul terminal nereducator al catenelor gluci-
dice (5, 6). Acidul N-glicolil-neuraminic mascheazd uneori aceasti activi-
tate (7). Antigenicitatea mucinelor submaxilare pare sia fie determinati
aproape exclusiv de partea proteinica (4).

In lucrarea de fata GSC (8) a fost studiati cu ajutorul imunodifuziu-
nii (9), imunoelectroforezei (10) si testului de inhibare a hemaglutinirii
(11). Acidul neuraminic a fost scindat enzimatic (12), respectiv cu ajutorul
unei hidrolize acide slabe (0,1 N acid sulfuric, la 80° C, timp de o ori
(13)).

Material §i metodd
1. Antiserul de iepure contra GSC a fost obtinut dupi metoda lui
Grabar (10) si pastrat sub forma liofilizata.
2. Imunodifuziunea s-a efectuat dupid metoda lui Ouchterlony (9) in

* Lucrarea a fost efectuatd cu sprijinul Fundatiei Humboldt din R. F. a Ger-
maniei.
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gel de agarozi (Behringwerke, Marburg/Lahn, R.F.G.), solutie tampon 1%
medinal/veronal pH = 8,2. Solutiile de antigen continind 1 mg GSC pe ml
au fost diluate cu solutia tampon 1:8, respectiv 1:16 inainte de aplicare.

3. Dezacetilarea GSC: 50 mg GSC s-au dizolvat in 50 ml de tampon
fosfati 0,00 M, pH = 7,5, si s-au amestecat cu un volum egal de hidroxila-
mina—HCI 0,4 M, incubindu-se la 37° C, timp de o ori, pentru scindarea
gruparilor acetilice (14). Amestecul a fost dializat si liofilizat. GSC dez-
acetilati contine inca 11,3% acid neuraminic (13).

4. Scindarea acidului neuraminic cu neuraminidaza (12): GSC nativa,
respectiv dezacetilatd, a fost incubatd cu neuraminidazi (12) intr-un apa-
rat Warburg la 37°C. Dupé 8 si 24 de ore de incubatie s-a adaugat neura-
minidazi proaspatd. La sfirsitul incubatiei (72 ore) solutia a fost aplicata
pe o coloand de Sephadex G-200 (88 X 3,5 cm) pentru indepartarea neura-
minidazei, utilizind tampon fosfati (0, 03 M, pH = 7,0, continind KC1 0,1
M si 0, 029 o azid de Na pentru conservare). Cantltatea de GSC din eluate
a fost determmata prin citirea extinctiilor la 280 nm, precum si prin doza-
rea hexozelor totale cu metoda lui Dubois si colab. (15). Fractiunile conti-
nind GSC au fost colectate, dializate la rece fa{i de apa deionizata si liofi-
lizate.

5. Scindarea acidului neuraminic printr-o hidrolizi acida slaba: 100
mg de GSC au fost dizolvate in 100 ml acid sulfuric 0,1 N si incubate la
80°C timp de o ora. Solutia a fost dializata fatid de apa deionizati la rece
si liofilizatd. GSC desialinizatd contine acid neuraminic mai putin decit
1"s dupa metoda lui Aminoff (13).

6. Imunoelectroforeza (10): s-a utilizat acelasi tampon ca si in cazul
imunodifuziunii. Pe fiecare lam& de microscop s-au aplicat cite 3 ml de
agaroza 1%. Electroforeza s-a efectuat intr-o cuvd Shandon. Toate solu-
tiile de derivati de GSC au fost de 0,1%, serul de cal fiind aplicat nediluat.
Electroforeza a fost efectuatd la 140 V si 3 mA pe lama, timp de doua ore
$i jumaitate. Dupi terminarea electroforezei, in jgheabul central s-au pi-
petat 30—40 ul de antiser. Lamele au fost {inute in camerd umedi timp
de 48 ore. Elutia proteinelor neprecipitate s-a efectuat cu o solutie de
NaCl 0,9". Dupa uscare lamele au fost colorate cu amidoschwarz — 10
B (10).

7. Testele de hemaglutinare au fost efectuate dupa metodele lui Kabat
si Mayer (11). Suspensiile de eritrocite ,,Sangocell AiRh +*, | B, Rh +* si
..O Rh+*“, precum si imunoserurile de testare (anti-A, anti-B si fitohe-
maglutinind anti-H) au fost obtinute de la firma Behringwerke, Marburg/
Lahn, R.F.G.

a) Testul pentru determinarea unitdtii hemaglutinante: O unitate he-
maglutinantd (UHA) este consideratd de Kabat si Mayer (11) fiind canti-
tatea de anticorpi, care aglutineazd eritrocitele din 0,2 ml suspensie eri-
trocitara de 4%, la 37°C. S-au utilizat eprubetele de 7 X 50 mm. Astfel,
volumele indicate de Kabat si Mayer (11) au putut fi reduse la 0,05 ml
(2—5 UHA). Citirea aglutinarii s-a efectuat la microscop.

b) Diferitii derivati ai GSC au fost dizolvati in NaCl 0,9% in concen-
tratie de 0.1%0 si au fost supusi testelor calitative si cantitative de inhi-
bare a hemaglutinérii.

Cite 0,15 ml din solutule 0,1% de GSC respectiv de diferiti derivati
ai GSC s-au incubat la 37°C, timp de 30 minute cu 0,05 ml din imunose-
rurile anti-A, anti-B si anti-H, diluate in prealabil 1:4 cu NaCl 0,9%. Apoi
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Fig. nr. 1. Imunodifuziunea GSC purificata pe
DEAE-Sephadex (1 si 2) si hidroxilapatitd (3 si 4),
dilutii 1:8 respectiv 1:16
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Fig. nr. 2: Imunoelectroforeza diferitilor derivati ai GSC (explicatie in text)



s-a ad3ugat la fiecare eprubet3 0,05 ml din suspensia 4°¢ de eritrocite co-
respunzatoare, tuburile fiind incubate din nou la 37°C timp de o ord. S-au
efectuat urmatoarele teste de control:

1. 0,2 ml NaCl 0,9% + 0,05 ml suspensie 4% de eritrocite,

2. 0,15 ml NaCl 0,9% + 0,05 ml antiser corespunzitor diluat 1:4 +
0,05 ml suspensie 4°» de eritrocite corespunzitoare,

3. 0,15 ml GSC 0,19 + 0,05 ml NaCl 0,9°s + 0,05 ml suspensie 4%
de eritrocite corespunzitoare.

c) Testul cantitativ de inhibare a hemaglutindrii: s-au efectuat dilutii
succesive din solutiile 0,1% ale derivatilor de GSC cu NaCl 0,9°¢ pina
la 1:16.384. Control pozitiv: 0,05 ml NaCl 0,9% - 0,05 ml antiser cores-
punzator (diluat 1:4). Cei 0,05 ml din suspensiile 4°o de eritrocite cores-
punzitoare au fost adaugati dupa o incubatie de 37°C, timp de 30 de mi-
nute. Amestecurile au fost incubate din nou la 37°C timp de o ori. Con-
trol negativ: 0,1 ml NaCl 0,9% <+ 0,05 ml suspensie 4% de eritrocite cores-
punzatoare.

Rezultate
1. Imunodifuziunea:

Asa cum aratad figura nr. 1, GSC purificatd pe DEAE-Sephadex pre-
zintd doua linii de precipitare, pe cind cea purificatd pe hidroxilapatiti
prezintd numai una.

Pentru a afla daci grupérile acetil mascheaza intr-o oarecare masura
antigenicitatea substantei, GSC a fost dezacetilatd in mediu alcalin cu hi-
droxilamina (14). Schauer si Faillard (16) au pus in evidenta in cazul GSC
efectul gruparilor 4—0-acetil asupra eliberdrii acidului neuraminic de
cidtre neuraminidazi. Din acest motiv GSC a fost incalzita in mediu alca-
lin cu hidroxilamini si pe urma tratati cu neuraminidazi. GSC dezaceti-
lati si tratati cu neuraminiadzid contine inci 3,8"» *+ 0,2% acid neurami-
nic (13).

GSC a fost tratata si direct cu neuraminidaza, con{inind in urma aces-
tui tratament inca 3.6 + 0,2% acid neuraminic (13). Am constatat ca nici
dezacetilarea urmata de desialinizare, nici desialinizarea singura nu au
nici un efect asupra desfasurarii reactiei antigen-anticorp.

2. Imunoelectroforeza:

Figura nr. 2 reprezintd imunoelectroforegramele ale GSC purificate
cu hidroxilapatita. cu DEAE-Sephadex precum si ale unor derivati ai aces-
tora:

Pe partea dreapta a fiecdrei lame s-a aplicat GSC purificata cu hidro-
xilapatiti. Pe partea stinga a placilor se gasesc in ordine de la stinga spre
dreapta: 1 = GSC purificata pe DEAE-Sephadex. prezentind 2 linii de
precipitare; 2 = GSC desialinizatd enzimatic; 3 = GSC dezacetilata i
desialinizatd enzimatic; 4 = GSC desialinizatd cu ajutorul unei hidrolize
acide slabe; 5 = ser de cal nediluat.

Se vede cad GSC desialinizata enzimatic prezinta 2 linii de precipitare.
din care una mai slaba. GSC dezacetilatd si desialinizatd enzimatic pre-
7intd numai o singura linie de precipitare. Acest derivat pare s nu mi-
greze in agaroza. Tratarea GSC cu acid sulfuric 0,1 N timp de o ori la
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80° C distruge total antigenitatea acesteia. Serul de cal prezinti 6—7 linii
de precipitare.

3. Testele de inhibare a hemaglutindgrii:

Cu ajutorul acestor teste se pot obfine unele informatii indirecte re-
feritoare la structura catenelor glucidice. Activitafile de grup sanguin sint
bazate pe prezenta unor glucide caracteristice la capatul terminal nere-
ducétor al lanturilor laterale (5, 6). Pentru grupul A este esentialad pre-
zenta terminald a N-acetil-galactozaminei; D-galactoza terminali deter-
mind activitatea de grup B; iar pozitia terminala a L-fucozei este carac-
teristicd activitatii de grup O.

a) Determinarea unitdtii hemaglutinante (UHA):

Imunoserurile specifice antigrup sanguin au manifestat actiune hema-
glutinanti pinai la dilutia de 1:64.

Deci 0,05 ml de antiser nediluat a continut cca 16 UHA (64:4 = 16)
deoarece, fati de metoda originala s-au utilizat volume de 4 ori mai re-
duse. Din acest motiv, in cursul examindrilor antiserurile au fost diluate
1:4 cu NaCl 0,9%.

b) Testul calitativ de inhibare a hemaglutindrii:

Am putut constata ca GSC si tofi derivatii acesteia pe care i-am exa-
minat intr-o concentratie de 0,1 prin fixarea aglutinelor, sint capabili
sa inhibe in aceeasi masura hemaglutinarea de tip A, B si H.

c) Testele cantitative de inhibare a hemaglutindrii:

Pentru a determina capacitatea reala de fixare a diferitilor derivati ai
GSC s-a recurs la efectuarea testelor cantitative de inhibare a hemagluti-
ndrii. S-a constatat cd GSC purificatd cu DEAE—Sephadex, hidroxilapati-
ta, GSC desialinizatd enzimatic §i dezacetilatd plus desialinizatd prezinta
o capacitate insemnata de a inhiba aglutinarea eritrocitelor de tip A, pina
la dilutia 1:2.048. Aceasta capacitate de inhibare este cu mult mai sca-
zuti fatid de grupele B si H (pina la dilutia de 1 :16). O hidroliza acida
slab3, precum si tratamentul cu hidroxilamina, reduce capacitatea de inhi-
bare a hemaglutinarii fata de tipul A.

Discutarea rezultatelor

In cursul imunodifuziunii, GSC purificatd cu DEAE-Sephadex pre-
zinti 2 linii de precipitare, pe cind cea purificatd cu hidroxilapatitd nu-
mai una. Se poate deci afirma, ca derivatul din urméi contine numai can-
Litati neglijabile de impurititi proteinice. Nici dezacetilarea, nici desiali-
nizarea enzimatici nu influenteazi reactia antgen-anticorp. Gottschalk si
colab. (4) au indepirtat enzimatic acidul neuraminic §i N-acetil-galactoza-
mina din mucina submaxilari de oaie. Acest derivat partial desialinizat
mai prezinti o activitate antigenica, fapt care arata cé antigenicitatea mu-
cinelor este legati mai mult de structura proteinicd si nu de cea glucidica.
Rezultatele noastre sint in concordanti cu aceasta observatie.

GSC purificatda cu hidroxilapatitd prezintd 3 linii de precipitare
aproape identice la imunoelectroforezi. Aceastd glucoproteind migreaza
foarte neomogen in agarozi, ocupind o zona foarte largd in gel. GSC tra-
tatd cu neuraminidazi prezinta 2 linii de precipitare, derivatul dezacetilat
si desialinizat numai una. Este deci clar, cd in urma acestui tratament au
fost indepirtate sarcini puternic electronegative. GSC desialinizatd nu

342



migreaza atit de mult si apar linii de precipitare mai putine. Modificiri
similare in migrarea electroforetici a unor glucoproteine desialinizate au
mai fost observate si de altii (17, 18).

O hidroliza acida slaba distruge total antigenicitatea GSC.

Serul de cal nediluat prezinta 6—7 linii de precipitare. Cele 7 tipuri
de imunoglobuline de cal (19, 20) apar foarte similare cu aceste linii.

GSC si derivatii ei, ca si celelalte mucine, poseda activititi de grup
sanguin. Activitatea de grup A este cea mai accentuati. Indepartarea aci-
dului neuraminic nu are nici un efect asupra acestei activititi, Este bine
cunoscut faptul cd acidul neuraminic nu joacd nici un rol in determina-
rea activitatii de grup sanguin ABO (2) si Lewis. O hidroliza acida slaba
distruge determinantii antigenici in asa masura incit activitatea de grup
sanguin A a GSC devine mult redusa.

Tratamentul cu hidroxilamind a GSC reduce la fel activitatea de grup
sanguin A. Se stie ca hidroxilamina in mediu alcalin scindeazd grupirile
acetil ale hexozaminelor (21) dar intr-o masurid cu mult mai mici decit
grupdrile O-acetilice. Activitatea de grup sanguin A trebuie si scadi deci
in urma actiunii hidroxilaminei, asa cum s-a si observat. Tratamentul ul-
terior cu neuraminidazd poate demasca citeva fragmente terminale de
N-acetil-galactozamina (7), prin care se poate explica cresterea din nou a
activitatii de grup sanguin A. Aminoff si Morrow (7) descriu un fenomen
similar.

Este deci foarte probabil ci, catenele laterale glucidice ale GSC pre-
zintd ramificatii ca si in cazul mucinei submaxilare de porc (2, 3). Aceasta
afirmatie este sprijiniti si de observatia, ¢i fucoza si acidul neuraminic
au fost gasite totdeauna la capitul terminal nereducator al lanturilor (5,
6). Din cercetarile noastre referitoare la studiul capacititii hemaglutino-
inhibitoare a GSC, reiese ci majoritatea lanturilor glucidice trebuie si
aibd N-acetil-galactozamini la capitul lor nereducitor.

Glucoproteina alfa-1 acidd (23) contine la fel o cantitate insemnati
de acid neuraminic, care se scindeazi greu cu neuraminidaza. In cazul
GSC s-a reusit scindarea numai a 70% din cantitatea totali de acid neura-
minic legat covalent. intr-o perioada de 72 de ore, cu ajutorul neuramini-
dazei,

Concluzii

GSC si diferitii sai derivati au fost studiati cu ajutorul imunodifu-
ziunii, imunoelectroforezei si testelor calitative si cantitative de inhibare
a hemaglutinarii. In cursul imunodifuziunii GSC purificatd pe hidroxil-
apatiti prezinti o singura linie de precipitare. Antigenicitatea substantei
pare si fie determinati de partea proteinica, dezacetilarea si desialiniza-
rea neavind nici un efect asupra ei. In cursul imunoelectroforezei GSC
purificati prezintd 3 linii de precipitare identice, care dispar in urma de-
sialinizrii respectiv dezacetilarii, riminind numai una, ceea ce pledeazi
pentru caracterul polidispers al moleculelor de GSC. GSC are o capacitate
marcati de inhibare a hemaglutiniarii de tip A, Este deci foarte probabil
ci lanturile glucidice contin N-acetil-galactoza la capetele lor terminale
nereducitoare.

Sosit la redactie: 27 iunie 1972.
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