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(64) Zpusob pfipravy tfidové specifickych precipita&nich antisér proti
imunoglobulindm tfid IgA a 1gM skotu a prasat

Zplsob pripravy t¥{dové specifickych
antisér proti imunoglobulinim t¥{d IgM a
IgA skotu a prasat, pouZitelnych ve vete-
rindrn{ medicing a imunodiagnostice.

U%elem vyndlezu je stanoveni U&inné-
ho a pomdrn& jednoduchého zpdsobu p#ipra-
vy antisér, kterd jsou nutné ve vyzkumu
i pfi rozvoji novych imunodiagnostickych
metod. Uvedeného i¥elu se doséhne tim, %e
se produkéni.zvifata nejprve imunizuji
intradermdlné& antigenem, homogenizdtem
precipitadnich linif imunoglobulind zvo-
lené tP{dy v kompletnim Freundové adjuvans
a po vytvoreni imunitni paméti se dvakrdt
intremuskuldrné imunizujfl stejnym antigenem
o 5x vy33{ koncentraci v inkompletnim ad~
Juvans. Potom se 3x parenterdlnd imunizu-~
Ji ddvkou 5 a% 10 mg imunoglobulinu v solu-
biln{ form&. Produk¥ni zviFfata se vykrvi
5. a% 7. den po posledni ddvce antigenu.
2iskané antisérum se vysyti pomoci imuno-
sorbentu s navdzanym imunoglobulinem od-
1i3né tf{dy nebo lehkymi Fet&zci imunoglo-
bulinovych molekul stejného druhu zviiat.

Vyndlezu miZe byt vyuZito také pro
komerdni lely v podnicich zabyvajf{cich
se vyrobou bioprepardtd a imunodiagnostik.
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Pfedm&tem vyndlezu Je zplsob pfipravy vysoce avidnich precipita¥nich antisér proti
imunoglobulinim t#{d 1gA a IgM skotu a prasat.

PFi pfipravé monospecifickych antisér proti jednotlivym t¥{dém imunoglobulind je nutné
zvirata imunizovat idedlnd Zistymi proteiny, k jejich% izolaci je pouZivéna gelovd filtra-
ce, iontomdnifovd chromatografie, iscelektrické fokusace, ultracentrifugace, preparativni
elektréforéza, imunoelektroforéza a rada jinych metod. Ani pouZitf t¥chto postupl viak
vét3inou nezaruduje absolutni &istotu izolovanych imunoglobuling.

Stopy prim&st vyvolévaji tvorbu protildtek s neZdédoucf specifitou a vyrobend antiséra

vytvéfejl precipitadni linie nejen s poZadovanym, ale i s jinymi t¥idemi imunoglobulind

a daldfimi vysoce antigennimi proteiny, jako jsou napf. lipoprotein, alfa-~2-mekroglobulin
nebo transferrin. U fady zvifat poufivanych k produkci antisér, zejména u krdlikd, je tke-
ba po¥ftat i s tim, Ze vytvofené protildtky reagujl nejen s tF{dov¥ specifickymi antigen~
nimi determinantami t&Zkych Fet&zcl, ale i s determinantami lehkych retézcld, které jsou
pro v3echny t#idy imunoglobulind spolené. Priprava ti{dové specifickjch a dostate&nd avid-
nich antisér je proto zna¥nd ndro&nd po odborné i materidlni strénce.

Pot¥eba ti{dov¥ specifickych antisér ve veterindrni medicin® stéle vzristd s rozvojem
nejriznéjsich metod, které jsou poufivény nejen v imunologickém, bakteriologickém, virolo-
gickém, parazitologickém pop¥. i jiném vyzkumu, ale i pFi praktické diagnostice nejrizn&jsich
patofyziologickych stavi. Tim citelndji se projevuje nedostatek jednoduchého zplisobu ziskd-
vén{ t¥{dov¥ specifickych antisér pro zmin¥né udely.

ObtiZ%e spojené se zf{skdvdnim t#fdov& specifickych a avidnich antisér proti imunoglobu-
linovym triddm skotu a prasat, zahrnujfef pFipravu idedln¥ &istych t#{d. imunoglobulinu
Jako antigend k imunizaci zviFat a vlastni{ imunizaci zvi¥at, odstrafiuje zpisob imunizace
zvifat podle vyndlezu, jehoZ podstata spo&ivé v tom, %e se zvolend zvirata podrobi imuni-
zaci antigen-protildtkovym komplexem, nap#. precipita¥nimi liniemi, vytvofenymi reakci imu-
noglobulind tf{d IgM a IgA s odpovidajfci specifickou protildtkou v agarovém gelu.

Produkini zvifata, s vyhodou krdlici, se nejdffve intradermflné imunizuji emulz{ pFiprave-
nou smf3enim 1 dflu homogenizdtu precipita&nich linif{ ve fyziologickém roztcku (2 az 4 pre-
cipita¥nl linie/ml) a 2 di1d kompletniho Freundova adjuvans. Po vytvoreni imunitn{ pam&ti
se krdlici 2x v odstupu 10 dnd imunizuji emulzi pPipravenou smiZenim 1 dilu homogenizdtu
precipitadnich lini{i (10 a% 20 linif/ml) a 2 df14 inkompletniho adjuvans.

Po dalSfch 10 dnech se krdlfci ve 3 ndsledujfcich dnech imunizujf parenterdlné rozto-
kem po%adovaného imunoglobulinu v ddvce 5 a% 10 mg/imunizaci/krdlika. Vykrveni nédsleduje
5 aZ 7 den po posledni imunizaci. Ziskené antisérum se vysyt{ pomoc{ imunosorbentu s navd-
zanym imunoglobulinem odli¥né t¥idy nebo lehkymi Petdzci imunoglobulinovych molekul stej-
ného druhu zvi¥at.

Zpisob imunizace zvifat podle vynélezu je vhodny zejména k piipravé ti{dovd specific~
kych antisér proti jednotlivym t#f{ddm imunoglobulinl, které dosud zndmym zplsobem nelze
Jjednoduse pfipravit.

Hov&z{ a prase¥{ imunoglobuliny t¥{dy IgM se izolujf z krevnich sér isoelektrickou
precipitaci v roztoku 0,05 M kyseliny borité a opakovanou gelovou filtraci na kolon¥ Sepha-
dexu G 200. Prase¥! imunoglobuliny trfidy IgA se izoluj{ ze séra, hovizi imunoglobuliny t¥i-
dy IgA z kolostra, slin aj.

Ziskané imunoglobuliny t#1d IgM a IgA nen{i mo¥no pouZit k imunizaci zviFat pfimo, pro-
toZe stopy pfimési vyvolévaji u imunizovengch zvifat tvorbu protildtek neZddouct specifity.
Proto p¥i vyrob& entisér proti témto t¥fddm imunoglobulind Jsou jako antigeny pouZivény
antigen-protildtkové komplexy, s vyhodou precipitadnf linie, vytvofené reakcfl imunoglobuli-



ni t¥{d IgM a IgA s odpovidajici specifickou protildtkou v agarovém gelu (Nansen, P.. ag.:
Acta path. microbiol. scand. Scot. B 1971, 79, s 459). Teprve v poslednf f&zi imunizice se -
smi pouZit roztoky t&chto imunoglobuling, kdy ji% nedochdz{ k tvorbs nespecifickych proti-
ldtek, av3ak vyraznd se zvySuje precipitadnl aktivita antisér. T{m odpadd nutnost pou%itl
mimofddné pracnych a odborné, Z¥asov® i materidlové ndro&nych izola¥nich postupd pii p¥L-"
pravé &istych imunoglobulind jednotlivych t#fd. Z4kladnt pfedpoklad vyroby antisér, tj.
p¥ipravu vhodngch antigend, je tak moZno vytvorit i v laboratotich, které nejsou vybaveny
Spidkovou technikou.

Pr{klad provedeni pfipravy antisér

P#i pripravd antisér se pouZiveji purifikované prased{ a hovszi imunoglobuliny t#fd
IgA a IgM. Jejich dalsf zpracovdnf a zplsob imunizace se provddl Jednotnym zpisobem podle
nésledujfciho p#fkladu p¥ipravy krdli¥tho t¥fdovs specifického antiséra proti prasedimu
IgA imunoglobulinu.

Do startd o primsru 1 af 2 mm, vyrytych v 1,5 %-Noble agaru pro imunoelektroforézu,
Se nanese roztok prasedfho IgA imunoglobulinu v koncentraci 10 a% 20 mg/ml o ¥ostotd 70 a2
90 %. Po elektroforetickém rozdslent se do Zl4bkl nanese krdlidf t#{dovs specifické antisé-
rum proti prase&fmu IgA. Po 48 hodindch inkubace ve vlhké komote pi#i 20 O¢ 8e pomoc{ Zilet~
ky vyriznou ¥ésti precipitadnich linif vytvorend v rozsahu start-katoda, dikladn& 2 dny
vyperou v pufrovaném fyziologickém roztoku a zhomogenizuji. Homogenizaty precipitadnich
lini{ (antigen—protilétkovy komplex), ddle antigenni suspenze, se pouZivajf riznd koncentro-
vané: pro 1. imunizaci 2 az 4 precipita&ni linie/ml, pro 2. a% 3. imunizdei 10 az 20 precipi~
tadnich linif{/mil.

P¥i t.imunizaci se krdlfk intradermélng imunizuje emulzf pfipravenou smiZenfm ! dflu
antigenni suspenze (2 a3 4 homogenizované precipitadnf linie v 1 mi) a 2 df18 kompletniho
Freundova adjuvans (& 0,2 ml emulze i. d. na 6 mfst na hibetd). Za 1 m&sic nésledujf v de-
setidennim intervalu 2, a} 3. intremuskuldrni injekce emulze pfipravené smi3enim 1 d{lu .
antigenni suspenze (10 a¥ 20 homogenizovanych precipitadnfch linif v 1ml) a2 dfld inkom-
pletnfho adjuvans (4 0,5 ml emulze i. m. na § mist). 10, a% 12.den po 3, imunizaci nédsledujt
ve 3 dnech 4. a¥ 6. parenterdlnt enjekce roztoku prase&tho IgA (1 imuniza®nf ddvka cca 5 mg
praseiiho IgA ve 3 ml fyziologického roztoku). Tyto posledni injekce ddle podstatnd zvy¥u-
J1 precipita¥ni aktivitu kréliZiho antiséra.

ProtoZe vykrvenf ndsleduje 5. a% 7. den po posledni injekei, zvyZuje se zejména hladi-
na specifickych protildtek (sekundsrnt typ imunitnf odpov&di), zatimco primdrni imuni tnf
odpovéd na pfitomné jiné antigeny je zenedbatelns. Proto je moZno k timto imunizecim po-
uzit jen Zdstednd purifikovany IgA imunoglobulin  Zfskané antisérum se vysyt{ pomoci imu-
nosorbentu s navdzanym prase&im IgG, popk. Igh imunoglobulinem nebo lehkymi Petdzei imuno-
globulinovych molekul. Z{skané antisérum je t¥{dova specifické, reagujicf pouze se speci-
fickym, tj. t&Zkym Petdzcem IgA molekuly.

Podle stejného postupu a pFi dodrZeni stejnych zdsad- se provdd{ p¥iprava tifdovs spe-
cifickych antisér proti hovézim IgA nebo hovézim a prase&im IgM imunoglobulindm. Postupy
vidy zehrnujf pfipravu precipitaénich lini{ poZadovaného antigenu s protildtkou a homogeni-
zaci precipita¥afch linif. Pro 1. imunizaci se pouZivé emulze 1 dilu homogenizdtu preci-
pitadnich 1inif(2 a% 4 linie v 1 ml) a 2 dafld kompletniho Freundova adjuvans. Pro 2. a% 3.
imunizaci se pouzivd emulze 1 dflu homogenizdtu precipita¥nich linif (10 a% 20 linii{ v 1 ml)
a 2 dild inkompletnfho adjuvans. :

PFi postupu je tfeba dodriet pofadavek, aby koncentrace antigenu ( antigen-protildtko-
vého komplexu precipita&nich linif) v roztocich pouZitych pFi pripravs emulzf pro 2. a% 3.
imunizaci byla vZdy n&kolikandsobn& vy881 ne? pfi 1. imunizaci (koncentrace bdpovidadici
10 aZ 20, pffpradn® 2 aZ 4 precipitadnfch linif v ! ml). Ndsledujf 4. a% 6. injekce roztoky
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antigend (5 ef 10 mg IgA nebo IgM imunoglobulinu v | imunizaZnf ddvce) e vykrven! kra&lfkid
5. a% 7. den po poslednf injekei. Z{skand antiséra se nekonec vysytf pomoci imunosorbentd
s ndveznymi imunoglobuliny jinych t#{d nebo lehkymi ¥et¥zci imunoglobulinovych molekul.

K vysycenf antisér proti IgA pouffvéme IgG a IgM imunoglobuliny atd.

Pfedm&t vyndlezu Fedi Af1%fm zplisobem piipravu t¥{dov& specifickych antisér proti
imunoglobulinovym t¥idém IgM a IgA skotu a prasat. Problém byl Feden komplexné a p¥ipravu
antisér proti t¥iddm IgG skotu a prasat Felf &s. AD &. 210897.

PoZadované vlastnosti t¥fdov® specifickych antisér proti presefim a hov&zim t¥{ddm
imunoglobulint ziskenych podle vyndlezu se dokazujl imunoprecipita&nimi testy v agaru: dvo-
Jitou radidlni imunodifdz{ (Ouchterlony) a imunoelektroforézou. T¥{dové specifickd antisé-
ra vytvédFeji s prase’fmi a hovdzimi krevnimi séry nebo kolostry, popf. purifikoveanymi imu-
noglobuliny, pouze jedinou precipita¥n{ linii podle své specificity.

PREDMET VYINALEZU

Zpisob pripravy tFfdovE specifickych; vysoce avidnich precipita¥nich mntisér proti
imunoglobulinovym t¥idém IgM a IgA skotu a prasat, spo¥ivajfci v tom, %e na poddtku imuni-
zatniho postupu se jeko antigen pouZijf entigen-protilétkové komplexy, s vyhodou homogeni-
28ty precipitednich linif, p¥ipravené reakc{ imunoglobulind t¥#fd IgM a Igh s odpovidajict
specifickou protildtkou v agarovém gelu, vyznatujic{ se tim, Ze se produk&ni zviFata, s vy-
hodou krélici, nejdf{ve intradermélnd imunizuji emulzi antigen-protilétkového komplexu
o koncentraci 2 a% 4 precipitadnf linie/ml v kompletnim Freundové adjuvans, po vytvoreni
imunitn{ pem#ti se dvekrdt intramuskulérné imunizujf{ emulzi antigen-protilétkového komple~
xu o koncentraci 10 a¥ 20 precipitadnich linif/ml v inkompletnim adjuvens, potom se t¥i-
krét perenterélné imunizuji vidy ddvkou 5 a¥ 10 mg imunoglobulinu poZadované t¥{dy v solu-
bilnf form&, potom se produkini zvifata vykrvi 5. a¥ 7. den po poslednf ddvce antigenu a
z{skané antisérum se vysyti pomoci imunosorbentd s navdzenym imunoglobulinem odli%né t#{dy
nebo lehkymi Fetézci imunoglobulinovych molekul stejného druhu zvirat.

Severografia. n. p., zévod 7, Most
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