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Zpisob pripravy t¥fdové specifickych
antisér proti imunoglobulindm t#fd IgG
skotu a prasat poufitelnych ve veterindrni
medicing a imunodiagnostice.

%elem vyndlezu je stanoveni u¥inné-
ho a pomdrng jednoduchého zpisobu piipravy
komplexni Fady t¥idové specifickych anti-
sér, Kterd dosud nejsou v tomto rozsshu
v zem{ch RVHP vyrdbZna ani dostupnd a p¥i-
tom jsou velmi nutnd ve vyzkumu i pfi roz-
voji novych modernich imunodisgnostickych
metod. Uvedeného ud¥elu se dosdhne tim, Ze
pii p¥iprav¥ antisér je pouZita .vhodnd
forma entigenu - t¥%ké Fet¥zce imunoglobu-
linovych molekul, v kombinaci s uinnym
imunizalnim postupem, ktery zaji¥tuje sté-
1y vzestup precipitedni asktivity antisér.
T¥#{dovd specifita t¥chto antisér je dose-
Zena Jejich jednoduchym vysycenim, napf.
pomoc{ imunosorbentl s navdzenymi imuno-
globuliny jinych ti¥id.

Vyndlezu miZe byt vyuZito také pro
komer¥ni d&ely v podnicich zabyvajicich
se vyrobou bioprepardtl a imunodiegnostik.
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Predm§tem vyndlezu je zplsob piipravy vysoce avidnich precipita&nich antisér proti
imunoglobulinim t¥fd IgG skotu a prasat.

Pri p¥ipravé monospecifickych antisér proti jednotlivym tfidém imunoglobulind je nutné
zvifata imunizoval idedln& ¥istymi proteiny, k jejichZ izolaci je pou%ivéna gelovd filtra-
ce, iontomdniZové chromatografie, isoelektrickd fokusace, ultracentrifugasce, preparativni
elektroforéza, imunoelektroforéza a Yada jinych metod. Ani pouZitf t&chto postupd vdak v&tdi-
nou nezarufuje absolutni &istotu izolovenych imunoglobulind.

Stopy pfim&s{ vyvoldvaji tvorbu protildtek s neZddouci specifitou a vyrobend antiséra
vytvédieji precipita¥ni linie nejen s poZadovenym, sle i s jinymi t¥idemi imunoglobulind a
dalsimi vysoce antigennimi proteiny, jeko jsou nap¥iklad lipoprotein, alfa-2-makroglobulin
nebo transferrin. U ¥ady zvifat pouZivanych k produkci antisér, zejména u krdlikld, je tfe-
ba po¥itat i s tim, %e vytvorené protildtky reamguji nejen s i¥fdové specifickymi antigenni-
mi determinantami t&Zkych retdzcd, ale 1 s determinentami lehkych rEt&zch, které jsou pro
véechﬁy ifidy imunoglobulind spoleéné; Priprave tPidov& specifickych a dostatednd avidnich
antisér je proto zna¥nd ndro¥nd po odborné i materidlni strénce.

Potfeba tridov¥ specifickych antisér ve veterindrni medicin& stdle vzristéd s rozvojem
nejrizn&jsich metod, které jsou pouZivédny nejen v imunologickém, bakteriologickém, virolo-
gickém, parazitologickém, popPipad& i jiném vyzkumu, ale i pfi prektické diagnostice nej-
rizn&js8ich patofyziologickych stavi. Tim citeln&ji se projevuje nedostatek jednoduchého
zplisobu ziskdvéni t¥idovE specifickych antisér pro zmin&né udely.

ObtiZe spojené se ziskdvdnim tFidov® specifickych a avidnich antisér proti imunoglo-
bulinovym t¥{dém skotu a prasat, zahrnujicim pFipravu idedlnd ¥istych t¥id imunoglobulind
jako antigend k imunizaci zvifat a vlastn! imunizaci zvibat, odstranuje zpisob piipravy
antisér podle vynédlezu, jehoZ podstata spolivd v tom, %e zvolend zviPata - s vyhodou krg-
lici - se podrobi imunizaci specifickymi, tj. t&Zkymi Petdzci imunoglobulinovych molekul
t¥{d IgG nejdfive intradermdlng, antigenem v kompletnim Freundovd adjuvans, a teprve po
vytvoreni imunitni pam&ti se imunizujf intremuskuldrnd nebo subkutdnn¥ antigenem v inkom-
pletnim adjuvans a v solubilni form¥. Antiséra ziskend vykrvenim zvi¥at 6. 8% 7. den po
posledni imunizaci se vysyt{ pomoci imunosorbentu s navédzenym imunoglobulinem Jjiné t¥idy
nebo lehkymi Fet&zci imunoglobulinovych molekul.

Zplsob pripravy entisér podle vyndlezu je vhodny k pripravd tiidové specifickych anti-
sér proti jednotlivym ti{dém a zejména podtridém IgG imunoglobulind, které dosud znémym
zplsobem nelze jednodu¥e piipravit.

Hovézl a prasedf imunoglobuliny t#fd IgG k provedeni imunizace podle vyndlezu se ziské-
vaji z krevnich sér nebo z kolostrdlni syrovétky. Krevni sérum je zdrojem prasedich imuno-
globulind IgG a hov¥zich imunoglobulind IgG2, z kolostralni syrovédtky se ziskdvaji hovézi
imunoglobuliny IgGl. Z tX¥chto médif se imunoglobuliny t#id IgG izoluji gelovou filtraci na
kolondch Sephadexu G 200 a iontom&ni¥ovou chromatografii na DEAE Sephadexu A 50.

Ziskané roztoky jednotlivych t#fd imunoglobulind se pak podrobi &t&peni a postupem
podle Fren&k, F., Zikén. J. (Collect. Czech. Chem. Commun. 1964, 29, s. 1401) ziskené t&zké
Fet¥zce uvedenych imunoglobulint se pffmo pou#ijf k imunizaci modifikovanym postupem podle
Metzger. J. J., Houdayer, M. (Eur. J. Immunol. 1972, 2, s. 127). Po vysyceni antisér lehky-
mi Fet¥zei imunoglobulinovych molekul se zfskaji antiséra resgujici specificky pouze s imu-
noglobuliny poZadované t#idy.

Priklad provedeni pripravy antisér

PFi pfipravé antisér se pouZivaji purifikovené prasedi a hov¥zi IgG imunoglobuliny co
nejvy88{ ¥istoty, které nesm{ obsahovat %¥4dné stopy pritomnosti imunoglobulind IgA a IgM.
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Gistota hovdzich 1gG2 a prasedich IgG imunoglobulind, hodnocengd jednqduchou radidinf imuno-
difuz! podle Manciniové, se vyZaduje vy33f ne¥ 99,9 %. U hovdzich IgG! imunoglobulini se
vytaduje &istota vy¥3{ ne? 98 % s co nejni%¥fim obsahem IgG2. PPipravené imunoglobuliny nesmi
obsahovat %4dné stopy p¥itomnosti imunoglobulind IgA a IgM. Z t&chto prase¥ich a hovdzich
imunoglobulind se pripravi t&%ké Fetdzce imunoglobulinovych molekul.

P#i pripravd jednotlivych t¥idové specifickych antisér se dodrZuje ndsledujici jednotné
imunizadni schéma, podle ndsledujficiho p*ikladu pripravy krdli¥fho tfidov# specifického
antiséra proti hov¥zimu imunoglobulinu IgGil. P¥i postupu je t¥eba dodrZiet pofadevek, aby
koncentrace antigenu (t&%ké Pfetdzce hovdzfho IgGl) v roztocich pouZitych p¥i pfipravd emul-
z{ pro 2 a 3 imunizaci (0,5 a% 1,0 mg/ml) byla n¥kolikandsobn# Vyéﬁi neZ p¥i prvé imunizaci
(0,05 az 0,1 mg/ml).

*

PPi prvé imunizeci t&%kymi $3t&zci hov&ziho IgG1 se krdlik intradermdlnd injikuje emul-
z{ pripravenou smiSenim i objemu roztoku antigenu o koncentraci 0,05 a% 0,1 mg/ml a 2 obje-
m& kompletniho Freundove adjuvans (8 0,2 ml emulze i. d. na 6 mist na h¥betd). Za 1 mésic
ndsledujf v desetidennim intervalu 2 a 3 intramuskuldranf® injekce emulze, piipravend smie-
nim 1 objemu roztoku antigenu o koncentraci{0,5 aZ 1,0 mg/ml)a 2 objeml inkompletniho adju-
vans (a8 0,5 ml emulze i, m. na 6 mist). 10 a% 12 den po 3 imunizaci ndsleduji ve t¥ech
dnech 4 a% 6 injekce roztokd antigenu (2,5, 2,5 a 10 mg IgG1). Z dspornych divodld je moZno
pro 4 a¥ 6 imunizaci pou¥it i nerozst¥peny IgG!.

Tyto posledni injekce je3t¥ ddle zvySuji precipitadni aktivitu krd&li¥fho entiséra. Po
vykrveni krdélfika, kterd ndsleduje 6 a%Z 7 den po posledni injekei entigenu, se z krve izolu-
je krevni sérum. Ziskané entisérum nenf zatim t¥fdov¥ specifické a reaguje nejen s IgGl,
ale také s lehkymi P»etdzci ostatnich t¥#fd imunoglobulind. K odstren&ni t¥idovd nespecific-
kych protildtek se provede vysyceni antiséra pomoci imunosorbentu (CNBr Sepharose 4B, Seva-
test-Insolmer), na ktery je navédzdn imunoglobulin jiné t¥idy (nap#. IgG2, IgM) nebo lehké
Pet¥zce Ig molekul. Vysycovdni se podle potfeby opakuje. Antisérum po vysyceni je t¥idové
specifické, reagujfci pouze se specifickym, tj. t3%kym PFetdzcem molekuly hovéziho IgGl.

Podle stejného postupu a pri dodrienf stejnych zdsad se provddf pPiprava t¥idové spe-
cifického kréli¥fho antiséra proti prasedimu IgG (hovézimu IgG2). K odstrandni t¥idov& ne-
specifickych protilédtek se v tomto pFipadd® pou¥ije imunosorbent s navézenym prasefim Igh

_nebo lehkymi retézci prase¥ich Ig molekul (hov&zi IgGl, IgM nebo lehké ret¥zce hovézich Ig).

Predm&t vyndlezu Fef{ df1¥fm zpisobem pripravu t¥fdov& specifickych antisér proti
imunoglobulinovym tfidém IgG skotu a prasat. Problém byl FeXen komplexnd a p¥ipravu entisér
proti t¥idém IgM a IgA skotu a prasat Fe5f ¥s. A0 210 898.

PoZadované vlastnosti t#fdov¥ specifickych entisér proti prase¥im a hovdzim t¥{dém
imonoglobulind ziskenych podle vyndlezu se dokazujf imunoprecipita¥nimi testy v ageru: dvoji-
tou radidlni imunodifdzi (Ouchterlony) a imunoelektroforézou. T¥idov& specifické antisérum
proti hovdzimu imunoglobulinu IgG! (IgG2) smi vytvéfet precipitadni linii pouze s IgGi (IgG2),
ale ne s IgG2 (IgGl), IgM a IgA imunoglobuliny. P¥i imunoelektroforéze smi toto antisérum
vytvéPet pouze jedinou precipitadnf linii, odpovidajfc{ svou polohou danému imunoglobulinu.
Stejnd tak t¥idov¥ specifické antisérum proti prasefimu IgG smi vytvdiet precipitadni linii
pouze 8 1gG, ale ne s IgM a IgA.
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Zplsob pripravy tiidove specifickych vysoce avidnich precipitednich entisér proti imu-
noglobulinovym t¥{ddm IgG skotu a prasat, vyznafujici se tim, %e se produk®ni zvi¥ata - s vy-
hodou krélici - nejprve intradermédlnd jmunizujf t&¥kymi Pet¥zci imunoglobulinovych molekul
zvolené tifdy IgG o koncentraci antigenu 0,05 a% 0,1 mg/ml v kompletnim Freundov& adjuvens,
po vytvoreni imunitni pamgti se dvakrdt intramuskulérnd imunizuji téZkymi Petdzci imunoglo-
bulinovych molekul zvolené t¥idy IgG o koncentraci sntigenu 0,5 a% 1,0 mg/ml v inkompletnim
sdjuvans, potom se parenterélnd imunizuji téZkymi fetdzei imunoglobulinovych molekul zvole-
né tf{dy Igé v ddvce entigenu 2 a% 10 mg v jedné injek&ni dévee v solubilni formé, potom
se produkdni zvirata vykrvi 6 a% 7 den po posledni injekci entigenu a z{skané antisérum se
vysyti pomoci imunosorbentu s navézenym imunoglobulinem odlisné t¥idy nebo lehkymi Fet¥zci
imunoglobulinovych molekul stejného druhu zvi¥at.

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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