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Badania nad antygenami martwiczymi. Proby frakcjonowania antygenéw
gruzliczego sera bydlecego

WUccaenopaunsa MepTBBIX AHTUICHOB
IIpo6n1 ¢hpakuMOHMPOBAHUSA AHTUTEHOB CKOTCKOrO ,.cascum’

A Study of the Necrotic Antigens. Trials of Fractionation of Bovine
Caseous Antigens (TBC)

Celem pracy byly proby okre§lenia charakteru antygenéw obecnych w wyciggu
wodnym sera gruzliczego oraz ewentualnego otrzymania ich w formie oczyszczonej.

MATERIAL I METODYKA

Antygeny. Postugiwano sie wodnymi wyciggami gruzliczych seréw bydle-
cych, ktorych sposéb preparowania podano uprzednio (5). W badaniach uzyto
kilku réznych seréow gruiliczych.

* Surowice. Uzywano surowic anty-serowych i anty-bydlecych, ktérych
sposéb otrzymywania i widma precypitacyjne podano w poprzednim doniesieniu (5).

Immunoelektroforeza. Przeprowadzono mikrometodg wedlug Schei-
deggera (4). Wyniki odczytywano po 48—72 godzinach.

Frakcjonowanie bialek za pomoca riwanolu Wykonywano
wg metody Hofejsi (3). Do 1 objetoSci wodnego wyciggu z sera dodawano
3,5 obj. 0,4 % riwanolu. Po 1 godzinie wirowano przez 30 min. przy 3 tys. obr./min.
Otrzymano 2 frakcje: osad (I) i plyn z nad osadu (Ia).

Osad (I) po 3-krotnym przemyciu roztworem soli fizjologicznej zadawano
1 obj. 10 % roztworem NaCl, odstawiano na 1 godz. poczym wirowano. Uzyskany
ptyn znad osadu poddawano dializie wobec wody destylowanej (frakcja 1), a osad
(II) zadawano 1 obj. 20 % NaCl i pozostawiano przez 12 godz. w temperaturze 4°,
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a nastepnie odwirowywano przez 20 min. przy 2,5 tys. obr./min. Otrzymany
osad (III) odrzucano, a plyn znad osadu poddawano dializie wobec wody
destylowanej (frakcja 2).

Ptyn znad osadu (Ia). Po zadaniu weglem aktywnym odstawiano na
12 godzin do chlodni, poczym wegiel odwirowywano a bezbarwny piyn (IIa)
zadawano alkoholem etylowym (stezenie koncowe = 50%) i po odstawieniu na
noc do chtodni odwirowywano. Otrzymany osad suszono w prézni. Do badan
zawieszano go w roztworze soli fizjologicznej (frakcja 3).

Otrzymywanie mukoproteidéw. Dwie objetosci wodnego wyciagu
Zz sera gruziliczego zadawano 2,5 obj. 20% kw. sulfosalicylowego na 20 min. Po
odwirowaniu plyn znad osadu zadawano 10 obj. alkoholu etylowego 96% i od-
stawiano na noc do chlodni. Powstaly osad odwirowywano i suszono w proézni.
Do badan zawieszano go w soli fizjologicznej.

Rozdzial na kolumnach Sephadexu. Zastosowano Sephadex
,Pharmacia” — Uppsala, G-25, G-50 i G-75. Wysoko§¢ kolumn 15 c¢cm, ¢ = 15mm,
ilo§¢ uzytego Sephadexu wynosita dla: G-25=3 g, G-50=2 g i G-75=1 g.
Sephadex zawieszano w buforze fosforanowym 0,12 M. Sephadex umozliwia
frakcjonowanie biatek w zaleinoéci od ich drobiny (2). Roztwory wodne sera
grufliczego przepuszczano przez kolumny, uzywajgc 2 ml sera na kazda kolumne.
Wyplywajace frakcje zbierano w objetoSciach po 1 ml i oznaczano w nich biatka
metoda biuretowa (1) w spektrofotometrze ,,Coleman” przy dlugosci fali 550 mu.
Uzyskane frakcje badano w immunoelektroforezie wobec surowic odpornosciowych
antyserowych' i antybydlecych.

OBSERWACJE WELASNE

Wodny wyciag bydlecego sera gruzliczego posiada zlozong budowe.
Jego spektrum biatkowe okreslone elektroforetycznie w agarze bylo
podobne do obrazu surowicy bydlecej. Wynik ten potwierdzono immuno-
elektroforezg, gdzie uzyskane widma sera z odpornosciowsg surowicg
anty-bydlecg byly zblizone do widma surowicy bydlecej. Podobny
wynik uzyskano réwniez metoda precypitacji w zelu.

Wyciggi wodne seréw gruzliczych réznego pochodzenia poddano
analizie immunoelektroforetycznej celem stwierdzenia, czy antygen
swoisty dla sera (5) znajduje sie w kazdym gruzliczym serze bydlecym.
Ryc. 1 ilustruje otrzymane wyniki. Do wywolania widm uzyto surowic:
anty-serowej (AS), oraz anty-serowej wysyconej surowica bydleca
(AS + AB). Przerywana linia = $lad precypitacji.

Jak wynika z ryc. 1, w niektérych serach gruzliczych brak anty-
genow swoistych dla sera gruzliczego. Widoczne jest réwniez, ze antygen
swoisty dla sera gruzliczego zachowuje sie w polu elektrycznym jak
a i B globuliny, natomiast antygeny gatunkowe umiejscowione sg we
frakeji odpowiadajacej v globulinom i albuminom. :

Stosujagc riwanolowg metode HoTfejsi otrzymano frakeje, ktore
badano immunoelektroforezg. Byly one stosunkowo czyste, gdyz dawaly
jedynie 2 prazki, z ktérych jeden wykazywal ruchliwosé¢ w kierunku
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Immunoelecirophoresis of caseous changes of different origin; interrupted line —
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anody, a drugi w kierupku katody. Dolaczony immunoelektroforogram
ilustruje uzyskany wynik (ryc. 2). Otrzymane frakcje nie wykazaly cech
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antygenu swoistego dla sera gruzliczego, dajgc identyczne widma z su-
rowicg anty-serowg i anty-bydlecs.

Przez zastosowanie Sephadexéw dazono do zréznicowania poszczegdl-
nych frakcji sera na podstawie réznicy w wielkoSci drobiny. Przy
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Ryec. 2. Immunoelektroforeza frakcji uzyskanych metoda Hofejsi z surowicami
anty-bydleca (AB) i anty-serowg (AS); linia przerywana — §lad precypitacji

Immunoelectrophoresis of fractions obtained with the method of Hofejsi with
anti-bovine (AB) and anti-caseous (AS) sera; interrupted line — trace of precipitation

pomocy Sephadexu G-50 i G-75 uzyskano rozdzial sera na 2 frakcje,
ktére badano immunoelektroforetycznie. Skilad antygenowy otrzyma-
nych frakeji ilustrujg immunoelektroforogramy (ryc. 3, 4 i 5). Z rycin
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Ryc. 3. Widma immunoelektroforetyczne frakcji badanego wyciggu, otrzymanych
po filtracji w zelu Sephadexowym G-25. Objaénienia zob. rye. 2
Immunoelectrophoresis of a fraction of the analysed extract obtained after
filtration in Sephadex G-25 gel. Explanation as in Fig. 2
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widoczne jest, ze nie udalo sie rozdzieli¢ antygendéw gatunkowych od
antygenéw swoistych dla sera za pomocg filtracji przez zele sephadexo-
we. Szybko$¢ przeplywu dla tych antygendéw jest bardzo zblizona
lub identyczna.
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Ryc. 4. Widma immunoelektroforetyczne frakcji badanego wyciagu, otrzymanego
po filtracji w zelu Sephadexowym G-50
Immunoelectrophoresis of a fraction of the analysed extract obtained after
filtration in Sephadex G-50 gel
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Ryc. 5. Widma immunoelektroforetyczne frakcji badanego wyciggu, otrzymanych
po filtracji w zelu Sephadexowym G-75
Immunoelectrophoresis of a fraction of the analysed extract obtained after
filtration in Sephadex G-75 gel

Przeprowadzono réwniez prébe wyodrebnienia antygenu serowo-
swoistego od gatunkowego na drodze serologicznej. Mieszano surowice
anty-bydlece z wodnym wyciggiem sera w roznych stosunkach (stala
ilos¢ sera i wzrastajgce iloSci surowicy anty-bydlecej), pozostawiajgc
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w temp. 37°C przez 90 min. a nastepnie w temp. 4°C przez 48 godz.
Powstaly precypitat odwirowywano, a plyn znad osadu nastawian?
w odczynie precypitacji w zelu z surowicami anty-bydleca i anty-serows.
W zadnej z wielu uzytych kombinacji nie otrzymano wzbogacenia
plynu w antygen serowo-swoisty. Mimo powstatego precypitatu w roz-
tworze pozostawaly zaréwno antygeny serowo-swoiste jak i gatunkowe,
a przy zwiekszonej dawce surowicy anty-bydlecej znikaly réwniez
antygeny serowo-swoiste. Wynika z tego, ze nie da sie tym sposobem
wytragcié z roztworu antygenéw gatunkowych bydlecych pozostawiajac
w roztworze antygeny serowe,

Precypitat oraz plyn znad osadu przepuszczano przez kolumny
z Sephadexem, a wyplywajgce frakcje 0,5 ml badano w immuno-
elektroforezie wobec surowicy anty-serowej i anty-bydlecej. Byla to
proba majgca na celu oddzielenie antygenéw serowo-swoistych od
gatunkowych, przy wykorzystaniu réznic wielkosci precypitatéw w sto-
sunku do niesprecypitowanych antygenéw. Nie dala ona zachecajgcych
wynikow.

Poniewaz otrzymane opisanymi metodami frakcje albo nie wykazy-
waly cech antygenu serowo-swoistego lub tez wystepowal on w nich
wspolnie z antygenami gatunkowymi, przystgpiono do izolacji innych
zwigzkow, posiadajacych charakter niebiatkowy. Przez odbialczanie bada-
nych wyciggéw kwasem sulfosalicylowym i nastepnie dzialanie alkoho-
lem otrzymano mukoproteidy. Charakter mukoproteidalny stwierdzono
polarograficznie oraz metodg barwienia wg Schiffa. Zwigzki te okazaly
sie serologicznie nieczynne. Roztwor wodny mukoproteidéw nastawiony
w odczynie precypitacji w zelu i immunoelektroforezy z surowica
anty-serowa nie dal ani jednego prazka precypitacyjnego. Podobnie
surowica anty-serowa, wysycona mukoproteidami w odczynie precypi-
tacji w zelu i immunoelektroforezy z serem gruzliczym nie wykazala
zadnych réznic w iloSei i ukladzie prazkéow w stosunku do kontroli
(kontrola = surowica anty-serowa nie wysycona).

Réwniez lipidy okazaly sie serologicznie nieczynne. Alkoholowy
ekstrakt wysuszonego sera (5) odparowywano, a osad emulgowano
w adjuwancie Freuda. Szczepione takg emulsjg kroéliki nie wytworzylty
zadnych przeciwcial. Odpornosciowe surowice anty-serowe, wysycane
takim wyciggiem pozbawionym alkoholu w odczynie precypitacji w zelu
nie wykazaly Zzadnych réznic w stosunku do kontroli (5).

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Jak wykazano w poprzednim doniesieniu (5), poglady dotvczace
niektérych badan immunologicznych w gruzlicy, a szczegoélnie problem
antygenéw martwiczych i przeciweial anty-martwiczych nalezy poddac



Badania nad antygenami martwiczymi... 277

rewizji. Wyciggi wodne z sera gruZliczego zawierajg przede wszystkim
antygeny gatunkowe. Sa to silne, bialkowe antygeny. Wséréd nich
potwierdziliSmy mozliwosé istnienia antygenu swoistego dla gruzliczego
sera bydlecego.

Proby majace na celu izolowanie z antygenu wyjsciowego antygenu
swoistego dla sera nie powiodly sie. Wnioski, jakie z tego faktu
mozna wysnué, mogg — naszym zdaniem — by¢ dwojakie: 1) albo
antygen swoisty dla sera jest sprzezony z antygenem gatunkowym
i trudno go uzyska¢ w formie czystej, albo 2) jest tak labilny, ze
zastosowana przez nas preparatyka byla zbyt brutalna i unieczynniata
go serologicznie. Hipoteze o ewentualnym sprzezeniu antygenéw po-
pierajg takze wyniki doswiadczen z serologicznym oczyszczaniem
wodnego wyciggu z gruzliczego sera bydlecego.
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PE3IOME

I.IeJII:}O JICCHIeNOBaHMUA SABJIAJACE XaPaKTEPUCTUKA AHTUTE€HOB, IIpPU-
CYTCTBYIOUMX B BOAHOM 9KCTpaKTe TyDepKyJIe3HOro ,cascum’ ¥ yCI0BHS
MOJNYYEHUS ITUX aHTUIEHOB B UMCTOM BHIE. -

JloKa3aHO, YTO AHTUTEH, CBOMCTBEHHBIN AJA CKOTCKOro TyDepKyJsie3-
HOIO ,,cascum’, Haxoaurca B Genroroil dpariym (o # f roobyanHsl).

MyxkonpotTeuasl 1 KUpoBad (PpakUMsa CEPOJIOTUIECCKN He JIeMCTBOBAJIM.

Brina moneiTka TIOJYYNTH cnéumdwmecxme, odyyuieHHble aHTUTECHbLI —
duaprpoBaknem B ,,Cedazekc-rens”’, myTeM CEPOJOTMYECKOM Npenunm-
Tanuu 1 ppakunoHMpoBaHueM Geaka no metomy I'ozxerinin.

OTmenuTh YMCTBIA, CIeUM(PUYIECKMII aHTHMIEH M3 CKOTCKOro ,.cascum’
He yaaJiocsh.

Puc. 1. UMmMmyHO3jIeKTpPoope3 TyGepKyJNe3HOro ,cascum” pa3luyHOIO IIPOMUC-
xoxJeHuda. IIpepBaHHaA JMHMUA — cJej NpeuunuTanmm.

Puc. 2. UmmyHOSNERKTpOdope3d pparmuil, IMOJYyUeHHBIX II0 ToxelmmM ¢ ChbI-
BOPOTKaMH; IIPOTHR-CKOTCKON (AB) m upotuB-,cascum’” (A.S.). IIpepsanHaa JuHMA
— cJef NPenuIMTALUHA.

Puc. 3. VMmmyHosdekTpopopudecKMuii CHEeKTP paKunM 9KCTPAKTa, HOJyHeH-
HOrOo mocae ¢uabrpaiuu B ,,Cedagekc-renn” TI'-25. O0bsacueHne puc. 2.

Puc. 4. UmmyHO3JeKTpOhbCpUUecKMil CIIeKTD (HpakKLyi SKCTPAKTA, IMOJIYYEHHOTO
nociae cduaprpanuu B ,,Cedamerc-rean” I'-50.

Puc. 5. VIMMyHO9NEKTPOMODPUYECKNII COEKTD (hpaKLyuiM SKCTPAKTA, MNOJIYYCHHOTD
mmocye uabtpauuu B ,,Cedanekc-rean’ TI'-75.
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SUMMARY

In this 'study trials were made to describe antigens present
in aqueous extract from bovine caseous changes and to obtain the
antigens in pure form.

The authors demonstrated that antigens characteristic of tuberculous
changes are in the protein fraction (¢ and p globulins).

The mucoproteins and the lipid fractions were serological inactive.

Trials were made to obtain specific antigens by filtration in the
Sephadex-gel, by serological precipitation and by the Hofejsi method.
The trials were negative.

Prace otrzymano 15 XII 1963.
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