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Al Stevilne bakterije imajo na svoji povrsini recejgara Fc del imunoglobulinov
(FcR), ki lahko vezejo razlhe razrede in podrazrede imunoglobulinov (lg)
razlicnin Zivalskih vrst. Pri bakterijiMycoplasma synoviaeki povzra@a pri
kokosSih in puranih patoloske procese, so odkrilRF&i vezejo kokoSje Ig
razreda Y (IgY). Pri raztnih izolatih M. synoviaese molekulske mase FcR
razlikujejo. Mi smo poskusali dokazati FcR pri ianl ULBO1B/P4, ki je bil
izoliran iz dihal kokoSi v Sloveniji. Za identifikgo FCR M. synoviaesmo
izvedli encimskoimunski test. Najprej smo baktéeyscelice lizirali in vzorec
shranili za kasnejSe elektroforeze, s katerimi akterijske proteine i med
seboj. Po prenosu proteinov iz gela na membranoizmedli encimskoimunske
teste s kokoSjim serumom ali Fc fragmentom kokodgh. lzolacija Fc
fragmenta z imunoafinitetno CNBr ali HPLC kromataigjo po razgradnji IgY s
papainom ni uspela, zato smo uporabili komerciBmhiragment. Pri inkubaciji
membrane s kokoSjim serumom, smo dobili reakcijdvema proteinoma z
molekulskima masama priblizno 85 kDa in 90 kDa katera smo sklepali, da
sta FcR. Ponovili smo elektroforezo in v encimskamskem testu uporabili Fc
fragment kokosjih IgY. PriSlo je do reakcije s miobm(a) z molekulsko maso
priblizno 82-85 kDa, ki verjetno predstavlja(ta)fFFseva ULBO1B/P4.
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Numerous bacteria have receptors for the Fc pharth® immunoglobulin
molecules (FcR) on their surface, which can binanumoglobulins (Ig) of
various classes, subclasses and of different origwe bacteriunMycoplasma
synoviae which is a chicken and turkey pathogen, has a thelRcan bind the
chicken Ig of the Y class (IgY). The molecular wdigf the FCR can vary
among differentM. synoviaeisolates. We tried to identify the FcR of the
ULBO1B/P4 isolate, which was isolated from the aradeacleft of chicken from
Slovenia. An immunoassay was made for the ideatifim of FcR. We lysed
bacterial cells and saved the sample until we uséal electrophoresis, with
which we separated bacterial proteins. After tlamdfer of separated proteins
from the gel to the membrane, the immunoassay wsicigicken serum or a Fc
fragment of chicken IgY was done. We were unablprtmluce the Fc fragment
from chicken IgY with papain digestion, which is ywve used commercial Fc
fragment. The incubation of membrane in chickemrseresulted in a detection
of two proteins with molecular masses of approxatya85 kDa and 90 kDa, for
which we assumed that they were FCR. We repeateckldctrophoresis and
used the Fc fragment of IgY in the immunoassay.r@hveas a reaction with
protein(s) of approximately 82-85 kDa, which prolyatepresent(s) the FcR of
the ULBO1B/P4 isolate.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

CNBr cianogen bromid

Cy konstantna domena tezke verige imunoglobulineedez G

Cv konstantna domena tezke verige imunoglobulinaecszly

DIBA encimskoimunski test (@ immunobnding assay)

DNA deoksiribonukleinska kislina

EBP pufer za prenos proteinov iz gela na membrele&t(odoting pufer)

EDTA etilen diamin tetrocetan

Fab podenota imunoglobulina, ki vsebuje celotn&dain del tezke verige

Fc podenota imunoglobulina, ki vsebuje konstantomehe obeh tezkih
verig

FcR receptor za Fc del imunoglobulinov

HA hemaglutinacija

HA/HAD" fenotip bakterije, ki ni sposoben hemaglutinacgafiadsorpcije
HA*/HAD" fenotip bakterije, ki je sposoben hemaglutinabgehradsorpcije

HAD hemadsorpcija

HPLC tek@inska kromatografija z visoko dhivostjo (high performance
liquid chromatography)

Ig imunoglobulini

IgG imunoglobulini razreda G

IgY imunoglobulini razreda Y

IL interlevkin

kbp tisa@ baznih parov

kDa kilodalton, enota za molekulsko maso

Lv lahka veriga imunoglobulinov

mADb monoklonska protitelesa

NaDS natrijev dodecil sulfat

NaDS-PAGE elektroforeza v poliakrilamidnem geluatrijevim dodecil sulfatom

PBS fosfatni pufer_(posphate bffer solution)

pl izoelektréna taka

TPBS Tween 20-PBS; detergent Tween 20¢eads fosfatnim pufrom v
dolocenem volumskem razmerju

Tris 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol

Tv teZka veriga imunoglobulinov

Vy variabilna domena tezke verige

Vi variabilna domena lahke verige

VIhA variabilni lipoproteinski lemaglutinin

vihA gen za VIhA
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1 UvOD

Bakterija Mycoplasma synoviage ena izmed pomembnejSih ith patogenih
mikoplazem. Pogosto povzZi@ okuzbe zgornjega dihalnega trakta pri kokoSih in
puranih, ki pa v glavhem potekajo brez izrazenilebenskih znamen;. dasih okuzba
privede tudi do kuZznega (infekcijskega) sinovitigase kaze predvsem kot vnetje v
sklepih. V intenzivni perutninski proizvodnji sohko posledice okuzbe ekonomske
izgube, ker se zmanjSata prirast in nesnost. Okazlba synoviaepogosto postane
kronicna. Menijo, da imajo pri tem vlogo tudi spremenljpovrSinski antigeniM.
synoviae ki omoga@&ajo izogibanje imunskemu odzivu (Noormohammadiad.s1997;
Bertina in sod., 1999; Kleven, 2003; Bradbury, 2005).

Tako kot pri vseh vret&arjih, je tudi pri kokoSih imunski sistem dobro vdzNaravna
(prirojena) in specitina (pridobljena) imunost, pri kateri nastajajo tpdititelesa proti
imunogenim proteinom, se med seboj dopolnjujeta&ingka serumska protitelesa pri
pticah so imunoglobulini razreda Y (IgY), ki so gtrukturi in funkciji homologna
sesatjim imunoglobulinom razreda G (IgG). Zaradi svolgstnosti imajo kokosji IgY
pred sesdjimi IgG dolocene prednosti pri uporabi v raziskovalne, diagiaostiin
terapevtske namene. K temu pripomoreta Se prepmstdobivanje IgY iz jainega
rumenjaka, poleg tega je mozno proizvesti tudi &pkanonoklonska protitelesa (Warr
in sod., 1995; Matsushita in sod., 1998; Matsudaod., 1999; Carlander, 2002; Tini,
2002; Narat, 2003).

Vendar se protitelesa ne vezejo vedno le sgecfina antigene patogenih bakterij.
Stevilne bakterije imajo na svoji povr3ini molekulé nespecifino veZejo protitelesa
preko njihovih Fc delov, ki sicer ne sodelujejo prepoznavanju in vezavi na antigen.
To so receptorji za Fc del imunoglobulinov (FcR)viPdokazan in najbolj znan
bakterijski FCR je protein A bakterij§taphylococcus aureus$kupaj s proteinom G
streptokokov skupine C in G, prav tako FcR, staglas zelo uporabna v biokemiji in
imunologiji, npr. kot oznéena reagenta za zaznavanje protiteles in njihogtacgo.
Oba proteina veZeta z @ afiniteto le doldene razrede in podrazrede s&dal
imunoglobulinov, ne pa tudi kokosjih IgY (ForsgrenSjoquist, 1966; Kronvall, 1973;
Lauerman in Reynolds-Vaughn, 1991; Sauer-Erikss@od., 1995).
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Glede na to, da j&1. synoviaekokoSja patogena bakterija, ni bitadno, da je bil pri
njej prvic dokazan obstoj FcR, ki mino vezejo kokoSje IgY. Dokazana sta bila dva
FcR s pribliznima molekulskima masama 80 kDa irkB@ (Lauerman in Reynolds-
Vaughn, 1991). V svoji raziskavi so Lauerman in.4d®93) ugotovili, da se vrednosti
molekulskih mas obeh FcR pri raziih sevihM. synoviaenekoliko razlikujejo in se
gibljejo v razponu 8% 2,0 kDa in 9& 2,6 kDa. Predvideva se, da je vloga bakterijskih
FcR oslabitev humoralnega (protitelesnega) imurslagyiva, vendar pivl. synoviae

njihova vloga pri patogenezi ni razjasnjena (Logkabsod., 1998; Carlander, 2002).

1.1 NAMEN DELA

Namen dela je bila identifikacija proteinov pri badji Mycoplasma synoviadi vezejo
kokoSje IgY nespeciéno oziroma neimunsko preko Fc dela. FcCR smo narakrav
dolcciti pri sevu ULBO1B/P4M. synoviagki je bil izoliran iz dihal kokoSi v Sloveniji
(Bertina in sod., 2001). 1z predhodnih objav je sicevidno, da pri tej vrsti obstajata
vsaj dva FcR, katerih molekulski masi pa nekolilariivata pri razkénih sevih. Tako
smo FcR nameravali identificirati glede na molskol maso. Predvidevali smo, da
bomo po Igitvi proteinov M. synoviaes pomd@jo elektroforeze v poliakrilamidnem
gelu z natrijevim dodecil sulfatom (NaDS-PAGE) iihovem prenosu na membrano, z
encimskoimunskim testom uspeli identificirati piots ki veZejo kokoSje IgY
neimunsko. Hkrati smo predvidevali, da bomo uspgsmobili Fc fragment kokosjih
IgY, ki ga bomo uporabili kot detekcijski reagemt EcR, vendar smo morali na koncu

uporabiti komercialni Fc fragment.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIKOPLAZME

Mikoplazma je sploSno poimenovanje za pripadnikarada Mollicutes Glavna
zn&ilnost predstavnikov tega razreda je odsotnostmelstene, kot pove Ze samo ime
(latinsko mollis — mehek,cutis — koza). Njihova posebnost je tudi v tem, da so
najmanjsi znani prokarioti, ki so sposobni samesga razmnozevanja. Njihove celice
so velike od 0,2 do Opm in so kokoidne oblike, pojavijajo se tudi @akte,
filamentozne in obréaste oblike (Razin in sod., 1998; Kleven, 2003;dBray, 2005).

V skladu z velikostjo celic je majhen tudi njihoergpm, ki pri roduMycoplasma
obsega nekje med 580 kbMycoplasma genitaliumin 1380 kbp Mycoplasma
mycoidessubsp.mycoidesLC). GenomMycoplasma genitaliungki je bil eden prvih
sekvenciranih bakterijskih genomov) naj bi bil zbl@u najmanjsi koliini DNA, ki Se
omogaa zivljenjske procese. Sekvenciran gendisynoviaeb3 (Vasconcelos in sod.,
2005) obsega okrog 800 kbp. Mikoplazme so se zktesho evolucijo razvile iz
grampozitivnih bakterij z nizkim odstotkom G+C bdzparov. V tem procesu so med
drugim izgubile gene, ki sodelujejo v biosintetskioteh in sintezi celne stene.
Posledice redukcije genoma socasnejSa sinteza proteinov in ¢psnejSa rast ter
odvisnost od gostiteljevin hranil (aminokislin, afinov, purinov, pirimidinov,
magobnih kislin, sterolov), izven katerega ne morejezoveti daljcasa (Razin in sod.,
1998; Rottem in Naot, 1998; Madigan in sod., 2@3adbury, 2005).

Mikoplazme so v naravi Siroko razSirjene kot paidgidi, sesalcev, plazilcev, dvozivk,
rib, ¢lenonozcev in rastlin. Primarno okoloveskih in zivalskih mikoplazem so
sluznice dihalnega in urogenitalnega traktai, @rebavil, ml€nih Zlez in sklepov.

Okuzbe, ki jih povzréajo, so navadno blage in kréne, poSkodbe so najverjetneje

posledica vnetja in imunskega odziva, ki Skodupeutigostitelja (Razin in sod., 1998).
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V rodu Mycoplasmge preko 100 raztnih vrst, ki so patogene za ljudi ali zivali; tako
se skoraj vse veterinarsko pomembne mikoplazmecajarssem. Med njimi so Stiri
patogene vrste, ki povztajo veje ekonomske izgubeMycoplasma iowadan M.
meleagridispri puranih tefM. synoviaein M. gallisepticumpri kokoSih in puranih, ki

sta razSirjeni Sirom sveta (Razin in sod., 199&dBury, 2005).

Gojenje mikoplazem v pogojiln vitro je zahtevno, rast pa famsna. Mikoplazme
potrebujejo navadno s proteinom bogat medij z 104l 3ivalskega seruma, ki je med
drugim tudi vir ma&obnih kislin in holesterola za c&hio membranoM. synoviae
potrebuje Se nikotinamid adenin dinukleotid (NAPY treh do desetih dneh gojenja pri
37 °C se tvorijo kolonije na agarju. Tépie kolonije so majhne (0,1-1,0 mm), gladke,

okrogle in imajo osrednjo izboklino (Razin in sotk98; Kleven, 2003).

2.1.1 Okuzba z bakterijo Mycoplasma synoviae

Najpogosteje povzet@ okuzbo zgornjega dihalnega trakta, ki poteka breazenih
klini¢nih znamenj. V kombinaciji z atigmo kokoSjo kugo in/ali kuznim bronhitisom
lahko privede do poSkodb zrah vres. V¢asih okuzba napreduje do dihalne bolezni,
kuznega (infekcijskega) sinovitisa ali postane esistka, kar se kaze v patoloskih

spremembah Stevilnih organov (Kleven, 2003).

Kuzni sinovitis je akutna ali krotima bolezen kokosSi in puranov, ki zajame predvsem
sinovialne membrane sklepov in kithe ovojnice invpoci vnetje ovojnic sklepov
(sinovitis), vnetje kitnih ovojnic (tendovaginitigli vnetje sluzne vgce (bursitis).
Akutna okuzba navadno nastopi pri 4-16 tednov Istaigtancih in 10-24 tednov starih
puranih. OBasno pride do akutne okuzbe tudi pri odraslih kdko®bicajno sledi
kronicna okuzba, ki lahko traja celotno ZzZivljenje. Kina znamenja se kazejo v
zmanjSani rasti, bledem grebenu, oteklinah sklepbwpymelosti. Pogosti so prsni Zulji,
v glavnem so prizadeti sklepi na nogah. Smrtnossipovitisu je najvékrat od 5 do

15 odstotna, lahko pa niha od 2 do 75 odstotkoe\(&h, 2003).
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Kuzni sinovitis pri puranih in kokoSih Se vedno poxa ekonomske izgube v
intenzivni perutninski proizvodnji, kar je poslediemanjSane rasti in odstranitve pri
zakolu zaradi neprimernosti za zivilo, vkigni pa so tudi stroski za preventivo in
kontrolo. Okuzba 2M. synoviaese prenaSa vertikalno skozi valilna jajca, horiabro
pa poteka prenos kontaktno preko dihalnega traBkazbe na komercialnih farmah
brojlerjev, nesnic in puranov so Se vedno problématpo vsem svetu (Salisch in sod.,
2000; Kleven, 2003; Bradbury, 2005; Dufour-Geslersod., 2006; Ramirez in sod.,
2006).

Pogostost okuZzbe pri nesnicah potrjuje tudi epidémika Studija (Dufour-Gesbert in
sod., 2006), ki so jo izvedli na perutninskih farmkokoSi v Franciji. Pri 68 %
preiskanih jat so z odvzemom brisa trahej ugotgrikotnostM. synoviae Rezultati so

pokazali tudi, da je bila smrtnost kokoSi v okukejatah v primerjavi z neokuzenimi
jatami vi§ja in produkcija jajc nizj&eprav te razlike niso bile stati&tio pomembne.

stegnenica

pi&al

)/Q skoéni sklep
. L

A

ra

Slika 1: Sklepi na nogah, ki jih kuzni sinovitis najpoggsterizadene. (A) Sklepi so ozfeni na shemi
kokoSje noge (Narat in sod., 1998; Dyce in sod022Gtr. 802). (B) Leva kokoSja noga po inokulagiji
stopalo zM. synoviae(sev K1858) in zdrava desna noga (Lockaby in sb898, str. 182). Od vseh
mikoplazem, ki so patogene za perutnino, ivhasynoviaenajveijo afiniteto za sklepeieprav se ¥asih
zgodi, da imajo ptice le sploSno okuZbo brez oltegklepov (Kleven, 2003; Bradbury, 2005).
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2.1.1.1 Patogeni dejavnik. synoviae

Posamezni sevi (izolat). synoviaese med seboj razlikujejo po patogenosti; nekateri
ne povzrgijo nobenih bolezenskih znamenj, spet drugi kuzmgtis. Seveda lahko na
potek okuzbe v naravnem okolju vplivajo tudi okbkijslejavniki (prisotnost virusov,
bakterij, prahu, nizka temperatura) (Lockaby in.sd®98, 1999; Kleven, 2003). Pri
eksperimentalni okuzbi brojlerjev s Sestimi r&zimi izolati so le te razvrstili kot
patogene, zmerno patogene in blago patogene gladazike v poSkodbah tkiv in
okuzbe razlinih tkiv (Lockaby in sod., 1998). Kasneje so zelefotoviti, kateri
dejavniki so odgovorni za razlike v patogenostigmeznih sevov, a jim to ni uspelo.
Kot moZen patogeni mehanizem so omenili izogibanjenoglobulinom (lg) s ponijo
receptorjev za Fc del Ig @ka 2.4.1), vendar so domnevali, da naj ne bi imgliva na

razlike v patogenosti sevov (Lockaby in sod., 1999)

Pritrditev (adhezija) je pogoj za kolonizacijo tkivokuzbo, zato je pomemben patogeni
dejavnik pri mikoplazmah prisotnost citadhezinovi &mogaijo pritrditev na
gostiteljsko celico (Razin in sod., 1998). Lockahysod. (1999) so pri vseh testiranih
sevih M. synoviaeidentificirali protein z molekulsko maso 45 kD4, j& navzkrizno
reagiral s kokoSjim serumom proti P1 adhezMycoplasma pneumoniaererjetno
najbolj prokenim adhezinom pri mikoplazmah, ki ima vlogo tudi pemadsorpciji.
Vendar so Beii¢ in sod. (2007) ugotovili, da je ta protelvh. synoviaeelongacijski
faktor Tu (EF-Tu), ki pa je citoplazemski proteim tako pri pritrditvi verjetno ne
sodeluje (Be#ina in sod., 1999).

Kot kaze, imajo samo tiste vrste rodllycoplasma ki so pomembnejSe perutninske
patogene bakterije, sposobnost hemaglutinacije (H#ali hemadsorpcije (HAD)
eritrocitov (Bertina, 2002; Kleven, 2003). Tudi med kloni posameanemplataM.
synoviaeprihaja do razlik v patogenosti. V raziskavi, ki p izvedli Narat in sod.
(1998), je HA pozitivna (HA) populacija seva AAY4 povzida akutni sinovitis

signifikantno bolj pogosto kot HA negativna (HAopulacija istega seva.
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2.2 IMUNSKI SISTEM

Imunski sistem predstavlja obrambo pred vdigagp mikroorganizmi in se pri pticah
ne razlikuje veliko od imunskega sistema pri selsaM prvi vrsti je naravna imunost,
ki vkljucuje anatomske pregrade, kot so: koza in sluzniespeciftne baktericidne
snovi, npr. lizocim v solzah in beljaku; fagocitoza znotrajcekno untenje
mikroorganizmov; komplementni sistem (Vozelj, 2000arlander, 2002). Ko so
Lockaby in sod. (1998) kokoSi &&no okuzili z razlknimi izolati M. synoviae so ti
povzraiili ve¢je poSkodbe, ko so bili inokulirani v stopala vimperjavi z inokulacijo na
sluznico @i. Slednje so naletele na &e@brambnih mehanizmov naravne imunosti

(mehanska odstranitev z vekami, slénniepitelij nosu in trahej).

Ker je naravna imunostéasih nezadostna, se je pri vret@ih razvila Se pridobljena
imunost, ki lahko specifno prepozna in odstrani tuje snovi ali mikrobe. Biod se
deli na humoralno imunost, ki jo predstavljajo gedéesa, ki jih proizvajajo celice B in
delujejo proti zunajcatnim patogenom ter na cé&hio posredovano imunost, ki jo
predstavljajo citotokghne celice T. Omog@ tudi nastanek imunskega spomina, da
lahko organizem ob naslednjem vdoru tujka ali niderohitreje in dinkoviteje
odreagira. Za razvoj te imunosti pa je potrebnojermao sodelovanje z mehanizmi

naravne odpornosti (Vozelj, 2000)

2.2.1 I1gGinligY

IgG in IgY sta glavni serumski nizkomolekularni ptelesi, ki sta pomembni pri
sistemskih okuzbah pri sesalcih (IgG) oziroma pidip, plazilcih, dvozivkah in ribah
pljucaricah (IgY). Sta funkcionalna in strukturna ekverda. IgY je evolucijski

predhodnik sesgih IgG in IgE, najbolje pa je pr@en pri kokoSih (Warr in sod., 1995;
Narat, 2003).

Oba imunoglobulina sta sestavljena iz dveh lahkitv) (in dveh tezkih (Tv)
polipeptidnih verig, kot prikazuje slika 2. Glavnazlika med IgG in IgY je v Stevilu
konstantnih domen v tezki verigi. IgY ima Stiri lstantne domene (@ — G4), 1gG pa

le tri (Cyl — Cy3). Tako ima tezka veriga pri IgY nekolikodye molekulsko maso (67-
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70 kDa) kot pri IgG (okoli 50 kDa). Molekulska malggy’ je priblizno 180 kDa in 1gG
priblizno 150 kDa. Domeni €3 in Cv4 sta ekvivalentni €2 in Cy3, medtem ko w
verigi ni prisotne domene, ki bi bila ekvivalentGa2. Iz te domene je verjetno med
evolucijo nastal zglob pri ses@m IgG, ki mu omogéa vejo fleksibilnost kot IgY, saj
je lahko med Fab deloma kot tudi do 180° (Warrad.s1995; Vozelj, 2000).

lahki verigi (Lv)
1

Fab

Fc

s 1g¥ (AFc)

[TE
L I
tezki verigi (Tv;y, v)

Ig¥

Slika 2: Primerjava zgradb IgG in IgY (Chiou, 2002). Na isik s C oznéene konstantne domene in z V
variabilne domene lahkih in tezkih verig. Ig\fc) je krajSa oblika IgY, ki se lahko pojavi priced in
goseh (Warr in sod., 1995). Povrsina IgY je batirbfobna kot pri IgG. To je v skladu s tem, da iig#
vegji Fc del, ki predstavlja najbolj hidrofoben delunoglobulinske molekule (Davalos-Pantoja in sod.,
2000).

2.2.1.1 Podenote imunoglobulinov

Vsaka temeljna enota imunoglobulina je sestavljgnieh podenot. S proteolifiim
encimom papainom je moge tako IgG kot IgY razcepiti na posamezne podennte,
sicer na dva Fab fragmenta ter Fc fragment. Vsakifé@gment sestavljata celotna lahka
veriga in tisti del tezke verige, ki vsebuje tudriabilno domeno (V), Fc fragment pa
sestavljata dela obeh tezkih verig s konstantniomehami (Vozelj, 2000; Suzuki in
Lee, 2004).

Suzuki in Lee (2004) sta z masno spektrometrijo rapgradnji  kokoSjih IgY s
papainom doldila velikost Fab fragmenta (W Vy + C. + Cvl; slika 2) na priblizno
45 kDa. Velikost Fc fragmenta — priblizno 54 kDge-ustrezala teoréti masi dimera

Cv3 in Q4 brez ®2 domene, ki se je morda izgubila zaradi prekomeaagradnje.
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Fc fragment je bil po elektroforezi na poliakrilamem gelu s ponégo protiteles proti
kokoSjemu Fc delu IgY pod reducirgimi pogoji zaznan kot oster pas, pod
nereducirajéimi pogoji pa so bili vidni trije pasovi, kar prgijejo delni redukciji

disulfidnih vezi ali raziknemu cepljenju s papainom.

Fab del imunoglobulina opravlja primarno funkcijoofiteles; specitino vezavo z
antigenom. Vezavo z epitopom antigena ontegeezige, ki ga tvorita variabilni
domeni lahke in tezke verige (W Vy). Fc del protiteles ima efektorske funkcije; tako
je Fc del IgG pomemben za aktivacijo komplementapsonizacijo, kar pospesuje
fagocitozo, Fc del IgY pa ima enako vlogo pri kako$oleg tega je Fc del Ig tisti, ki
omogaa prehod imunoglobulinov iz materine krvi v zarodako pri sesalcih kot pri
kokoSih (Loeken in Roth, 1983; Vozelj, 2000; Cadan 2002; West in sod., 2004).

2.2.2 Uporaba IgY

Glavna razlika v strukturi IgY in IgG molekul seh&a v Fc delu in vpliva na njune
razlicne lastnosti. Tako protitelesa IgY za razliko oG ig
= ne aktivirajoclovesSkega komplementnega sistema (Larsson in $982),
* ne reagirajo z Fc receptorji gveskih krvnih celicah (Schmidt in sod., 1993),
* ne vezejocloveSkega revmatoidnega faktorja (RF), ki je avbdipelo proti Fc
delu sesd@jega IgG (Davalos-Pantoja in sod., 2000),
= ne vezejailoveskih protiteles proti misjim protitelesom (HAMACarlander in
Larsson, 2001),
= ne vezejo bakterijskih proteinov — stafilokoknegatgina A in streptokoknega
proteina G (Tini in sod., 2002).

Zaradi tega imajo IgY doteno prednost pred IgG pri uporabi v diagnostiki in
raziskavah. Klintne preiskave navadno temeljijo na serumih, ki vggbuaktivni
komplement, v preiskovanih serumih in tkivih sokalprisotna tudi protitelesa, za
katera ne zelimo, da bi reagirala z diagriostni sesaljimi IgG. Posledica tega so
mozni lazno pozitivni ali [lazno negativni rezultakot je npr. prikazano na sliki 3
(Tini in sod., 2002; Narat, 2003).
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AGLUTINACIJA LATEKSA, PREKRITEGA S SESALCJIMI IgG

Pozitiven rezultat Lazno pozitiven rezultat

g6 — 5 ¥

REVMATOIDNI

ANTIGEN —p &
‘ FAKTOR

Slika 3: Primer laZzno pozitivhega rezultata pri aglutinatdjieksa (Davalos-Pantoja in sod., 2000, str.
658). Delci lateksa so prekriti s segahi 1gG, ki se lahko s svojimi Fc deli veZzejo zvreatoidnim
faktorjem, ¢e je prisoten v preiskovanem vzorcu. Posledicaf®md pozitiven rezultat, ki je viden kot
aglutinacija delcev lateksa.

IgY so primerni tudi kot terapevtska protitelesapmsoralno zauzitje, kot nadomestilo
za antibiotike. Pri tem je pomembno, da ne akfisirdoveSkega komplementnega
sistema in se ne vezejo rdoveSke Fc receptorje. Te reakcije bi lahko namre

posredovale vnetje v gastrointestinalnem traktulé@der in sod., 2000).

Dodatna prednost kokosjih IgY je v hitri in prepiiagolaciji poliklonskih protiteles iz
jaicnega rumenjaka, kamor se v prvem koraku prenazajmkosSje krvi za pasivno
imunizacijo zarodka. Poleg tega so bila uspesSn@ravljena Ze tudi kokoSja
monoklonska protitelesa (Kowalczyk in sod., 198&tdlishita in sod., 1998; Matsuda
in sod., 1999; Tini in sod., 2002).

Nekaj prednosti IgY pred IgG je povzetih v pregliedd.
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Preglednica 1:Nekaj lastnosti IgY, ki jim dajejo prednost pri upbi pred IgG (Narat, 2003).

Prednosti Vir
Pridobivanje
= Enostavna in poceni skrb za kokosi. Tini in sod., 2002
= |zolacija iz jafnega rumenjaka je neinvazivna in nebalea Narat, 2003
Zival.

= VV rumenjaku se nahaja samo Ig razreda Y.

Velik izkoristek

= V primerjavi s serumom manjsih Zivali je mozno umenjaka Narat, 2003
pridobiti vegje kolicine 1g.

= Posledéno zadostuje manjSe Stevilo Zivali/kokosi.

Obstojnost
= Aktivnost se ohrani Se 6 mesecev pri sobni tempgrali en Narat, 2003
mesec pri 37 °C.

ZmanjSanje nespedifie vezave v ozadju

= Ni navkrizne reaktivnosti med IgY in IgG; zato sekiarna Schmidt in sod., 1993
protitelesa proti koko§jim IgY ne reagirajo z dmagigG v vzorcu.

Evolucijska oddaljenost
= MozZnost tvorbe protiteles proti ohranjenim s&gal proteinom. Gassmann in sod., 1990

2.3 HUMORALNI IMUNSKI ODZIV NA M. synoviae

KokoSi se na okuzbo z mikoplazmami odzovejo z a@kijo imunskega odziva, ki vodi
tudi k tvorbi protiteles. Humoralni imunski odzie scasom okrepi — pova se Stevilo
specifiénih 1gY in proteinov, s katerimi se IgY veZejo;reakcije pa postanejo tudi bolj
intenzivne (Avakian in sod., 1992; Narat in so®98). Pri mikoplazmah predstavljajo
proteini kar vé& kot dve tretjini membranske mase, ostalo so mensbralipidi. V
relativno veji kolicini kot pri ostalih prokariotih so prisotni membsn lipoproteini
(slika 4), ki naj bi bili glavna t&a humoralnega imunskega odziva (Razin in sod.,
1998).
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Slika 4: Sestava bakterijskega lipoproteina (Chambaud ih, sb999, str. 495). Amino-terminalni
cisteinski ostanek je preko tioestrske vezi povezalacilglicerilom, kar je zndlno za vse bakterijske
lipoproteine. Cisteinski ostanek jéasih Se preko amidne vezi povezan s tretjo acikrige masobne
kisline (Chambaud in sod., 1999), kar pa pri rddycoplasmani verjetno (Lavi in sod., 2007). V
odsotnosti periplazmatskega prostora je pritrdipesteinov preko acilnih verig dm, da ostanejo na
povrsini membrane (Razin in sod., 1998).

Raziskave so pokazale, da z antiserumi phkéti synoviaereagirajo tako nekateri
membranski kot nekateri cétii proteini (Gurevich in sod., 1995). Pri raziskekiiso jo
izvedli Bradley in sod. (1988), je s homolognimerefitnim antiserumom reagiralo

priblizno 20 proteinowM. synoviaez molekulskimi masami od 20,7 kDa do 275 kDa.

Membranski lipoprotein in hemaglutinin VIhA je glavimunogenM. synoviae Z
izjemo nekaterih sevov se VIhA posttranslacijskgicea karboksi-terminalni (C-
terminalni) del MSPA z velikostjo 50 kDa in aminerminalni (N-terminalni) del
MSPB z velikostjo 45 kDa; pri posameznem sevu pataph vé njunih oblik
(Noormohammadi in sod., 1997, 1998). V zgodnji feksperimentalno povztenega
kuznega sinovitisa je bil protitelesni odziv énejSi proti MSPB (oziroma proti tMSPB,
njegovi krajsi obliki, ki je zné&lna za HA klone) (Narat in sod., 1998). V nasprotju s
protitelesi proti MSPB lahko tista proti MSPA infridjo hemaglutinacijo. Serumska
protitelesa je mog@ s testom inhibicije hemaglutinacije (HI) dokaZsle po daljSem
c¢asu od zéetka okuzbe, najmanj po treh tednih (Noormohammadsod., 1997;
Lockaby in sod., 1998).

MSPB in tMSPB sta lipoproteina (slika 4) (Noormohmaadi in sod., 1998). Zaenkrat je
bilo dokazano, da vsaj vitro lahko sprozita izlganje duSikovega monoksida (NO) ter
proinflamatornih citokinov interlevkina-6 (IL-6) inL-1p pri makrofagih (Lavi in
sod., 2007). IL-p aktivira med drugim makrofage in T limfocite ingdedicno vodi do
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sinteze drugih citokinov in kemokinov, tudi IL-6j kktivira tudi B in T limfocite
(Wigley in Kaiser, 2003). Predvidevajo, da bi tdoje IL-1 in IL-6 lahko imelo
povezavo z vnetnimi procesi v akutni fazi kuznegetisa kot tudi pri imunskem
odzivu, kar je v skladu z zgodnjim in rom protitelesnim odzivom na MSPB/tMSPB
(Lavri¢ in sod., 2007).

2.3.1 Antigenska spremenljivost

Vecina vrst roduMycoplasma(med njimi tudi vrste, ki so patogene za peruthiinaa
sposobnost spreminjanja glavnih povrSinskih antgerkar je verjetno sredstvo za
prilagoditev na raztine okoli€ine, med drugim tudi na imunski sistem (Chambaud in
sod., 1999; Betina, 2002; Bradbury, 2005).

Spreminjanje hemaglutininskih lipoproteinov je ah@ tako zaM. synoviaekot M.
gallisepticum Mogcaie je to razlog, da kolonizacija zgornjega dihalnégdkta kljub
mocnemu protitelesnemu odzivu vztraja in okuzba pastaonina (Noormohammadi

in sod., 2000; Betina, 2002; Bradbury, 2005).

Sprememba v izrazanju MSPA in MSPB je povezanacs@dmostjo hemadsorpcije
(HAD) in hemaglutinacije (HA). Za razliko od HATfenotipa namr& MSPA in MSPB
pri HAD™ fenotipu nista izraZzena. V tem primeru jedmeje izrazena skrajSana oblika
MSPB (tMSPB; 25-30 kDa) (Noormohammadi in sod., 7;9Bertina in sod., 1999,
2001).

Kljub redukciji genoma imajo mikoplazme veliko kajato za antigensko
spremenljivost (Razin in sod., 1998eprav obstaja le ena popolna kopija gelh#\, se
MSPB proteini pri posameznih izolatih in znotrdgga klona razlikujejo po velikosti in
antigenskih determinantah. To lahko pripiSemo rdkoaciji vIhA s pseudogeni, ki
poteka priblizno od prve tretjine proteina MSPB megpObstaja namtele ena popolna
kopija genavlhA, v genomu je edinstven 5' konethA, ki kodira priblizno tretjino
proteina MSPB (Noormohammadi in sod., 1997, 20@0¢Ba in sod., 2001).
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2.3.2 Navzkrizna reaktivnost

V¢asih se lahko protitelesa veZzejo tudi s heterolngantigenom, ki ima podoben
epitop kot homologni antigen, proti kateremu sa lplotitelesa proizvedena. Gre za
navzkrizno reakcijo (Madigan in sod., 2003). Nekatskupne epitope imata tull.
synoviaein M. gallisepticum(Berci¢ in sod., 2007). Zato protitelesa proti antigenom
ene vrste tudi navzkrizno reagirajo z antigeni @rwgste, kar je problematio pri
seroloski diagnostiki. Zaradi skupnega gostitafjafinitete do tkiva, je ta problem le Se
vedji (Gurevich in sod., 1995; Kleven, 2003).

O navzkriznih reakcijah mefll. synoviagn M. gallisepticunso pordali Ze Bradley in
sod. (1988), ko je antiserum prail. gallisepticumreagiral z nekaj proteinM.
synoviaeintenzivnejSa reakcija je bila s proteinoma zekalskima masama 53 kDa in
88 kDa. Antiserum proti proteintl. synoviae(sev F10-2AS) z molekulsko maso
41 kDa je reagiral z 42 kDa velikim proteindvtycoplasma iowaéserotip N) (Avakian
in sod., 1992). V raziskavi Gurevicha in sod. (198Kpina proteinoW. synoviagsev
WVU-1853), ki jih z elektroforezo ni bilo moge Iatiti na posamezne pasove in so
zavzemali velikosti od 46 kDa do 52 kDa, niso reagiz antiserumom protM.
gallisepticum Po drugi strani pa je proteM. synoviagF10-2AS) z molekulsko maso
41 kDa (MSPB), katerega velikost pri r&giih sevih variira, navzkrizno reagiral tudi s
serumi proti drugim kokoSjim patogenim bakterijarAvékian in Kleven, 1990;
Bercina, 2002). Antiserum proti P1 adheziMycoplasma pneumonige prav tako
reagiral s 45 kDa velikim proteinom pri Sestih etgh M. synoviae(Lockaby in sod.,
1999), za katerega se je izkazalo, da je elongadgitor Tu (EF-Tu)M. synoviae
(Beri¢ in sod., 2007).

Noormohammadi in sod. (1998) so omenili moznost, jda homologija med
hemaglutininskima genskima druzinanva synoviaein M. gallisepticumposledica
horizontalnega prenosa, ki ga omogdivanje v istem gostitelju. S hibridizacijo so v
genomu M. gallisepticumS6 odkrili regije, ki so podobne gendhA. Primerjava
nukleotidnega zaporedjdhA z zaporedjem pMGAL.7, prekurzorjem hemaglutirivha

gallisepticum S6, je pokazala visoko stopnjo idéntbsti. Primerjava sekvenciranih
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genomovM. synoviae(Vasconcelos in sod., 1995) tht. gallisepticum(Papazisi in
sod., 2003) dodatno potrjuje prenos genov za hartiagle medM. synoviaein M.

gallisepticum

2.4 BAKTERIJSKI RECEPTORJI ZA Fc DEL IMUNOGLOBULINOV

Vezava protiteles na imunogene bakterijske protegirdruge antigene (npr. LPS) je del
specifine obrambe pred vdorom patogenov. Znano pa jendpiStevilne bakterije na
svoji povrsini molekule, ki lahko vezejo Ig razlih razredov, podrazredov in zivalskih
vrst preko Fc dela (Forsgen in Sjoquist, 1966; Kedin 1973). FCR pri bakterijah,
izoliranih iz ¢loveskih vzorcev, bodo imeli ndno afiniteto zaloveske imunoglobuline
in zaradi podobne strukture morda tudi za drugeal§edg. Bakterije, ki so izolirane iz
ptic pa bodo verjetno imele FcR zacpi imunoglobuline (Carlander, 2002). Najbolj
znana FcR sta protein A bakterigaphylococcus aureus protein G streptokokov

skupine C in G. Vezava z raatimi Ig je prikazana v preglednici 2.

Prva sta neimunsko vezavo med Ig in bakterijskirotgini leta 1966 dokazala Forsgen
in Sjoquist pri proteinu A. Pred tem so zaradi vegnisotnih reakcij med proteinom A
in ¢loveskim serumom domnevali, da gre za imunsko fgake da protitelesa proti
proteinu A nastajajo zaradi stalne izpostavljenbatiteriji S. aureusUgotovila sta, da
so s proteinom A reagirali tudi IgG, ki so izhajalimielomske cetine linije. Redukcija
IgG na lahke in tezke verige ter razgradnja s pegmi na Fab in Fc fragment je
pokazala, da Fab del, ki vsebuje tako lahko kotteldte verige, pri vezavi proteina A
ne sodeluje. To pomeni, da pri vezavi IgG s praeimA ne gre za speaifio imunsko

reakcijo. Dokazali so, da se je protein A vezatAragmentom IgG.

Proteina A in G imata wehomolognih ponovitev, ki lahko veZejo Fc del, ai pobene
zaporedne ali strukturne homologije pri ponovitvaled proteinoma. Oba proteina
tekmujeta za vezavo na Fc del, ki je na zglobu @g2lin Cy3 domeno tezkih verig.
Vendar sta néna vezave raztna; vezava s proteinom A poteka predvsem preko
hidrofobnih interakcij, s proteinom G pa preko Jaiih vezi in ionskih interakcij.

Protein G veZe \welgG podrazredov in z ¥ afiniteto kot protein A. Z dolétvijo
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tistih struktur, ki sodelujejo pri vezavi, je mozge izboljSati afiniteto vezavo (Sauer-
Eriksson in sod., 1995).

Preglednica 2 Nespecifina vezava bakterijskih proteinov A in G ter recepetw za Fc del IgM.
synoviaez imunoglobulini razinih Zivalskih izvorov, razredov in podrazredov (kaman in Reynolds-
Vaughn, 1991; Haugland, 2005, pregl. 7.12).

Izvor imunoglobulinov Protein A Protein G FCR pri '\f
Synoviae
Govedo + ++ +)
Macek ++ - (+)
Koko$ - - ++
Pes ++ + (+)
Koza + ++ (+)
Morski prastek + ++ +)
Konj - ++ +)
Cloveski IgG I9Gy, 19G2, 19G, T T +
19Gs - ++
Cloveski IgM, IgA, IgE ++ - NP
Cloveski IgD - - NP
Migji IgG 19G, - t+ ]
Drugi podrazredi ++ ++
Svinja ++ ++ -
Kunec ++ ++ +)
Podgana - + -
Ovca - ++ NP
Legenda: ++ mina vezava, * focna vezava
+ zZmerna vezava, + zmerna vezava
- Sibka vezava ali brez vezave (+) Sibka vezava
- brez veeav

NP ni podatkov
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2.4.1 FcR pri M. synoviae

O FcR priM. synoviaesta prva poréala Lauerman in Reynolds-Vaughn (1991), ko sta
opisala dva FcR. Tudi sicer so p&ab o nespecifinih reakcijah med proteinw.
synoviagn normalnim kokosSjim serumom (Avakian in sod.92%

Lauerman in sod. (1993) so pregledali skupno 77aiae devetih vrst p#ih
mikoplazem, da bi ugotovili prisotnost receptorg Fc del kokosjih IgY. Pri Sestih
vrstah so zaznali po enega ali dva FcR. V pregie@nso prikazane molekulske mase

receptorjev pri posameznih vrstah.

Preglednica 3:Molekulske mase Fc receptorjev pri Sestih vrstagjiptmikoplazem, kot so jih dotili
na podlagi raztinega Stevila izolatov (Lauerman in sod., 1993).

Vrsta Molekulske mase FcR (kDa) St. pregl. izolatov
Mycoplasma synoviae 81,0£2,6in91,6t 2,0 9
Mycoplasma gallisepticum 74,6 1,7in 84,4 1,4 4
Mycoplasma gallinarum 134,8£ 3,4 27
Mycoplasma pullorum 129,9+ 4,4 2
Mycoplasma gallinaceum 124,90+ 3,5 28
Mycoplasma iowae 38,0£7,5in 50, 5,4 2

Receptorje, ki so jih skupaj z drugimi proteini imgtazem po elektroforezi prenesli na
nitrocelulozno membrano, so zaznali z vezavo kjikadgY, ki so jih pridobili iz SPF
(specific pathogen free) kokoSi. Za detekcijo réogpv na M. synoviaeje bilo
potrebno minimalno 2Qig/mL kokosjih IgY, enako kot pri Lauermanu in Relds
Vaughnu (1991).

V raziskavi so Lauerman in sod. (1993) ugotovila Kjub razlenim molekulskim
masam FcR pri razinih sevih ni prihajalo do bistvenih odstopanj, ki gopmenile
uvrstitev katerega seva k drugi vrsti rodilycoplasmaZato so predlagali identifikacijo
FcR kot na&in uvrstitve ptéjih izolatov k posameznim vrstam roddycoplasma
TaksSna identifikacija zahteva 48-urno gojenje v otekn goji€u, ¢emur sledi

identifikacija receptorjev na nitrocelulozni memiica
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Danes je zaradi razvoja PCR identifikadifla synoviaemnogo hitrejSa. Med drugim so
Bercina in sod. (2001) predlagali razlikovanje izolattW. synoviae na podlagi
zaporedij na 5' koncu gendhA, ki omoga@a tudi sledenje posameznim izolatom pri

Sirjenju okuzbe.

Fc receptorja prM. synoviaesta prvé opisala Lauerman in Reynolds-Vaughn (1991).
To je bilo tudi prvo pordilo o receptorju, ki méno veze kokosSje IgY, saj so bili pred
tem poznani le receptorji z o afiniteto za sesge Ig (Forsgen in Sjoquist, 1966;
Kronvall, 1973), ki so jih ze uporabljali za njihmwetekcijo in izolacijo. Dokazala sta
obstoj dveh FcR s pribliznima molekulskima masam@kBa in 90 kDa ter
izoelektrenima takama 5,3 in 4,3. Izpostavitev delovanju proteaz yeicila
receptorsko aktivnost, medtem ka-amilaza nanjo ni imela nobenega vpliva. To

nakazuje glavno proteinsko komponento receptorjev.

FcR sta imela najwgo afiniteto za ptje IgY (zaznali so méno reakcijo z afinitetno
ociséenimi  kokoSjimi 1gY, serumskimi IgY kokosSi, purangoloba in prepelice).
Vezala sta se tudi s segahi IgG. Do manj maéne reakcije je prislo goveskimi IgG,
Sibko so reagirali nekateri afinitetngigéeni IgG mak, psov, krav, koz, konj, morskih
prastkov, zajcev incloveka. Z FcR niso reagirali IgG miSi, prégiin podgan ter IgY
rac in gosi. Preglednica 2 prikazuje vezavo mMRsynoviaez imunoglobulini razlinih

izvorov, poleg sta prikazani tudi vezavi proteirin G z razlgnimi imunoglobulini.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 PRIPRAVA PROTEINOV M. synoviaeZA IDENTIFIKACIJO FcR

FcR pri bakterijiM. synoviaesmo zeleli dokazati z encimskoimunskim testomo zat
bilo potrebno bakterijske proteine med seboj najlo&ti in pripraviti za izvedbo tega

testa.

3.1.1 Mycoplasma synoviae

Zeleli smo identificirati FCR pri sevil. synoviaeULB01B/P4. Ta sev je bil izoliran
leta 2000 iz zgornjih dihal kokoSi iz perutninsk@me v Sloveniji (Betina in sod.,
2001) in je del zbirke mikoplazem v Laboratoriju @akoplazmologijo Oddelka za
zootehniko BiotehniSke fakultete. Sicer je skupapsodnimi sevi dobro préen. Tako
kot npr. F10-2AS imajo ti sevi delecijo sedemingsietih nukleotidov v zaporedju gena
vihA, kjer so s prolinom bogate ponovitve (PRR), kazulgra v krajSem MSPB
proteinu. (Betiina in sod., 2001; Be&ma in sod., 2005; Slavec, 2006; Beérin sod.,
2007; Lavré in sod., 2007). Inkubacija mikoplazem je potekalaprilagojenem
Freyevem goji&u z 12-15 % svinjskega seruma (Be@ in sod., 2001), liza celic in
priprava proteinov za nadaljnjo elektroforezo jéalmpisana predhodno (B&na in
sod., 2005).

3.1.2 NaDS elektroforeza v poliakrilamidnem gelu

Proteine v lizatu M. synoviae ULBO1B/P4 smo [¢ili z enodimenzionalno
poliakrilamidno elektroforezo z natrijevim dodestlfatom (NaDS-PAGE). Ta metoda
omoga@a latitev proteinov na podlagi razho hitrega potovanja molekul skozi

poliakrilamidni gel, ki je posledica razhih molekulskih mas (O'Farrell, 1975).

Vzorec lizataM. synoviaesmo do uporabe hranili na -20 °C. Za izvedbo ebétteze
smo ga redili s PBS pH 7,2 v razmerju 1:2. Pred nanosom nlasge dodali Se
nanasSalni pufer, tako da je znaSalo razmerje medcgm M. synoviaein nanaSalnim

pufrom 3:2. Epico s tako pripravljeno meSanico sthobro zaprli s parafiimom in jo
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segrevali 4 minute na 100 °C. Nato smo v posamesepo nanesli po 50 tako
pripravlijenega vzorca. Na dve stezi smo nanesli idzéicni meSanici standardov za
dolositev molekulskih mas; obe proizvajalca FermentayeRulef” Protein Ladder
(SM0661), ki vsebuje Stirinajst proteinov z razpeonmolekulskih mas od 10 kDa do
200 kDa, ter PageRulét Prestained Protein Ladder (SM0671) s pribliznimi
molekulskimi masami v razponu od 10 kDa do 170.kDa

Elektroforezo smo izvedli po standardnem postodkavii¢ in sod., 2007). Iz 30 %
akrilamid/bis-akrilamida (Sigma, A-3574, ZDA) smajprej pripravili 10 % lgdevalni
gel ter ga vlili med pokaini stekleni plo&i. Prelili smo ga z 1 mL z vodo n&shega n-
butanola. Ko je gel polimeriziral in se strdil, sméutanol odlili in gel dobro sprali z
destilirano vodo. Nato smo nalili Se 4 % nalagael in vstavili glavnik, preden se je
gel strdil. Plo&i z gelom smo prekrili s parafiimom in shranili Yadilniku (na 4 °C)
preko ndi.

Loc¢evanje molekul je s pondm elektroforetskega pufra (250 mM Tris-glicina®A %
NaDS) potekalo v nalagalnem gelu pri 30 mA in 15pnblizno 3 ure ter v Ieevalnem
gelu pri toku 60 mA ter napetostjo 300 V pribliZhar.

3.1.3 Prenos proteinov iz gela na membrano

Po kortani elektroforezi smo t@ene proteine iz poliakrilamidnega gela prenesli na
polivinil difluoridno (PVDF) membrano (Immobilon-Pransfer Membrane, Millipore,
ZDA). Pri tem postopku proteini pod vplivom elektrega polja migrirajo iz gela na
membrano, tako da dobimo enak vzorec proteinovjeédtdil v gelu (Towbin in sod.,
1979).

Metodo smo izvedli po predhodno opisanem postopRaniina in sod., 1999).
Pripravili smo osem filter papirjev in membrano alilosti gela. Stiri filter papirje smo
namaili v pufer za prenos proteinov (EBP = 10 mM CAP$ri-cikloheksamino ena-
propansulfonska kislina — v 10 % metanolu) in jiblgZili na anodno pla®.

Membrano, ki smo jo za nekaj sekund aktivirali W20 metanolu in nato nardio v
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EBP, smo z licem navzgor polozili na filter papiriéanjo smo polozili gel, ki smo ga
predhodno namakali v EBP 5 minut. Membrano smo ®kmea enakem mestu kot gel.
Nazadnje smo nalozili Stiri filter papirje, prepogez EBP. Med nanaSanjem smo med
posameznimi plastmi previdno odstranili @ara mehutke, ki lahko motijo prenos
proteinov. Plasti smo prekrili s katodno ploSn priklopili na elekténo napetost, ki
smo jo dolgili tako, da smo povrSino gela pomnozili z 0,8.re je tekel 1 uro.

Po kortanem prenosu smo tisti del membrane, ki je vsebeval stezo vzorca
proteinovM. synoviaen stezi z referefmimi markerji, odrezali in pobarvali z barvilom
Coomassie briliant blue R-250 (Pharmacia, ZDA),hilgreverili uspesnost prenosa

molekul.

Ostanek membrane smo 30 minut inkubirali v 0,5 %ed@w20-PBS (TPBS), &mer
smo blokirali nezasedena mesta na membrani. Ke ggos$usila, smo jo shranili na
4 °C. Tako pripravljeno membrano smo lahko uporatal encimskoimunske teste, s
katerimi smo ugotavljali reakcije proteind#. synoviaez imunoglobulini in njihovimi
Fc deli.

3.2 PRIPRAVA DETEKCIJSKEGA REAGENTA ZA FcR

Odlaili smo se, da bomo FcR identificirali s potjmreceptorjevih ligandov, kokosjih
IgY oziroma njihovih Fc fragmentov. Da bi iz morebitne reakcije med Fab delom
kokosjih IgY in molekulami na membrani, smo monatidobiti in uporabiti samo Fc
fragment (Lauerman in Reynolds-Vaughn, 1991).

3.2.1 Razgradnja kokosjih IgY s papainom

Vzorec za razgradnjo s papainom so bili kokosji,Igvedhodno izolirani iz japega
rumenjaka z ekstrakcijo s kloroformom v Laboratodp imunologijo in cetine kulture
(Bicek, 2004). Za razgradnjo smo uporabili na agargehimobiliziran papain (Pierce,
20341, ZDA), ki olajSa izolacijo fragmentov razgnaih imunoglobulinov, saj lahko gel
S papainom enostavno odstranimo s centrifugiranj®avnali smo po prilozenih

navodilih.
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Raztopine
= pufer za vzorec: 20 mM natrijev fosfat, 10 mM EDTg% 7,0

» pufer za razgradnjo: 20 mM cistein-HCI v pufru zrec; pH 7,0
= 10 mM Tris-HCI; pH 7,5

Priprava vzorca IgY za razgradnjo

Izhodni vzorec kokoSjih IgY smo najprej dializirglioti pufru za vzorec. Etilen diamin
tetrocetan (EDTA) v tem pufru ima vlogo vezave kwkih ionov, ki lahko negativno
vplivajo na delovanje papaina. IgY smo skonceritrina priblizno 12 mg/mL, kar
ustreza priporgenemu razmerju med encimom in substratom 1:100 YWBuzuki in
Lee, 2004). To smo preverili s predhodno meritafsorbance v spektrofotometru pri
280 nm, iz katere smo dobili podatek za koncerjtrgmioteinov v vzorcu. Pri tem smo
upoStevali, da vrednost absorbance 1,35 ustrezaektnaciji proteinov 1 mg/mL
(Harlow in Lane, 1988).

Razgradnja

Imobiliziran papain (Pierce, 20341, ZDA) smo prexadpremesali in odpipetirali
0,5 mL suspenzije (ta kélna vsebuje 62,hg papaina) v stekleno epruveto. Tik pred
uporabo smo pripravili pufer za razgradnjo, s katesmo uravnotezili imobiliziran
papain. Prisotnost cisteina v pufru je pomembnakt&nost encima, ker je odvisna od
sulfhidrilne skupine. Suspenziji smo dodali 4 mlfrauza razgradnjo, centrifugirali in
odpipetirali supernatant. Postopek smo ponovikridieat in na koncu gel resuspendirali
v 0,5 mL pufra za razgradnjo.

Gelu smo dodali 1 mL meSanice iz 0,5 mL priprawdiga vzorca IgY in 0,5 mL pufra
za razgradnjo. Pustili smo, da je inkubacija tgkieko n@i pri temperaturi 37 °C in pri

mocnem stresanju, ki je potrebno za vzdrzevanje sugjgeNaslednji dan smo reakcijo
zaustavili z dodatkom 1,5 mL 10 mM Tris-HCI| s pHb.7)Jmobiliziran papain smo

odstranili s centrifugiranjem. Supernatant smo itirpri 4 °C za nadaljnjo obdelavo.
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3.2.2 Izolacija Fc fragmentov

3.2.2.1 Imunoafinitetha CNBr kromatografija

Za Ixitev Fc in Fab fragmentov smo izbrali Zze opisanciade (Narat, 2003) za
izolacijo 1gY iz razlenih virov (jagnega rumenjaka, seruma kokosSi, supernatanta
hibridomov). Metoda je primerna tudi zat&vanje s papainom razgrajenih Fab in Fc
fragmentov IgY ¢e imamo ustrezna monoklonska protitelesa (mAb)nbdkilec kolone
(sefaroza), ki ima aktivno skupino cianogen brorf@NBr), smo vezali miSja mAb
3C10/F6, ki speciino vezejo lahko verigo kokoSjih IgY, in torej prepajo epitop v
Fab fragmentu IgY (Bek, 2004). Proizvedena so bila v Laboratoriju zanologijo in

celiéne kulture na Oddelku za zootehniko BiotehniSkeilftake.

Pufri za pripravo imunoafinitetne kolone

= pufer za vezavo: 0,1 M NaHGpH 8,3 + 0,5 M NaCl

= pufer za aktivacijo gela: 1 mM HCI, pH 2-3

= pufer za blokiranje ostalih aktivnih skupin sefao@,1 M Tris HCI, pH 8
= pufer za spiranje pH 4: 0,1 M acetatni pufer, pH@5 M NacCl

= pufer za spiranje pH 8: 0,1 M Tris HCI, pH 8 + @/3INaCl

Priprava imunoafinitetne kolone

Za nosilec smo uporabili s CNBr aktivirano sefar®4® (Sigma, C-9142, ZDA), na
katero smo po navodilih (Pharmacia, 71-7086-00alkdigand za lahke verige kokosjih
IgY. Ligand so predstavljala miSja mAb 3C10/F6,t&ko prepoznavajo epitop v Fab
fragmentu in ne vezejo Fc fragmenta.

Po navodilih iz 1 g suhega gela, na katerega lalkkemo 5 mL protiteles v pripafeni
koncentraciji 5-10 mg/mL, dobimo priblizno 3,5 mlolene. Pripravili smo 1,7 mL
misjih mAb 3C10/F6 v pufru za vezavo s pribliznankentracijo 7 mg/mL in zatehtali
0,342 g gela, ki ustreza prostornini kolone 1,2 (m\).

Gel smo s priblizno 100 mL pufra za aktivacijo gakmakali in spirali na presesalni
buei priblizno 15 minut. Nabrekel in suh gel smo prghesr 1,7 mL miSjih mAb
3C10/F6 in suspenzijo prenesli v kolono, ki smosjrali Se s 6 mL (5V) pufra za

vezavo. Za blokado ostalih aktivnih mest smo kolspeoali z 2,4 mL (2V) pufra za
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blokiranje ostalih aktivnih skupin sefaroze. Gelospremesali in pustili 2 uri pri sobni
temperaturi v tem pufru. Sledili so trije cikli spnja po naslednjem postopku: 6 mL
(5V) pufra za spiranje pH 4,0 in 6 mL (5V) pufrasaranje pH 8. Sledilo je spiranje s
PBS, pH 8,0 (10V).

UspesSnost vezave 3C10/F6 na sefarozo

Z neposrednim encimskoimunskim testom smo preweitavo protiteles na nosilec Se
pred samo izvedbo kromatografije. Odvzeli smaull5ripravljenega gela. Postopek je
potekal na podoben &a, kot je opisan pod tiko 3.3.1 s to razliko, da naj bi bila
protitelesa vezana na gel namesto na membranosmdaest opravili v epruveti. Zato
je bilo potrebno po vsakem koraku centrifugirati odstraniti supernatant. Za
dokazovanje 3C10/F6 smo uporabili kozja protitelgsati y verigi misjih 1gG,
konjugirana s peroksidazo (Sigma, A-3673), ki sihagctili s PBS pH 7,2 v razmerju
1:3000.

Izvedba kromatografije

Vzorec, ki smo ga nanesli na kolono, so bili s jraga razgrajeni kokosji IgY. 50L
vzorca smo shranili na 4 °C za kontrolo. Naneslo shhmL vzorca in spirali kolono z
10V pufra PBS pH 8,0. Frakcije po 1 mL sm@alapobirati takoj, saj se Fc fragment
na kolono ne bi smel vezati. Da bi sprali iz koldregmente Fab ali nerazgrajene IgY,
ki so se lahko na miSja mAb 3C10/F6 vezali prekiokéa verige, smo nadaljevali
spiranje s PBS s padd&m pH. Spiranje smo zeli s pufrom PBS pH 3,0 (3V) in
nadaljevali z PBS pH 2,5 (3V). Zbranim frakcijamaaodali razre¢en NaOH, da smo
ponovno zviSali pH na nevtralno vrednost. Spektmfeter smo umerili s PBS pH 8,0
in pri vseh frakcijah izmerili absorbanco pri 28®.nFrakciji 13 in 17 sta imeli najvisjo
izmerjeno absorbanco, zato smo ju nadalje preveghcimskoimunskim testom &ka

3.3.1) za vsebnost lahkih in tezkih verig.
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3.2.2.2 HPLC kromatografija

Rezultati encimskoimunskega testa so pokazali, ddrakcijah, pridobljenih z
imunoafinitethno CNBr kromatografijo, nismo uspetidgobiti posameznih fragmentov
IgY (tocka 3.3.1). Zato smo se odIb, da izvedemo Se tekmsko kromatografijo z
visoko latljivostjo (HPLC) z dietil aminoetil (DEAE) sefarozpo podobnem postopku
kot Suzuki in Lee (2004). Z izvedbo kromatografj@ nam prijazno pomagali v BIA
Separations d.o.o.

DEAE disk omogoa hiter potek kromatografije. NaneSeni vzorec raggrih kokosjih
IgY (s koncentracijo 6 mg/mL) je bil 2Q0.. Za spiranje smo uporabili pufer A
(50 mM Tris, pH 8,5) in pufer B (50 mM Tris + 1 Magl, pH 8,5). Pretok je bil
3 mL/min, trajanje kromatografije pa 5 minut. V vpminuti je spiranje potekalo s
pufrom A, v drugi in tretji minuti z naragjocim linearnim gradientom NaCl kot
posledica meSanja obeh pufrov (0-40 % pufra Bletvti minuti s 40 % pufrom B in v

peti minuti ponovno s pufrom A. Hkrati je potekaierjenje absorbance pri 280 nm.

3.3 USPESNOST PRIPRAVE Fc FRAGMENTOV KOKOSJIH IgY

Po obeh kromatografijah smo z encimskoimunskimotasDIBA (Bertina in sod.,
2005) preverili tiste frakcije, ki so pri merjenabsorbance pokazale &@ vsebnost

proteinov. Ime testa izhaja iz ¢iaa izvedbe, saj antigen nanesemo na membrano s

pipeto v obliki pike (dot immunobinding assay).

N

N

3. Sekundarno Ab ﬂ|
" i
VAN

7
2. Primarno Ab ) \\‘ ‘ ﬁt
1. Ag 2N )L\ i

(A) Posredni encimskoimunski test (B) Neposredni encimskoimunski test

Slika 5: Shema posrednega (A) in neposrednega (B) encimsksikega testa. Na sliki A je na
nitrocelulozno membrano vezan antigen (Ag) — k&igroteinska molekulac(n trikotnik) ali protitelo
(Ab). Antigen specifino prepozna primarno Ab, na katerega se veze sakomd\b, ki je konjugirano z
encimom peroksidaza. Po dodatku kromogenega stdbgiraueBlue) potée reakcija in razvije se modra
barva. Na sliki B Ag neposredno veZe konjugiranatifglo.
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3.3.1 DIBA po imunoafinitetni CNBr kromatografiji

S posrednim encimskoimunskim testom smo frakcijiid3L7 ter vzorec razgrajenih
IgY, ki ga nismo nanesli na kolono (kontrola) testina prisotnost Fc fragmenta in

cistost frakcij.

Uporabili smo tri trakove nitrocelulozne membrah&C{extra, Sartorius); oztane 1,

2, 3, ki so vsebovale tri kvadratke s povr§ino G12&. Membrane smo najprej 20
minut namakali v destilirani vodi. Na vsakem tradmo na osusSene kvadratke nanesli
po 2 uL vzorca razgrajenega IgY, ki smo ga shranili prechosom na kolono, ter
frakciji 13 in 17. Ko so se vzorci dobro vpili, srmembrane 40 minut inkubirali v
0,5 % TPBS, da smo blokirali nezapolnjena mestao Neno posamezne trakove 45
minut loceno inkubirali v treh razinih primarnih misjih mAb proti kokoSjim 1gY,
redéenih s PBS pH 7,2 (preglednica 4).

Preglednica 4:Primarna miSja monoklonska protitelesa proti kokosgY, ki smo jih uporabili pri testu
DIBA

Oznaka mAb Specifiénost mAb Reditev
CH31 lahka veriga kokosjih 1g (Sigma, C-7910) 1400
4E4/G11 lahka in tezka veriga kokosjih IgY (&k, 2004) 1:10
1F5/3G2 tezka veriga kokosjih IgY; verjetno Fc del (Rej699) 1:10

Opomba: * mAb so bila proizvedena v Laboratoriju za imunojodn celine kulture na Oddelku za
zootehniko BiotehniSke fakultete

Nato smo spirali membrano trikrat po 10 minut v80% TPBS. Sledila je inkubacija s
sekundarnimi protitelesi; s kozjimi protitelesi praniSjim IgG, konjugiranimi s
peroksidazo (Sigma, A-3673), ki smo jih &id1:10000 s PBS pH 7,2. Ponovno smo
dvakrat po 10 minut spirali z 0,05 % TPBS in enkyat10 minut s PBS pH 7,2. Po
dodatku substrata TrueBIU& (Kirkegaard & Perry Laboratories, ZDA) smodpéali
ali se bo razvila modra barva in ustavili reakdjprenosom v destilirano vodo. Glede
na intenziteto in prisotnost obarvanja, smo reakadgndili kot zelo m@&no +++,

mocno ++, manj mono +, Sibko (+) ali negativno -.
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Fo 3. konjugat: kozja protitelesa proti misjim IgG,fjogirana s
peroksidazo (Sigma, A-3673)

//;‘ \\ 2. primarno miSje mAb:
= CH31
/JL\ = 4E4/G11
P

= 1F5/3G2

/‘ ‘\'\\\\ 1. Fab/Fc/IgY iz frakcij 13, 17 in vzorca pred naom na kolono

Slika 6: Shema posrednega encimskoimunskega testa (DIBpjezeerjanje prisotnosti tezkih in lahkih
verig v frakcijah 13 in 17 po imunoafinitetni CNBromatografiji.

3.3.2 DIBA po HPLC kromatografiji

S posrednim encimskoimunskim testom smo na enék kat pri taki 3.3.1 preverili
prisotnost lahkih in tezkih verig IgY v frakcijah i 4. Na nitrocelulozno membrano
smo nanesli po gL nerazredenih in v PBS pH 7,2 reéénih (1:10, 1:20, 1:40) frakcij 3
in 4. Ostalo je potekalo po enakem postopku, kopjsano pri toki 3.3.1.

Dodatno smo z neposrednim encimskoimunskim testoanedili kontrolo speciéine
vezave konjugata A-3673 (Sigma) na proteine v fjakc3 in 4, kot prikazuje slika 7.
Nitrocelulozno membrano z nanesenimac¢ezdma in neretenima frakcijama 3 in 4
smo takoj inkubirali v konjugatu (rédnem s PBS, pH 7,2 1:10000) in nato nadaljevali,
kot je opisano pod t&o 3.3.1.

2. konjugat: kozja protitelesa proti misjim IgG,Hjogirana s
peroksidazo (Sigma, A-3673)

N
l\ 1. frakcija 3 ali 4

Slika 7: Neposredni encimskoimunski test za kontrolo spawfivezave konjugata. Krizec nakazuje, da
mora biti reakcija negativna.
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3.4 IDENTIFIKACIJA RECEPTORJA ZA Fc DEL IgY (FcR)

Za identifikacijo FCR smo izvedli test po princimosrednega encimskoimunskega
testa, kot je opisano pridki 3.3.1. V tem primeru so antigene predstavljaNaDS-
PAGE Iaeni in na PVDF membrano preneseni protéi synoviae(tocka 3.1.3).
Razlika je tudi v tem, da med moznim FcR in Fc mn@gtom kokosSjih IgY nismo iskali
prave imunske reakcije, saj gre za nespauifivezavo.

V preglednici 5 so prikazani izvedeni encimskoinresti. Trakove membran smo
inkubirali v redenih kokosjih serumih ali Fc fragmentu. UporaBiino dva raztina
normalna seruma kokosi, ki niso bilecrtao okuzene M. synoviae Ker sami nismo
uspesno pridobili Fc fragmentov, smo uporabili kocreni Fc fragment (Jackson
Immuno Research, 003-000-008). Hkrati smo izvajeljativho kontrolo, préemer je
postopek potekal enako kot pri inkubaciji s seruffamfragmentom, le da smo
namesto tega membrano inkubirali v PBS, pH 7,24Pmninutni inkubaciji je sledilo
spiranje z 0,05 % TPBS in inkubacija v konjugatu s- peroksidazo konjugiranimi
protitelesi proti kokoSjim IgY. Po nanosu substrataeBlue smo po prvem opaznem
obarvanju prekinili nadaljnji razvoj barvne realkcg prestavitvijo trakov v destilirano

vodo.

Preglednica 5: Shema encimskoimunskih testov za identifikacijo FoiR M. synoviaeULBO1B/P4.
Membrano z Iéenimi proteiniM. synoviaesmo inkubirali v kokoSjem serumu, Fc fragmentuRES
(negativna kontrola). Sledila je inkubacija v prefgsih proti kokoSjim IgY, konjugiranimi s peroliaizo
in nato nanos kromogenega substrata TrueBlue.

St. el! | Inkubacija z/s Redtitev* | Konjugat Red¢titev
kokogjim normalnim serumom  1:50 Kunéjva_ protitelesa_pr(_)ti 1:10000
l. kokosSjim IgY, konjugirana s
PBS, pH 7,2 - peroksidazo (A-9046, Sigma)

Kuncja protitelesa proti Fc delu 1:10000

Fc fragmentom (komercialnirh) 1:115 kokosjih IgY, konjigirana s

Il. kokoSjim normalninserumom 1:50 peroksidazo (Jackson Immuno
PBS, pH 7,2 ) Research, 303-035-008)
Opombe: 1)Stevilki | in Il se nana3ata na dve raalii elektroforezi, iz katerih izhajajo membranski

trakovi z laenimi proteini M. synoviae lzvedeni sta bili z istim vzorcem, a s
¢asovnim presledkom.
2) Uporabili smo seruma dveh kokosi, ki nista bilériao okuzeni 2M. synoviae.

3) Fc fragment (komercialni), Jackson Immuno Resed&@8;000008
4) Za vse reditve smo uporabili PBS; pH 7,2
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4 REZULTATI

4.1 USPESNOST PRIPRAVE Fc FRAGMENTOV KOKOSJIH IgY

Po razgradnji s papainom smo presli nat&y posameznih fragmentov kokosjih IgY in
izvedli imunoafinitetno CNBr in HPLC kromatografij®osamezne frakcije, ki smo jih
pridobili z obema kromatografijama, smo testirai vsebnost lahkih in tezkih verig z

encimskoimunskim testom DIBA.

4.1.1 Testiranje frakcij na prisotnost protiteles po CNBr kromatografiji

Encimskoimunski test smo izvedli samo za frakcBi ib 17, ker sta imeli najé@
vrednost absorbance, izmerjene pri 280 nm. Predaldsmo, da bodo v frakciji 13 Fc
fragmenti, ki se na kolono naj ne bi vezali in dirsorali sprati skupaj s PBS, pH 8,0. V
frakciji 17 naj bi bile prisotne le lahke verige mmorda celotne IgY molekule, ki so se
vezale v koloni na miSja mAb 3C10/F6 proti lahkirarigam kokoSjih IgY (rezultat
neposrednega encimskoimunskega testa v epruvekia(t®.2.2.1), katerega namen je
bil preveriti uspesnost vezave 3C10/F6 na sefarzbjl pozitiven) in se nato sprali
zaradi znizanja pH PBS. Test DIBA je bil zato zasmotako, da bi s pondm misjih
mADb, ki speciftno prepoznavajo lahke ali tezke verige kokoSjih Ig\gotovili
prisotnost Fc fragmentov in lahkih verig v testirarfirakcijah. 1z preglednice 6 so

razvidne prtakovane reakcije med testiranimi vzorci in primarnmisjimi mADb.

Preglednica 6:Zasnova testa DIBA s gakovanimi rezultati.

& Testirani vzorci MiSja mAb proti kokoSjim IgY
trak.u frakcija | frakcija * -
17 13 K Oznaka Speciénost
1 + - + CH31 lahka veriga
2 + - + 4E4/G11| lahka in teZka veriga
3 - + + 1F5/3G2| teZka veriga (verjetno Fc del)

Opombe: ~ kontrola: vzorec kokosjih IgY po razgradnji s papman, ki ga nismo nanesli na
kolono

+ pomeni pozitivno reakcijo, - odsotnost reakcije
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Testirani vzorci Testirani vzorci MiSja mAb proti kokoSjim IgY
fr17 .13 K fr. 17 fr. 13 K Oznaka Specitnost
4 -~ +++  (+) + CH31 lahka veriga
n L
ey +++  (+) + 4E4/G11| lahka in tezka veriga

|

f'.‘r‘ +++  (+) + 1F5/3G2| tezka veriga (Fc del)

Slika 8: Rezultati testa DIBA za frakciji 13 in 17, pridggriih s CNBr kromatografijo. Frakciji 13, 17 ter
kontrolo (K — vzorec s papainom razgrajenih koko3gY, ki ga nismo nanesli na CNBr kolono) smo
inkubirali v treh razkinih misjih mAb, ki specifino prepoznavajo lahke ali teZzke verige kokosjih.1§6
inkubaciji v konjugatu in dodatku substrata TrueBemo glede na intenziteto in prisotnost obarvanja
reakcijo opredelili kot: zelo nimo +++, m@&no ++, manj méno +, Sibko (+) ali negativno -.

Iz slike 8 je razvidno, da smo pri vseh treh tesiin vzorcih dobili pozitiven rezultat.
To smo seveda giakovali le pri kontroli; vzorcu kokosjih IgY, ki smjih razgradili s
papainom, a ga nismo nanesli na imunoafinitetnomiatografijo in je Se vedno
vseboval Fc, Fab fragmente ali celotno IgY. Tak&sultat pomeni, da frakcije 13 ni
bilo mogase uporabiti v nadaljevanju, saj ni vsebovéitega Fc fragment&e bi bilo
tako, bi bila reakcija pozitivna le z misjimi mAbF3/3G2, vendar je bil rezultat
pozitiven tudi s CH31, ki se veze na lahko verigdsSjih imunoglobulinov. Poleg tega
frakcija 17 vsebuje weimunoglobulinov ali njihovih delov, saj so reakcinnogo bolj
intenzivne kot pri frakciji 13.

4.1.2 lzolacija Fc fragmentov s HPLC kromatografijo

Zaradi slabih rezultatov pri ¢evanju fragmentov kokosjih IgY z imunoafinitetno BN
kromatografijo, smo se odih IgY, ki smo jih razgradili s papainom, ¢di Se na drug
nain. Prijazno so nam pomagali v BIA Separations al,okjer so izvedli HPLC
kromatografijo z DEAE diskom.

Elucijski profil s papainom razgrajenih IgY smo rperjali z rezultati podobne
kromatografije, ki sta jo izvedla Suzuki in Lee Q2). Pri merjenju absorbance
(280 nm) sta dobila tri vrhove z &je vsebnostjo proteinov. Pri njiju se je izkazala,
so v prvem vrhu Fab fragmenti, v drugem meSanidaifrdc fragmentov ter v tretjiem

vrhu samo Fc fragmenti IgY.
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Slika 9: Elucijski profil po HPLC kromatografiji. Kromatodiiga je potekala 5 minut. Od 1-5 so ozeai
posamezni vrhovi. Spiranje je potekalo z n&@€im linearnim gradientom NaCl, ki je nastal kot
posledica meSanja pufra A (50 mM Tris, pH 8,5) ifra B (50 mM Tris + 1 M NaCl, pH 8,5) kot
prikazuje linearndrta :

- v 1. minuti: 100 % pufer A,

- v 2.in 3. minuti: 0-40 % pufer B,

- v 4. minuti: 40 % pufer B,

- v 5. minuti: 100 % pufer A.

Na nasem elucijskem profilu smo oziiapet vrhov, izmed njih so vrhovi 1, 3 in 4
najizrazitejSi po vsebnosti proteinov. Sklepali srda je vrh 1 vseboval Fab fragment,
medtem ko bi v vrhu 3 in 4 lahko bil Fc fragmenu£8ki in Lee, 2004).

Zato smo s testom DIBA testirali frakciji 3 in 4pgiobno kot je opisano podctm
3.3.1.

4.1.2.1 Testiranje frakcij na prisotnost protiteles po HPkit@matografiji

V preglednici 7 so predstavljeni rezultati encimskionskega testa DIBA za frakciji 3
in 4, v katerih bi se naj po uspesntitei pojavili Fc fragmenti. Edini pozitiven rezutta
a spet z vsemi misjimi mAb, smo dobili pri frakcdi kjer smo piakovali pozitivho

reakcijo samo z 1F5/3G2.
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Preglednica 7:Rezultat testa DIBA za frakciji 3 in 4 po HPLC kratagrafiji s papainom razgrajenih
kokogjih 1gY.

Redtitev frakcij s PBY Konc. 1:10 1:20 1:40
Misja mAb proti kokoSjim IgY
Oznaka | Specitnost
CH31 lahka veriga - - - - |
4E4/G11| lahka in teZka veriga - - - - i:_%
1F5/3G3| tezka veriga (Fc del) i i i - e
CH31 lahka veriga + - - - T
4E4/G11| lahka in tezka veriga + - - - é':
1F5/3G3| tezka veriga (Fc del) + - - - i
Opombe: + = pozitivna reakcija

- = negativna reakcija
Za detektiranje vezanih mAb smo uporabili konjugaB8673, Sigma
(kozja protitelesa proti misjim 1gG, konjugirana peroksidazo). Z
neposrednim encimskoimunskim testom smo predhodeeefli, da se
ta konjugat ne veze z IgY.

Konjugat (Sigma, A-3673), ki smo ga uporabili pncenskoimunskem testu, se ne veze
neposredno in nespecifio na kokoSje IgY, tako da to ni razlog za vse oz

reakcije, ki smo jih zaznali pri frakciji 4.
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4.2 IDENTIFIKACIJA Fc RECEPTORJA V PROTEINSKEM PROFILW.

synoviae

Na sliki 10 lahko vidimo profil proteinoWl. synoviadJLBO1B/P4, ki smo ga dobili po
locitvi proteinov z NaDS-PAGE in prenosu na membramfocak smo inkubirali v

kokoSjem serumu.

STEZE
1 2 3 4

molekulska masa
(refererdni marker 1)

120 kD

100 kD
85 kDa

70 kDa
60 kDa

50 kDa

40 kDa

T Ir

Slika 10: Profil proteinovM. synoviae(ULBO1B/P4) na membrani po elektroforezi in idékécija
receptorjev za Fc del IgY s porfjo kokoSjega normalnega seruma. Na gel so bili amie stezi 1 in 2:
lizat celicM. synoviaesteza 3: referemi marker 1 (PageRulBf Protein Ladder, Fermentas, SM0661);
steza 4: referemi marker 2 (PageRulBf Prestained Protein Ladder, Fermentas, SM0671; kulske
mase si sledijo od rdega pasu navzgor: 72 kDa, 100 kDa in 130 kDa). Mand s stezami 2-4 je bila
barvana z barvilom Coomassie briliant blue R250nemno s stezo 1 smo inkubirali v kokoSjem
serumu, retenem s PBS pH 7,2 v razmerju 1:50 in nato v kortjugkurgja protitelesa proti kokoSjim
IgY, konjugirana s peroksidazo; A-9046, Sigma).Kéacu smo dodali kromogeni substrat TrueBlue. Na
levi strani sta s péfcama ozné&ena proteina, ki sta reagirala z 1gY iz kokoSjegausia in bi lahko glede
na molekulsko maso predstavljala Fc receptorja.

Pri inkubaciji s kokoS§jim serumom se je obarvald pasov. Na sliki 10 sta s pitigo

oznaena le dva proteinkl. synoviae Glede na pozitivnho reakcijo s kokosjimi IgY in
molekulski masi obeh proteinov, ki ustrezata pkidi 85 kDa in 90 kDa smo sklepali,
da bi to lahko bila predhodno opisana Fc receptdgndarle ni povsem jasno, ali gre

za vezavo med tema dvema proteinoma preko Fc bldeka kokosjih IgY.
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Trak membrane, ki smo ga inkubirali v PBS namest@retitelesih, sicer pa v
nadaljevanju izvedli enak encimskoimunski test, Jetopisano pod sliko 10, se ni
obarval. Torej se konjugat (k&a protitelesa proti kokosjim IgY, konjugirana s

peroksidazo; A-9046, Sigma) niso vezala neposrednaroteinéM. synoviae

STEZE
1 2 3 4 5

molekulska masa
(refererdni marker 1)

«— 120 kDa
r— ' <— 100 kDa
— - 3 <— 85kDa

e L
W — <— 70kDa
- . <— 60 kDa
e <— 50 kDa

Slika 11: Profil proteinovM. synoviae(ULB 01B/P4) na membrani po elektroforezi in idékécija
receptorjev za Fc del IgY s poljo Fc fragmenta. Vzorci, teni z NaDS-PAGE: steza 1: refeten
marker 2 (PageRul® Prestained Protein Ladder, Fermentas, SM0671jizréb molekulske mase si
sledijo od rdeéega pasu navzgor: 72 kDa, 100 kDa in 130 kDa); ast@z referetni marker 1
(PageRule? Protein Ladder, Fermentas, SM0661); steze 3-%t leelic M. synoviae Membrana s
stezami 1-3 je bila barvana z barvilom Coomasslabt blue R250. Membrano s stezo 4 smo inkubirali
v kokosjem Fc fragmentu (Jackson Immuno Resear@B,000-008, retenem s PBS pH 7,2 1:115) in
membrano s stezo 5 v kokoSjem serumu¢eadm s PBS pH 7,2 v razmerju 1:50. Nato smo membran
stezama 4 in 5 inkubirali v konjugatu (Kkia protitelesa proti Fc delu koko§jih IgY, konjtama s
peroksidazo; Jackson Immuno research, 303-035i808)pdali kromogeni substrat TrueBlue. Konjugat
se ni vezal neposredno na proteihesynoviae

Iz prejSnjih rezultatov je razvidno, da nismo uspeidobiti (Cistega) Fc fragmenta, ki
bi ga lahko uporabili za identifikacijo, zato sm@owabili komercialneggJackson
Immuno Research, 003-000-008).

Na sliki 11 je na stezi 4 viden nekoliko SirSi p#&s,je reagiral z Fc fragmentom.
Posledéno bi se iz te reakcije dalo sklepati, da gre zadeeptor. Morda gre celo za
dva proteina z molekulsko maso okoli 80 kDa (8Z4B%a). Lauerman in sod. (1993)
porctajo, da lahko pri daljSem hranjenju pripravida synoviaepride do izgube enega

ali obeh receptorjev.
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KokoSji serum je reagiral z weproteini, in sicer je viden pas z velikostjo 10D&k
glede intenzivnosti reakcije izstopata SirSa pasiwag 80 kDa in 50 kDa.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Vse vrste v zivalskem kraljestvu so razvile obramisisteme za zé&$o pred vdorom

tujin snovi in patogenih mikrobov in v sploSnemimunski sistem pri pticah enak
imunskemu sistemu sesalcev. Proti imunogenim proteipatogenih mikroorganizmov
tako ptice kot sesalci tvorijo protitelesa. Glagerumski protitelesi sta IgG pri sesalcih

in njegov homolog IgY pri pticah (Warr in sod., B3Zarlander, 2002).

Mycoplasma synovige patogena bakterija, ki pri kokoSih in puranitlgpsto povzréa
kronicne okuzbe. Predvidevajo, da bi to lahko bilo powneza spremenljivostjo glavnih
imunogenih povrsSinskih proteinov, kot sta MSPA irSRB, kar naj bi omogalo
izogibanje humoralnemu imunskemu odzivu in posieali vztrajanje bakterije v
gostitelju. Vloga FcR, ki so bili dokazani tudi mtugih vrstah mikoplazem, pri sami
patogenezi ni razjasnjena (Lauerman in sod., 1988kaby in sod., 1998; Kleven,
2003).

Tudi Stevilne druge bakterije imajo na svoji pomrsproteine, ki neimunsko vezejo
protitelesa preko Fc dela. V glavhem gre za preteki imajo sposobnost vezave
sesatjih IgG. Eden najbolj znanih je protein A pri balifieStaphylococus aurepki je
Siroko uporabljen v encimskoimunskih testih in zalacijo sesalih 1gG kot ligand pri
afinitetni kromatografiji.

Podobno kot zgoraj omenjeni bakterijski FCR, kiejeZsesalje IgG, bi lahko bili tudi
mikoplazemski FcR, ki vezejo IgY, uporabni za nybodetekcijo in izolacijo. Oba
predhodno odkrita FCR phNl. synoviaesta m@no reagirala z Fc delom kokosjih IgY.
Ceprav so bili Stevilni imunski testi zasnovani lg&, pa so ravno tako ali e bolje
uporabni za IgY. Z njihovo uporabo se je naimrenozno izogniti lazno
pozitivnim/negativnim rezultatom, kot se to doggja uporabi IgG, za kar je veliko
vzrokov v razlénih lastnostih Fc delov (Lauerman in Reynolds-Vaygtf91; Tini in
sod., 2002; Narat, 2003).
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Za identifikacijo FcR priM. synoviaesmo izbrali kokoSje IgY, ki se nino vezejo z
FcR preko Fc dela. Da bi izl morebitne specifine oziroma imunske reakcije, ki jih
posreduje Fab del protiteles, smo morali uporadatino Fc del IgY. To smo Zeleli
dosei z razgradnjo kokoSjih IgY s papainom. Ta encinpicea pregibu protitelesne
molekule tako, da nastaneta dva Fab fragmenta iinagment. Kot druge moznosti za
dokaz nespecifhe vezave bi lahko uporabili tudi neimunski seruokds$i, ki ni bila
nikoli v stiku s zM. synoviaeali celo kokoSja monoklonska protitelesa, ki secina

samo za en antigen, ki ne pripddasynoviae

Po delovanju papaina smo produkte nanesli na CRtrazo, v katero smo kot ligand
uspesno vezali miSja mAb proti lahki verigi kokbSjgY (3C10/1F6). Merjenje
absorbance pri 280 nm je pokazalo najviSjo vsebpageinov v frakcijah 13 in 17. V
frakciji 13 smo prtakovali samo Fc fragmente, ki se ne vezejo na 3AFBin se
sperejo iz kolone. V frakciji 17, ki smo jo dobjlo spiranju s pufrom PBS pH 2,5, smo

pricakovali Fab fragmente.

Rezultati encimskoimunskega testa DIBA pa so pdkdraga’e (slika 8). Obe frakciji
(posebno méno frakcija 17 in zelo slabo frakcija 13) sta zmséremi uporabljenimi
misjimi mAb proti posameznim verigam kokosjih 1gXCK31, ki veze lahke verige;
4E4/G11, ki veze lahke in teZke verige; 1F5/3G2ekie tezke verige; verjetno Fc del)
pozitivno reagirali. 1z teh rezultatov je razvidnda nismo pridobilicistega Fc
fragmenta, ki bi ga lahko uporabili. Najverjetnejgarazlaga, da se IgY niso uspesno
razgradili in da so bili kot produkti poleg Fab k¢ fragmentov predvsem prisotne Se
cele molekule IgY. NeuspesSno razgradnjo podpird tejstvo, da se vzorec med
razgradnjo zaradi tehimih tezav ni vesas mesSal, kar je pomembno za vzdrZzevanje

suspenzije uporabljenega — na agarozo vezanegaatpa

Vseeno smo Se enkrat, a spet neuspesno, poskaaditaii cisti Fc fragment; tokrat s
HPLC kromatografijo, ki so nam jo pomagali izvesBIA Separations d.o.0. Morali bi
izvesti NaDS-PAGE, da bi ugotovili uspesnost cep#vapainom. V nadaljevanju smo

tako uporabili komercialni Fc fragment.
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Lizat celicM. synoviaeULB0O1B/P4 smo do uporabe shranili na -20 °C. Upibramo

ga za izvedbo NaDS-PAGE zaciev proteinov, ki smo jih nato prenesli na
membrano. Na slikah 10 in 11 lahko vidimo profitéaih proteinov po NaDS-PAGE in
prenosu na membrano, ki smo jih obarvali s Coonadsdiant blue. KaZze, da so v
obmaju molekulskih mas, kjer pfakujemo FCR, m@éno izrazeni nekateri proteini.
Ber¢i¢ in sod. (2007) so pri izolatu, ki je soroden nagemolcili N-terminalna

aminokislinska zaporedja nekaterih proteinov z ikakkimi masami od 78 kDa do
90 kDa. Tako so identificirali proteina z molekulsla masama priblizno 78 kDa, ki sta
lipoprotein (LP78) in PdhD (dihidrolipoamid dehidenaza). Molekulsko maso okoli
82 kDa imata elongacijski faktor EF-G in protein j& verjetno lipoprotein, proteina z
velikostjo okoli 85 kDa sta verjetno lipoprotein R85) in protein PtsG. Proteina z
molekulsko maso okoli 90 kDa niso uspeli identifati. 1z tega je razvidno, da je lahko
posamezen pas proteinov ha membrani vsebovalazdicnih proteinov, ki komigrirajo

v gelu pod vplivom elekt¢éhega toka.

Reakcija med proteirivl. synoviadULB01B/P4 ter kokoSjimi IgY je prikazana na sliki
10. Uporabili smo serum kokosi, ki ni biladgnano okuzena M. synoviadan zato naj ne
bi vseboval speciénih protiteles. Lepo sta vidna ozka pasova proteino
molekulskima masama, katerih vrednosti lahko ocenima okoli 80/85 kDa in 90 kDa,
ki sta reagirala z IgY. Na podlagi molekulskih miagko sklepamo, da sta FcR.
Podobne rezultate so pri sorodnem sevu (ULBO2/B#)lidv raziskavi tudi Befi¢ in
sod. (2007), saj sta kokosSje IgY pri njih vezalatpma s priblizno velikostjo 85 kDa in
90 kDa. Domnevali so, da bi bilo N-terminalno ankistinsko zaporedje mozno
dolcciti, ¢e bi te proteine najprej izolirali z afinitetno knatografijo z IgY kot
ligandom. S strani Lauermana in sod. po letu 198&alinje prodevanje FcR, kot je

npr. dol@anje aminokislinskega zaporedija, némtekalo (Lauerman, 2005).

ULBO1B/P4 in ULB02/P4 sta sorodna seva, medtem kkd.auerman in sod. (1993)
dokazali, da lahko med raatimi sevi prihaja do variacij v velikosti FCR, icer so

njihovi rezultati pokazali, da je molekulska mashata od 78,4-83,6 kDa ter 89,0-
93,0 kDa. Opazna razlika je bila npr. med molekatskmasama FcR pri sevih F10-
2AS in WVU 1853, ki se nahajata okoli 80 kDa. Vdimedni raziskavi sta Lauerman in
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Reynolds-Vaughn (1991) pviokarakterizirala FCR pi. synoviagin sicer pri sevu
F10-2AS. Za FcR s priblizno velikostjo 80 kDa stdadila izoelektréno tatko (pl) 5,3

in za protein s priblizno velikostjo 90 kDa pl 4,%endar po drugi strani v
sekvenciranem genomMl. synoviae53 (Vasconcelos in sod., 2005) ni gena, ki bi
kodiral protein z molekulsko maso priblizno 90 kidankrati tako nizko pl, kar se lahko
predvidi iz genskega zaporedja z obstoe orodji na internetu

(http://www.expasy.org/tools/).

Primer proteina, ki ima razino molekulsko maso pri razhih sevih je tudi MSPB
(Avakian in Kleven, 1992; Bema in sod., 2001). Za sev ULBO1B/P4 je iz prejsniji
raziskav razvidno, da ima protein MSPB nekoliko fgarmolekulsko maso (priblizno
40 kDa) kot tipski sev WVU 1853 (priblizno 45 kD@ertina in sod., 2005; B&KE in
sod., 2007; Lavdi in sod., 2007). To je posledica delecije sedentdgsetih
nukleotidov na 5' koncu zaporedja gewi@A, kjer se nahajajo s prolinom bogate
ponovitve, in je razlog za variacijo velikosti teg@ateina pri raztinih sevih (Betiina in
sod., 2001).

Prej omenjena proteina izolata ULB02/P4 s priblizmolekulsko maso 85 kDa in
90 kDa sta reagirala tudi s kozjimi IgG (Ber in sod., 2007). Tudi iz raziskave
Lauermana in Reynolds-Vaughna (1991) je razvidmaostd FCR Sibko reagirala tudi z
IgG kunca ali koze (preglednica 2). Kij protitelesa proti kokosjim IgY, ki so bila
konjugirana s peroksidazo in smo jih v posrednegineskoimunskem testu (slika 10,
11) uporabili za detekcijo IgY, vezanih na proteie synoviaeULBO1B/P4, se na
mikoplazemske proteine niso vezala neposredno.j Teakcije, ki so vidne na slikah
10 in 11, niso posledica neposredne vezave korgugat proteineM. synoviae
ULBO01B/P4.

Znano je tudi, da lahko nekatere vrste mikoplazeejo tudi pragje 1gG iz goji€a,
kar je v encimskoimunskih testih vidno kot reakd{@onij s konjugatom, ki detektira
prastje IgG (Bertina, 2002). To sposobnost imajocitoo tudi sevi, sorodni
ULBO1B/P4, saj so Bér¢ in sod. (2007) ugotovili, da je med proteini v fito M.
synoviae(na mestih 52 kDa in 85 kDa) prisotna tudi teZlesiga svinjskega IgG, ki
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izhaja iz seruma v gojii. Po drugi strani Lauerman in Reynolds-Vaughn {399

porctata, da se pragi IgG ne vezejo z FcR.

Za identifikacijo FcR (glede molekulske mase) srporabili komercialni Fc fragment,
zaradicesar je mozno izlti imunske reakcije s FcR, ki bi jih lahko posredbFab del
kokosjih IgY. Rezultat reakcije med Fc fragmentommikoplazemskimi proteini (slika
11) je na membrani viden bodisi kot nekoliko Spés s priblizno molekulsko maso 82-
85 kDa bodisi bi lahko Slo celo za dva proteina. Ma synoviaeje zn&ilno
spremenljivo izrazanje proteinov (Begna, 2002; Beti¢ in sod., 2007) in morda velja
to tudi za FcR. Kaze, da je eden od obeh FcR skaxi Lauermana in sod. (1993)
Sibkeje izraZzen kot drugi. Po drugi strani so Lauwam in sod. (1993) pokali, da lahko

pride do izgube FCcR med hranjenjem pripravkasynoviae

Poleg tega, da smo eno membrano &emami proteini M. synoviae ULBO1B/P4
inkubirali z Fc fragmentom, smo drugi trak membrankubirali tudi v kokoSjem
normalnem serumu (slika 11). Nismo uporabili istrusn kot predhodno (slika 10),
vendar tudi za tega velja, da kokoS ni bil&rt@ okuzena M. synoviaelgY iz tega
seruma so reagirala s proteinom z velikostjo okO kDa, po intenzivnosti reakcije
izstopata tudi pasova okoli 50 kDa in 80 kDa.

Mozno je, da so to imunogeni proteMi synoviagki so reagirali s specéinimi IgY iz
seruma kot posledica velike razsSirjenosti okuzb& synoviae Kot imunogena proteina
sta priM. synoviaenajbolj poznana MSPB in MSPA (Noormohammadi in.s@897).
MSPB je pri ULBO1B/P4 velik okoli 40 kDa (Beéma in sod., 2005; Bér¢ in sod.,
2007; Lavrt in sod., 2007) in MSPA okoli 50 kDa (B&t in sod., 2007).

Mozne so tudi navzkrizne reakcije med spénifni serumskimi IgY proti nprM.
gallisepticum Ze Bradley in sod. (1988) so poadi, da zlasti proteindl. synoviaez
molekulsko maso 53 kDa in 88 kDa reagirata s et protiM. gallisepticum Pri
tem protein s 53 kDa ni MSPA, kaijti pri testu Hlprihajalo do tovrstnih navzkriznih
reakcij. Tudi Beti¢ in sod. (2007) so ugotovili, da nekateri proteihi synoviae(z
molekulskimi masami 70, 75, 82, 90 in 110 kDa) memg tudi s kuwjimi protitelesi
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proti M. gallisepticum Vendarce vezejo FcR tudi kufe 19G (Lauerman in Reynolds-
Vaughn, 1991), je morda lahko kateri od teh pratei82, 90 kDa) tudi FcR.

5.2 SKLEPI

= Pri M. synoviaese FcR nahajajo med molekulskimi masami nekje c8@BRDa.
Izolat ULBO1B/P4 ima v& macno izraZzenih proteinov ravno v tem obsegu

molekulskih mas, Se zlasti med 80-85 kDa.

= Z1gY iz kokoSjega seruma sta reagirala protéihasynoviaeULBO1B/P4, ki
imata molekulski masi okoli 85 kDa in 90 kDa. Ta serjetno FcR.

= Fc fragment koko§jih IgY se je pri izolatu ULBO1B/Rezal na protein(a) z

molekulsko maso okoli 82-85 kDa.

= Kokosji serum je reagiral z ¥gasovi proteinov na membrani kot Fc fragment.
Molekulske mase teh proteinov so podobne tistimigimom, za katere potajo,
da so imunogeni piM. synoviaeali da navzkrizno reagirajo s serumom piti
gallisepticum Zato je moge, da so bili v serumu prisotni speéifi IgY proti

kateri od teh patogenih bakterij, ki so zelo rgese.
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6 POVZETEK

Imunski odziv je pri pticah podoben kot pri sedaldY odziv na vdor mikrobov tvorijo
proti njihovim imunogenim proteinom protitelesa,destojijo iz Fab in Fc dela, ki jih je
mozno med seboj &iti z razgradnjo s papainom. Fab del se neposrediz® na
antigen, medtem ko ima Fc del druge efektorske dijmkki pospesujejo fagocitozo.
Glavno serumsko protitelo pri kokoSih je IgY, kiraplja podobno funkcijo kot sesdl
IgG. Tudi na vdor bakterijdlycoplasma synoviakokoSi reagirajo s tvorbo protiteles
(Avakian in sod., 1992; Warr in sod., 1995; Narasod., 1998; Vozelj, 2000).

Nekatere bakterije imajo na svoji povrSini molekute lahko vezZejo imunoglobuline
preko Fc dela. Protein AS{aphylococcus aureusn protein G (nekateri streptokoki
skupine C in G) vezeta se§al IgG neimunsko, vendar ne vezeta kokoSjih
imunoglobulinov. PriM. synoviaeso odkrili dva Fc receptorja (FCR) z molekulskima
masama, ki pri razinih sevih variirata (8% 2,6 kDa in 9% 2,0 kDa) in sta zrdna za

to vrsto mikoplazem (Lauerman in sod., 1993; S&tréesson in sod., 1995).

Za identifikacijo Fc receptorjeM. synoviaeULBO1B/P4 smo kot ligand uporabili Fc
fragment kokosjih 1gY. Vzorec proteindd. synoviaeULBO1B/P4 smo lsili z NaDS-
PAGE in jih iz gela prenesli na membrano, kar je ogadilo izvedbo
encimskoimunskega testa. Razlika je seveda v temmisimo iskali imunske reakcije
med IgY in bakterijskimi molekulami na membrani, @ak smo zeleli odkriti, kateri
proteini vezejo neimunsko samo Fc del kokoSjih Ighato smo IgY razgradili s
papainom in vzorca s produkti te reakcije naneslkoloni za imunoafinitetno in HPLC
kromatografijo za léitev Fc in Fab fragmentov. Z encimskoimunskim testDIBA
smo testirali frakcije, za katere se je z merjenjabsorbance izkazalo, da imajo

najvetjo koncentracijo proteinov.

Rezultati so pokazali, da nismo uspeli izolirati fragmenta. Razlogi za neuspeh so
verjetno v neuspesni oziroma delni razgradnji sapapn, kar bi lahko potrdilice bi
produkte razgradnje édi z NaDS-PAGE.
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Zato smo za nadaljnjo identifikacijo FCR uporalktimercialni Fc fragment kokosjih
IgY. Pri poskusu identifikacije Fc receptorjev pfi synoviaeULBO1B/P4 s kokosSjim

serumom smo domnevali, da sta proteina, ki stanaagpri priblizno 85 kDa in 90 kDa
ustrezna Fc receptorja. Pri inkubaciji s komeramli-c fragmentom smo ugotovili
reakcijo proteinov z molekulsko maso priblizno &Kba. Zelo verjetno je, da so ti
proteini pravi FcR pri sevu ULBO1B/P4.
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