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Celem pracy bylo okreslenie absorpcji i katabolizmu siarowych przeciwcial klasy M
u jagniqt przy wykorzystaniu IghmA2 — antygenowego znacznika tanicuchow cigzkich im-
munoglobulin IgM. Badaniami objeto 51 jagniqt plenno-mlecznej owcy koludzkiej, ktore
po urodzeniu wypily siare wlasnych matek, zawierajqcq immunoglobuliny klasy M. Obser-
wowano pojawienie sie i zmiany poziomu badanych biatek w surowicach krwi potomkow
od chwili urodzenia do wieku dwoch miesiecy. Kolejne proby krwi uzyskiwano od nowo-
rodkow przed piciem siary, 24 h pozniej, a nastgpnie w 14., 28., 42. i 60. dniu zycia jag-
nigt. Obecnos¢ biatek z epitopem IghmA2 w surowicy krwi oraz w siarze wykrywano przy
uzyciu alloprzeciwcial anty-IghmA2, stosujgc test podwdjnej immunodyfuzji w zelu agaro-
wym (TPI). O zmianach poziomu badanych immunoglobulin wnioskowano na podstawie
porownania sily reakcji i polozenia linii precypitacyjnych dla kolejnych prob. Absorp-
cja siarowych IgM u badanych jagnigt nastgpila w ciggu pierwszej doby zZycia. Rozpad
wchlonigtych przeciwcial rozpoczgl sie i przebiegatl u wiekszosci oseskow przed 14. dniem
zycia, a u 8 jagniqt nastgpit w tym czasie catkowity zanik matczynych IgM. Czes¢ z tych
Jjagniqt nie wytwarzata wlasnych przeciwcial z epitopem IghmA2, a czes¢ rozpoczela ich
wytwarzanie dopiero po catkowitym zaniku immunoglobulin siarowych. U tych ostatnich
wlasne immunoglobuliny klasy M pojawialy sie we krwi dopiero w 3. lub 4., a nawet 5. lub
6. tygodniu zycia i utrzymywaly si¢ w krwiobiegu do chwili zakohczenia doswiadczenia.
Uzyskane wyniki wskazujq, ze stopniowo rozwijajqca sie biosynteza wlasnych immunoglo-
bulin M nie jest w stanie uzupelnic¢ ubytkow/braku degradowanych przeciwciat siarowych
przez dlugi nieraz czas. U niektorych jagnigt obnizony poziom IgM odnotowywano juz
w 14. dniu i (nadal) w 42. dniu zZycia. Takie czasowe niedobory bialek odpornosciowych
mogq by¢ przyczyng zwigkszonej podatnosci na roznorodne infekcje, typowe dla jagnigt w
pierwszych tygodniach ich odchowu. Marker antygenowy IghmA2 wydaje sie by¢ uzytecz-
ny w badaniach wystgpowania siarowych przeciwciat IgM w organizmach rozwijajqcych
sig jagnigt, a zatem moze by¢ pomocny w ocenie ksztaltowania sie nabytej odpornosci
przeciwciatowej u owiec.

Immunoglobuliny klasy M sa podstawowymi Ig w pierwotnej odpowiedzi odpor-
nosciowej typu humoralnego, a takze — ze wzglgdu na pentameryczng forme czastecz-
ki — odgrywaja istotng role¢ w aktywacji uktadu wigzania dopeiniacza. Mimo Ze sg naj-
wczesniej syntetyzowang w rozwoju osobniczym grupg bialek odpornosciowych, to
w chwili urodzenia nie wystepuja jeszcze w organizmach jagniat; produkcja wlasnych
IgM rozpoczyna si¢ najwcze$niej w 1-2 tygodniu zycia (Deptuta i Buczek, 1998).
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Cala pule przeciwciat (tacznie z IgM) noworodki otrzymujg zatem z siarg i to siaro-
we Ig stanowig w pierwszym okresie Zycia o poziomie odpornosci przeciwzakazne;.
Istnieje wyrazna wspoétzaleznos¢ pomigdzy poziomem IgM w surowicy cigzarnych
matek a ich zawarto$cia w dostepnej dla oseskdw siarze; w wydzielinie gruczotu
mlekowego owcy immunoglobuliny te stanowia okolo 5% biatek odpornosciowych
(Hurley i Theil, 2011). Podobnie jak przeciwciata innych klas, w pierwszych kilku-
dziesieciu godzinach zycia sg absorbowane z wypitej siary i przenikaja do krwiobiegu
noworodkdéw zwierzat przezuwajacych na drodze pinocytozy. IgM sa szybko metabo-
lizowane ze wzgledu na stosunkowo krotki, kilkudniowy okres pottrwania (Watson,
1992; Szulc i Zachwieja, 1998). Szybka degradacja siarowych immunoglobulin klasy
M moze prowadzi¢ do zaostrzonych objawow niedoborow fizjologicznych tych prze-
ciwciat w rozwijajacych si¢ organizmach.

Znaczenie tej grupy biatek odpornosciowych w pierwotnej odpowiedzi immuno-
logicznej czy w przebiegu apoptozy komodrkowej (jako przeciwciata wielospecyficz-
ne) sktania do podjecia obserwacji pojawienia si¢, obecnos$ci i degradacji IgM, przy-
swajanych z siary owiec przez oseski.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie absorpcji i katabolizmu siarowych prze-
ciwciat klasy M u jagniat przy wykorzystaniu antygenowego znacznika faficuchow
cigzkich immunoglobulin IgM.

Material i metody

Badaniami obj¢to 51 jagniat plenno-mlecznej owcy kotudzkiej, ktére po urodze-
niu wypily siar¢ wlasnych matek, zawierajacg immunoglobuliny klasy M z markerem
IghmA2. Obserwowano pojawienie si¢ i zmiany poziomu badanych biatek w surowi-
cach krwi jagniat od urodzenia do osiggni¢cia wieku dwoch miesiecy. Kolejne proby
krwi uzyskiwano: tuz po urodzeniu (przed piciem siary), 24 h po pierwszym piciu
siary oraz w 14., 28., 42. 1 60. dniu zycia.

Obecnos¢ biatek z epitopem IghmA2 w kolejnych probach surowic (oraz w siarze
matek) wykrywano przy uzyciu uprzednio uzyskanych alloprzeciwciat anty-IghmA?2
(Skiba 1 Wegrzyn, 1993; Skiba i in., 2000), stosujac test podwdjnej immunodyfuzji
w zelu agarowym (TPI) wedtug Ouchterlony (1953). Wykonano réwniez kontrol-
nie oznaczanie w TPI dwoch markeréw immunoglobulin IgG — znacznikéw IghgAl
i IghgA2. Testowanie prowadzono en block, nastawiajac w tescie obok siebie kolejne
proby surowic, chronologicznie uzyskane od kazdego z badanych jagniat, a takze
proby surowic rodzicoOw 1 wypitej siary. Na podstawie pordwnania sity reakcji i poto-
zenia linii precypitacyjnych dla kolejnych prob wnioskowano o obecnosci i zmianach
poziomu badanych immunoglobulin. Wyniki okre§lano w czterostopniowej skali, od
braku reakcji do reakc;ji silnej.

W celu okreslenia genotypow jagniat i ich rodzicow wykorzystano genetyczne za-
leznosci genu IGHMA?2 oraz pary przeciwstawnych sobie gendw IGHGAI —IGHGA?2,
warunkujacych owcze przeciwciata klasy G. Wiadomo, ze gen immunoglobulin
IgM — IGHMA? jest $cisle sprzgzony z IGHGA?2 i przeciwstawny wobec IGHGAI
(Skiba i Wegrzyn, 1993).
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Wyniki

W chwili urodzenia zaden z 51 noworodkoéw nie posiadat we krwi immunoglo-
bulin z epitopem IghmA?2; przeciwciata klasy M wykryto u nich (w zréznicowanej
ilodci) po uplywie 24 godzin od pierwszego wypicia siary. Obie te obserwacje doty-
czyty zar6wno 45 homozygot dominujacych A2/A2 i heterozygot A2/A0 (tab. 1), jak
i 6 homozygot recesywnych A0/A0 (tab. 2). W tej grupie homozygot recesywnych
w zadnym sposrdd czterech kolejnych oznaczen (do konca doswiadczenia) nie stwier-
dzono obecnosci immunoglobulin IgM. Wsréd pozostatych jagnigt (tab. 1) wraz
z przebiegiem badan odnotowywano staly wzrost poziomu badanego biatka (10 sztuk),
badz tez przejSciowe obnizanie si¢ poziomu immunoglobulin z epitopem IghmA?2
(35 sztuk). W przypadku czterech osobnikow stwierdzono przejsciowy zanik przeciw-
ciat klasy M w jednej probie surowicy (w 14. lub w 28. dniu Zycia). W ostatniej probie
(w wieku ~2 miesiecy) poziom badanego biatka we krwi zblizyt si¢ dla wszystkich 45 homo-
zygot dominujacych i heterozygot do poziomu oznaczonego w wypitej przez oseski siarze.

Omowienie wynikow

Brak przeciwciat z markerem IghmA2 w chwili urodzenia §wiadczy o tym, ze
zadne z badanych 51 jagniat nie syntetyzowato w zyciu plodowym witasnych immu-
noglobulin klasy M; w zadnym tez przypadku nie nastapito przenikanie tych molekut
przez bariere tozyskowa (Chetmonska-Soyta i Nikotajczuk, 2000).

Wkrétce po urodzeniu wszystkie oseski wypity siar¢ zawierajgca IgM, a po
24 godzinach w ich krwi wykryto znaczniki tych przeciwcial. Zarowno nagte po-
jawienie si¢ immunoglobulin w krwiobiegu, jak i to, ze pojawily si¢ tam od razu
w znacznej ilosci (na poziomie zblizonym do oznaczanego w wypitej siarze), $wiad-
czy o ich siarowym pochodzeniu. Absorpcja IgM u badanych jagniat nastgpita w cia-
gu pierwszej doby zycia. Obserwacja ta jest zblizona do spostrzezen innych badaczy:
Marx i in. okres$lili czas wchianiania przeciwciat klasy M na ~26 (za: Szulc i Zachwie-
ja, 1998), a Roy —na ~16 godzin (za: Waelchli i in., 1994). Przyswajalnos¢ tej frakcji
Ig sigga w pierwszych godzinach zycia 95% (Szulc i Zachwieja, 1998). Wegrzyn
1in. (2001) stwierdzili obecnos¢ siarowych [gM w krwiobiegu jagniat polskiej owcy
dlugowetnistej juz po dwodch godzinach od wypicia siary.

Badanie surowic uzyskanych w 14. dniu Zycia nie wykazato u Zadnego jagnigcia
wzrostu poziomu immunoglobulin z epitopem IghmA2. U 41 zwierzat dominowat
mniejszy lub wigkszy spadek poziomu IgM, a u o§miu sposrdd nich stwierdzono cat-
kowity zanik badanych biatek odporno$ciowych. Efekt ten byt najprawdopodobniej
wyrazem postepujacego katabolizmu ograniczonej puli przeciwcial wchlonietych
z siary. Duze pentamery IgM sg stosunkowo nietrwate; okres potowicznego rozpadu
okreslano u bydta na 4 dni (Szulc 1 Zachwieja, 1998), a u jagniat na 6 dni (Watson,
1992). Reasumujac, rozpad siarowych przeciwciat klasy M rozpoczat si¢ i przebiegat
u badanych jagniat przed 14. dniem zycia, a u 8 sposrod nich w tym czasie nastg-
pit catkowity zanik matczynych IgM (ten calkowity zanik wystapit u jeszcze dwoch
potomkow, ale dopiero w kolejnej probie — w wieku 28 dni). Cze$¢ z tych jagniat
(6 homozygot recesywnych — tab. 2) nie wytwarzata wlasnych przeciwciat z epitopem
IghmA2, a czgé¢ (4 sztuki) rozpoczeta endosynteze dopiero po catkowitym zaniku
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immunoglobulin siarowych. Petny rozktad siarowych IgM obserwowano takze w ba-
daniach Wegrzyna i in. (2001); nastgpito to pomiedzy 21. a 40. dniem Zycia jagnigt
dlugowetnistych.

Tabela 1. Absorpcja i katabolizm siarowych przeciwciat z epitopem IghmA2 u 45 jagniat prowadzacych
synteze wlasnych immunoglobulin klasy M
Table 1. Absorption and catabolism of colostral antibodies with /ghmA2 epitope in 45 lambs that
synthesize their own class M immunoglobulins

Genotypy Genotypy| Reakcje prob surowic jagniat z przeciwcialami anty-IghmA2**
rodzicow* jagnigt [Reactions of samples of lamb sera with anti-IghmA?2 antibodies**
(locus IGHMA) | Liczba | (locus | “przeq [\ [ I4dni [ 28dni [ 42dni [ 60 dni
Genotypei of | jagniat | IGHMA) | wypiciem 14 days | 28 days | 42 days | 60 days
parents No. of |Genotypes siary po pierwszym wypiciu siary

(IGHMA locus) | lambs | of lambs | pefore

(IGHMA after first colostrum ingestion
colostrum

32 x @8 locus) ingestion ! ! ! ! !
A2/A2 x A2/A2 A2/A2 fooTTTITTToTIIIIIoLIIIION
10 - + + ++ ++ +++
A2/A2 X A2/AQ A2/A0 [TTTIIiIiiniiiiiiniiiio
A2/A0 x A2/A0 4 A2/A2 — - +++ et A+
A2/A2 x A2/AO A2/A2 [TTIIIIIIIIIIIIILIIIILLL

22 - ++ ++ ++ ++

A2/A0 x A2/A0 AYAO T snimimotnotiaosioooiooes

A2/A2 x A2/A0 A2/A2

A2/A0 x A2/A0 A2ZA0 0 [ - - - - - - oo - oo oeeeimooaos

A2/A2 x A2/A0 1 A2/A2 - +++ [ - [+ ][] 44

A2/A2 X A2/A0 2 A2/A0 - =+ [+ =1 +] t

A2/A2 x A2/A0 1 A2/A0 - ++ - ++ ++ ++
* pelne nazwy genow: IGHMA?2 i IGHMAO IgM zaabsorbowane z siary
* full names of genes: IGHMA2 and IGHMAOQ IgM absorbed from colostrum

** symbole ,,+” lub ,,—” oznaczaja obecnos¢ lub brak cechy;
** symbols “+” or “— indicate presence or absence of trait;

Sita reakcji : »t7  staba/weak, [ | prawdopodobnie wlasne IgM
Reaction intensity: ,,++” $rednia/medium; """ probably own IgM
,,+++” silna/strong;
Okresowy niedobor / brak przeciwciat klasy IgM: wiasne IgM
Periodic deficiency / lack of class IgM antibodies: own IgM

+ ++ /-
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Tabela 2. Absorpcja i katabolizm siarowych przeciwciat z epitopem IghmA?2 u 6 jagnigt — homozygot
recesywnych IGHMAO / IGHMAQ
Table 2. Absorption and catabolism of colostral antibodies with IghmA?2 epitope in 6 lambs — IGHMAQ
/ IGHMAQO recessive homozygotes

G.enot.ypy Reakcje prob surowic jagniat z przeciwciatami anty-IghmA2**
Genotypy Jagnat Reactions of samples of lamb sera with anti-IghmA?2 antibodies**
rodzicow* iozb (locus ; - - -
(locus IGHMA) Liczba IGHMA) | przed oan | 14 dni | 28dni | 42dni 60 dni
Genotypes Jagniagt Geno- | wypiciem 14 days | 28 days | 42 days 60 days
of parents* 11\10. ;’f types of siary po pierwszym wypiciu siary
(IGHMA locus) | ™% | lambs | before after first colostrum ingestion
3xQ (IGHMA | colostrum
locus) | ingestion ! l l l !
A2/A0 x A2/A0¢
3 A0/A0 - ++ - - - -
AO0/A0 x A2/A0¢
A2/A0 x A2/A0¢
3 AO0/A0 - +++ - - - -

A0/A0 x A2/A0¢

s poziom IgM w siarze matek: +++

s level of IgM in colostrum of mothers: +++

Pozostate objasnienia i symbole jak pod tab. 1.

For other explanations and symbols, see under Table 1.

W kolejnych prébach (od 28. doby zycia) u niektoérych jagnigt obserwowano ma-
skowanie ewentualnej dalszej degradacji przeciwcial siarowych przez produkty po-
stepujacej (i zréznicowanej) endosyntezy wiasnych immunoglobulin M, bedacej wy-
razem ekspresji odziedziczonych genow. Jak podaje literatura przedmiotu, produkcja
przeciwcial u nowo narodzonych owiec rozpoczyna si¢ najwczesniej syntezg IgM
w 1-2 (Deptuta i Buczek, 1998) lub 2-3 tygodniu zycia (Wegrzyn i in., 2001). W ni-
niejszych badaniach (na podstawie analizy wynikéw TPI dla czterech jagnigt — tab. 1,
trzy ostatnie rzedy tabeli) stwierdzono, ze wlasne immunoglobuliny klasy M pojawity
si¢ we krwi dopiero w trzecim lub czwartym (u 2 sztuk), a nawet w pigtym lub sz6-
stym (u innych dwdch osobnikow) tygodniu zycia i utrzymywaty si¢ w krwiobiegu do
chwili zakonczenia doswiadczenia.

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze stopniowo rozwijajaca si¢ biosynteza wlasnych
immunoglobulin M nie jest w stanie uzupetni¢ ubytkow/braku degradowanych prze-
ciwciatl siarowych przez dtugi nieraz czas. U niektorych jagniat obnizony poziom
IgM odnotowywano juz w 14. dniu i (nadal) w 42. dniu zycia. Takie czasowe niedo-
bory biatek odpornosciowych moga by¢ przyczyng zwigkszonej podatnosci jagniat
na roéznorodne infekcje w poczatkowym okresie rozwoju osobniczego (Hein, 1995;
McMurray, 1999). Podobne konkluzje sformulowane zostalty w trakcie badan ab-
sorpcji i katabolizmu przeciwciat IgG u owiec oraz ekspresji genow, warunkujacych
syntezg tych immunoglobulin (Krzys$cin, 2004; Krzys$cin i in., 2002; Krzy$cin 1 Kor-
man, 2009). Jednakze, w czasie wspomnianych prac wykazano, ze IgG siarowe dzigki
swojemu stosunkowo dlugiemu okresowi potowicznego rozpadu, utrzymywaly si¢
w krwiobiegu jagnigt znacznie dluzej anizeli obecnie badane IgM. Jednocze$nie
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stwierdzono, ze synteza wlasnych przeciwciat IgG mogta rozpoczynac si¢ wczesniej.
Tak wigc, fizjologiczne niedobory przeciwcial klasy IgG nie byly ani tak dlugie, ani
tak intensywne, jak obecnie okre§lone niedobory immunoglobulin M. Swiadczy o
tym fakt, Ze u jagniat absorbujacych Ig oraz prowadzacych syntez¢ wiasnych im-
munoglobulin stwierdzano tylko okresy hypogammaglobulinemiczne pod wzgledem
IgG, natomiast w obecnej pracy wykrywa si¢ czeste okresy agammaglobulinemiczne
pod wzgledem IgM.

Marker antygenowy IghmA2 wydaje si¢ by¢ uzyteczny w badaniach wystepo-
wania siarowych przeciwciat [gM w organizmach rozwijajacych si¢ jagniat, a zatem
moze by¢ pomocny w ocenie ksztaltowania si¢ nabytej odporno$ci przeciwciatowej
u owiec. Gwattownie absorbowane z siary IgM szybko zabezpieczaja oseski, jed-
nakze (ze wzgledu na krotki okres poéttrwania) moga ulegaé stosunkowo szybkiemu
rozpadowi i eliminacji z krwiobiegu — juz przed uptywem drugiego tygodnia zycia.
Ponadto, synteza wtasnych immunoglobulin M, o ile w ogoéle jest prowadzona, roz-
poczyna si¢ u zwierzat dopiero w czasie 3. lub 4., a nawet 5. lub 6. tygodnia. Moze to
prowadzi¢ do zaostrzonych i przedtuzonych fizjologicznych niedoboréw przeciwciat
klasy M, sprzyjajacych zwigkszonej podatnosci na roznorodne infekcje, typowe dla
jagniat w pierwszych tygodniach ich odchowu.
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Zatwierdzono do druku 24 X 2011

PIOTR KRZYSCIN, MALGORZATA NATONEK-WISNIEWSKA

Antigenic marker of class M immunoglobulins in a study of absorption and catabolism
of colostrum-derived antibodies in lambs

SUMMARY

The aim of the study was to determine the absorption and catabolism of colostrum M-class antibodies
in lambs using the antigenic marker of [gM immunoglobulin heavy chains.

Subjects were 51 lambs of the prolific-dairy Kotuda sheep, which, after birth, ingested maternal co-
lostrum containing class M immunoglobulins. The appearance and changes of the level of the analysed
proteins in blood sera of progeny were observed from birth to two months of age. The next samples of
blood were obtained from neonates before ingestion of colostrum, 24 h later and at 14, 28, 42 and 60 days
of age. The presence of proteins with IghmA?2 epitope in the blood sera and in the colostrum was detected
with anti-IghmA?2 alloantibodies, using the agar gel double immunodiffusion test. Changes in the level
of the analysed immunoglobulins were determined by comparing the intensity of reaction and position of
precipitation lines in successive samples.

Colostral IgM were absorbed in the analysed lambs during the first 24 hours of life. The breakdown
of the absorbed antibodies began and proceeded before 14 days of age in most neonatal lambs, 8 of which
showed complete catabolism of maternal IgM during that time. Some of these lambs did not produce
their own antibodies with IghmA2 epitope, and some lambs only began to produce them after colostral
immunoglobulins completely disappeared. In the latter, own class M immunoglobulins only appeared in
blood at 3, 4 or even at 5 and 6 weeks of age and remained in the blood stream until the end of the experi-
ment.

The results obtained indicate that the gradually developing biosynthesis of the lamb’s own M im-
munoglobulins cannot compensate for the deficiency/loss of degraded colostral antibodies for sometimes
long periods of time. In some lambs, reduced IgM levels were already noted at 14 days and were still ob-
served on day 42. Such temporary deficiency of immune proteins may increase the animal’s susceptibility
to various infections typical of lambs during the first weeks of rearing.

The IghmA2 antigenic marker appears to be useful in research on the presence of colostrum IgM
antibodies in the body of growing lambs and thus can be of use in evaluating acquired antibody immunity
in sheep.
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