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Tra n S m lss I € Ratten en cavia’s uit kolonies .dnle
endemisch met Haemophilus-bacterién
geinfecteerd zijn, ontwikkelen
van m ate rn a le antistoffen tegen de bacterién (3, 4).
O Drachtige en zogende moederdieren
antl StOffen van geven de antistoffen door
naar de jongen.
IgG-subklassen
bij de rat
R. Boot, L. van de Berg
Afd. Proefdiermicrobiologie, LIS-RIVM
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Maternale antistoffen worden bij cavia’s vooral doorgegeven tijdens de dracht
viade dooierzak en de placenta (5): bij pasgeboren jongen zijn al hoge niveaus
aan antistoffen aantoonbaar (3).
Bij ratten vindt transmissie deels tijdens de dracht plaats, maar voor het grootste
deelnade geboorte via de melk (5). Eris bij ratten een piek aan maternale anti-
stoffen op twee a drie weken (4).
In beide diersoorten dalen de maternale antistoffen vervolgens tot een relatief
laag niveau. Haemophilus-besmette dieren kunnen zelfs serologisch negatief
worden.
Nade dip daarnais erweer een toename in hetantistofniveau; datkomtdoor de
eigen productie van antistoffen (3, 4).
@ immuunglobulinen (1g)
Antistoffen kunnen behoren tot verschillende klassen immuunglobulinen (Ig) 2

zoals IgM en IgG. Voor zover bekend wordt hiervan alleen IgG naar de jongen
doorgegeven.

IgG kan bij allerlei diersoorten worden verdeeld in subklassen (Tabel 1). Welke
subklassen is athankelijk van de diersoort. IgG’s van verschillende (sub)klassen
hebben verschillende biologische eigenschappen (2, 9) en IgG’s van dezelfde
subklasse van bijvoorbeeld muis en rat zijn biologisch niet identiek. Bij de mens
wordt IgG2 moeilijker via de placenta doorgegeven dan de IgG’s van de andere
drie subklassen (http://en.wikipedia.org/wiki/Immunoglobulin _ G).

De vraag is: worden bij cavia en rat alle subklassen

In geval van selectieve transmissie : .
@ maternaal doorgegeven of sommige niet?

zou bij jonge dieren onderscheid
kunnen worden gemaakt tussen maternale en eigen antistoffen. Als met een
ELISA wordt getest, zijn voor zulk onderzoek secundaire antistoffen nodig die
gericht zijn tegen de verschillende IgG-subklassen.
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Zulke subklasse-specifieke antistoffen zijn voor de cavia helaas niet verkrijgbaar.
Voor onderzoek bij de rat zijn antistoffen tegen moleculen van de vier subklas- &
sen IgG1, 23, 2b, 2¢ (Tabel 1) beschikbaar.

Tabel 1. Subklassen van immunoglobulinen G bij enkele diersoorten. =
species IgG subklassen &
mens 1gG1 -2 -3 -4
muis lgG1 -2a -2b -2¢C
rat 1gG1 -2a -2b -2¢C
cavia 1gG1 -2

Materiaal en methode

Antigenen
Getest werd met de ELISA met antigeen van de Haemophilus-stammen H21 uit
een rat en H35 uit een cavia. Secundaire antistoffen (conjugaten) tegen de IgG-
subklassen IgG1, 23, 2b, 2¢ (Bethyl laboratories, ITK Diagnostics Bv, Uithoorn) en
tegen IgG (Sigma Aldrich Chemie BV, Veenendaal), die standaard in de routine
ELISA’s worden gebruikt.

Controleserum
In de routine EL1SA wordt als positieve controle een serum gebruikt dat verkre-
gen is door immunisatie van ratten. Het is niet uit te sluiten dat door de immu-
nisatie een van de IgG subklassen overheerst, en een andere subklasse nauwe-
lijks aanwezig is (6, 9). Het leek ons waarschijnlijk dat bij ratten met natuurlijke
infectie alle subklassen aanwezig zouden zijn in een ‘normale’ verhouding.
Daarom maakten wij een controleserum uit sera van zeven Haemophilus-besmet-
te moeders (verbloed bij spenen van hun jongen op drie weken na de geboorte)
en van elke moeder een jong (verbloed op drie weken leeftijd): we namen van
iedere moeder en ieder jong 300 pl serum (totaal volume hierdoor 4200 ul). Als
negatieve controle werd serum van een GF-rat gebruikt.

Eerst is getest of in het positieve (gepoolde) controleserum antistofactiviteit van

de vier IgG-subklassen kon worden gemeten.
Dit kan worden onderzocht met een schaakbordtitratie. Hierbij worden in een
microtiterplaat (gecoat met H21 of H35 antigeen) horizontale verdunnings-
reeksen gemaakt van controleserum (1:50-100-200, etc.). Vervolgens komen in
de kolommen verdunningsreeksen van een conjugaat (1:2000, 4000, etc. t/m
1:128.000). In de 1:2000 verdunning is het conjugaat in overmaat aanwezig.
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Afbeelding 1a en b. ELISA-activiteit tegen Haemophilus H21 en H35 antigeen met secundaire

antistoffen (conjugaten) tegen de vier IgG-subklassen van de rat.
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Deze opzet werd voor elk van de vier conjugaten apart onderzocht.

Met de eerste serumverdunning (1:50) en de eerste conjugaatverdunning 1:2000
(overmaat) werd met alle conjugaten ELISA-activiteit (optical density=0D) gevon-
den (Afb.1aenb).

Vrijwel altijd nam de activiteit af met het verder verdunnen van het controle-
serum. Ook nam de activiteit af met het verder verdunnen van het conjugaat.

De hoogste oD werd gezien voor IgG2a, gevolgd door IgG2b. De laagste ob wer-
den gevonden voor IgGz2c en IgG1, met als meest waarschijnlijke reden dat in het
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gepoolde serum weinig antistoffen van deze klassen zitten.

Onze resultaten passen goed bij die in de literatuur. Kinoshota en Ross (1993) (8)
vonden dat IgG2a met 64% en IgG2b met 29% de belangrijkste IgG-klassen bij de
rat zijn.

De conclusie van dit experiment is dat de conjugaten werken.

.

Nu wordt onderzocht welke IgG-subklassen aanwezig zijn in serum van de moe-
ders en dat van de jongen. Dit levert informatie over de vraag of alle vier IgG-
sublasse(n) worden doorgegeven naar de jongen of niet. We nemen hierbij aan
dat a. antistoffen bij ratten van 24 weken representatief zijn voor antistoffen bij
de drachtige moeders en b. dat antistoffen bij ratten van drie weken maternaal
zijn, en representatief voor wat wordt doorgegeven via de placenta en de melk (4).

Materiaal en methode

Antigeen: hier alleen van Haemophilus H3s.
Sera van acht Haemophilus-geinfecteerde moederdieren op dag van geboorte
(week 0) en bij spenen (week 3). Van ieder moederdier seram van een jong bij
spenen (week 3) en van een jong aan eind experiment (week 24).
Alle sera getestin 1:50 verdunning in de ELIsA en alle conjugaten in 1:2000 ver-
dunning (overmaat). Voorts getest in 1:50 verdunning met conjugaat gericht
tegen alle IgG’s (anti-totaal IgG zoals dat in de routine ELISA’s wordt toegepast).
De EL1sA-activiteiten die met subklasse conjugaten zijn gemeten werden uitge-
drukt als % van de activiteit met anti-totaal conjugaat.

De ELIsA-activiteiten van moeders en jongen uitgerekend als % van de activiteit

met anti-IgG totaal conjugaat staan in Tabel 2.
De ELIsA-activiteiten van de IgG-subklassen verhouden zich grosse modo, als bij
Experiment 1:1gG2a en -2b laten de hoogste activiteit zien. Dit geldt voor moe-
ders en jongen. Het geldt voor beide groepen voor beide momenten van mon-
stername. De resultaten passen bij die in de literatuur die meldr dat de verdeling
in IgG-subklassen niet significant verandert met de leeftijd (8).
Een deel van de jongen die in een besmette fok worden geboren wordt na ver-
loop van tijd bestemd tot fokdier, jongen van 24 weken vertonen EL1sA-activitei-
ten die niet verschillen van moeders bij de geboorte van hun j
Bij drachtige ratten wordt IgG doorgegeven via de dooierz

placenta. Dat
-Hetlijkt er niet
epaard gaat met

(1

leidt er toe dat jongen bij de geboorte al antistoffen he
op dat de dracht en de prenatale transmissie van
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een daling van ELISA-activiteit bij de moeder. Wellicht wordt ‘verlies’ naar de jon-
gen, gecompenseerd door aanmaak.

Postnataal wordt bij de rat IgG naar de jongen doorgegeven via de melk. Ook

de transmissie via de melk lijkt niet gepaard te gaan met een daling van ELISA-
activiteiten bij de moeder. Ook hier kan ‘verlies’ via uitscheiding in de melk door
aanmaak zijn gecompenseerd (10).

Doorgifte van maternale antistoffen bij de rat via de melk leidt tot een toename
van de hoeveelheid bij de jongen. Deze bereiken een piekniveau op twee a drie
weken leeftijd (4). Het niveau op drie weken leeftijd komt gemiddeld overeen
met dat bij de andere onderzoeksgroepen in Tabel 2.

Tabel 2. ELISA-antistoffen van IgG-subklassen tegen Haemophilus H35 antigeen,

bij acht Haemophilus-besmette moeders en hun jongen (een per moeder).

Moeders onderzocht bij geboorte en spenen, jongen onderzocht bij spenen en aan eind experiment
op 24 weken. (gemiddelde + sp)

conjugaat tegen moeder o wk  moeder 3 wk jong 3 wk jong 24 wk

G1 28.6 + 13.6 32.4 + 15.0 36.6 + 14.2 31.4 + 11.8 @
G2a 103.3 £18.2 109 +10.1 105.6 £ 9.2 101.2 + 11.2

G2b TS0 2= 2522 93.6 + 15.6 87.3 +19.4 76.4 + 20.3

Gac 28.6 = 5.0 29.6 = 8.1 31.5 £ 5.9 36.6 + 10.4

De resultaten geven aan dat ratten antistoffen tegen Haemophilus H35 antigeen
hebben van alle vier IgG-subklassen die bij deze diersoort bekend zijn. De hoog-
ste niveaus zijn die van IgG2a en IgG2b; IgG1 en IgG2c vertonen een lager niveau.
IgG’s van alle vier subklassen lijken te worden doorgegeven naar de jongen.

IgG doorgifte bij de rat verloopt via de dooierzak, de placenta en de melk.
Transmissie via de placenta en uitscheiding in de melk is receptorathankelijk (1)
waardoor selectieve transmissie mogelijk blijft. We beschikken niet over vol-
doende serum van 0-1 weken oude

Ag binding : i
r _l jongen om dit te kunnen onderzoe-
ken. Opname van antistoffen uit de

melk via de darm is receptoronaf-

Fab el hankelijk (1) en daarom waarschijn-
s . disulfide bridge lijk niet selectief.
= Het netto resultaat is dat [gG’s van
ss heavy chain alle vier subklassen die bij fokkende
. = rattenmoeders aanwezig zijn, ook

TS (o) oo bij pasgespeende jongen worden

variable regions
e 8 gevonden.

B constant regions

Afbeelding 2. Structuur van Ig-moleculen.
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De sera zijn niet getest met Haemophilus H21 antigeen.

De specificiteit van IgG-moleculen, dus de binding aan antigene epitopen van
Haemophilus-bacterién wordt bepaald door het zogenoemde Fab-deel van het
molecuul (Afb. 2).

Biologische eigenschappen van IgG-moleculen, zoals halfwaardetijd en doorgif-
te via placenta en uitscheiding in de melk worden bepaald door het zogenoemde
Fc-deel van het molecuul. Het Fc-deel is onafhankelijk van het Fab-deel van het
molecuul.

Hetis daarom te verwachten dat ook alle vier IgG subklasse antistoffen tegen
Haemophilus H21 antigeen worden doorgegeven.
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