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Zastosowanie chromatografii tiofilnej do izolacji

przeciwciat poliklonalnych z surowicy krwi
krolikow

Application of thiophilic chromatography for purification of polyclonal antibodies
from rabbit serum

Sposab izolacji przeciwciat z surowicy w znacznym stopniu wplywa na ich jakos$¢, a tym samym
moze wplywaé na jako$¢ zestawow diagnostycznych. Istnieje wiele sposobow wyodrebniania
przeciwcial z surowicy (chromatografia jonowymienna na DEAE celulozie, chromatografia
powinowactwa z biatkiem A, itd.). Roznia si¢ one pomigdzy soba m.in. efektywnoscia, czasem
wykonania oraz kosztem. Niniejsza praca przedstawia chromatografi¢ tiofilng jako tansza
i wydajniejsza alternatywe dla innych metod uzyskiwania przeciwciat z surowicy krolicze;.

Stowa kluczowe: chromatografia tiofilna, izolacja przeciwciat, kroliki, surowica krwi

A procedure used for purification of antibodies from serum has a significant effect upon their
quality and therapy their suitability for diagnostic tests. The commonly used approaches include:
(i) ion-exchange chromatography (both on anion and cation exchangers, depending on conditions
applied) and (ii) affinity chromatography (on resins charged with the protein A or with the specific
antigen). These methods differ in efficacy; amount of time needed and costs for antibodies purification.
The study presented herein estimates the suitability of thiophilic chromatography as a cost and time-
saving alternative approach for purification of antibodies from rabbit serum.

Key words: antibody purification, blood serum, rabbits, thiophilic chromatography
WSTEP

Diagnostyka w uprawie roslin w znacznej mierze oparta jest na testach immuno-
logicznych. Jednym znich jest powszechnie stosowany plytkowy test immuno-
enzymatyczny ELISA. Charakteryzuje si¢ on duzg czuto$cia, stosunkowo krotkim czasem
trwania procedury, nie wymaga stosowania drogich odczynnikow i aparatury. Zasadnicza
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role wtego rodzaju testach odgrywaja przeciwciala specyficzne dla odpowiedniego
antygenu (np. czgsteczki wirusa lub komorki bakterii), aich jako$¢ jest elementem
decydujacym o efektywnosci zestawu testowego. Bardzo istotne jest, by oczyszczanie
przebiegalo w sposob szybki iefektywny, a warunki prowadzenia procesu sprzyjaty
utrzymaniu trwalosci przeciwcial.

Zastosowanie chromatografii tiofilnej do oczyszczania przeciwcial zostalo po raz
pierwszy zaprezentowane w 1985 roku przez Porath i wspotautorow. Wykorzystali oni
podtoze agarozowe, zmodyfikowane przez reakcje z di-winyl-sulfonem i 2-merka-
ptoetanolem do frakcjonowania bialek plazmy. W procesie separacji etap adsorpcji
prowadzony byl w warunkach wysokiego stezenia soli tworzacych uktady o znacznym
stopniu  uporzadkowania (likotropowych), natomiast elucje zwigzanych biatek
wykonywano w warunkach bezsolnych. Ten rodzaj chromatografii przypomina
chromatografi¢ hydrofobowa, w ktérej wiazanie bialek z hydrofobowym ligandem
zachodzi rowniez przy duzym stezeniu soli. Jednak mechanizm adsorpcji jest inny w obu
przypadkach, gdyz w chromatografii tiofilnej sole niemajace wtasnosci likotropowych nie
promujg wigzania bialek z ligandem. Ponadto ligand tiofilny ma charakter hydrofilowy.
Kluczowe dla wigzania bialek okazlo si¢ oddzialywanie reszty sulfonowej i tioeteru
ligandu z atomami siarki obecnymi w biatkach. Z tego powodu chromatografia tiofilna
byla czgsto uzywana do oczyszczania przeciwcial (Hutchens, Porath, 1986; Belew i in.,
1987).

Adsorpcja tiofilna znalazta zastosowanie w izolacji duzych ilo$ci przeciwcial z roznych
gatunkow zwierzat oraz nadaje si¢ do oczyszczania szczegélnie trudnych w izolacji
przeciwcial monoklonalnych, np. mysich z kultur komoérkowych zanieczyszczonych
surowica wotowa (Finger iin., 1996). Przeciwciala byly izolowane ta metoda takze
z krowiej siary, serwatki mleka (Hutchens iin., 1990; Konecny iin., 1994) oraz krwi
ludzkiej (Bridonneau i in., 1993).

Jak podaje Bog-Hansen (1997), ztoza tiofilne w obecnosci odpowiednich soli moga by¢
stosowane rowniez do oczyszczania przeciwcial z ptynow puchliny brzusznej, natomiast
Hansen i wsp. w 1998 roku zastosowali t¢ metode do izolacji IgY z zo6ttka jaja, uzyskujac
odzysk na poziomie 100%. Birkenmeier i Kopperschlager (1992) oczyszczali z uzyciem
ztoza tiofilnego przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko peroksydazie
chrzanowej uzyskujac lepsze wyniki w poroOwnaniu zinnymi technikami
chromatograficznymi, takimi jak chromatografia jonowymienna i hydrofobowa, czy tez
chromatografia z uzyciem biatka A.

Wszystkie te przyklady pokazuja jak wiele potencjalnych zastosowan moze mieé
chromatografia tiofilna. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie proby zastosowania tej
metody do oczyszczania przeciwcial zsurowicy kroliczej. Oznaczenie czystosci
wyizolowanych IgG oraz ich miana testem ELISA, pozwolito okresli¢ potencjalne
mozliwosci zastosowania otrzymanych przeciwciat do produkcji zestawow diagno-
stycznych.
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MATERIALY I METODY

Wykonanie zloza tiofilnego

Materiatem wyj$ciowym do syntezy zloza biofilnego byta 6B Sepharose (Pharmacia).
Nosnik poddano aktywacji z uzyciem di-winyl-sulfonu (Sigma) stosujagc 1 ml na 10 ml
zelu, w 0,5M weglanie sodu (pH = 11), przez trzy godziny w 25°C na wytrzasarce. Po
aktywacji zel przemywano destylowana wodg do momentu uzyskania neutralnego pH.

Do 100 ml zaktywowanego zelu dodano 100ml 0,1M NaHCO; (pH = 9) i 10 ml
merkaptoetanolu. Zawiesing mieszano delikatnie przez 20 godzin w temperaturze
pokojowej, a po zakonczonym procesie ponownie przemywano woda destylowana do
uzyskania neutralnego pH.

Gotowy zel tiofilny inkubowano w temp. 25°C przez trzy godziny w 0,2M TriS/HCI,
pH=38.5.

Izolacja przeciwcial z surowicy kréliczej

Badania byty prowadzone dla surowicy anty-Cms (Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus oraz anty-PVY (ang. Potato virus Y). Surowic¢ krwi pobrano z krolikow
immunizowanych: a) preparatem wirusa PVY, b) zawiesing termicznie inaktywowanych
bakterii Cms (szczep BPR 527).

Kolumne ze ztozem tiofilnym (5 ml) rownowazono przy uzyciu buforu fosforanowego
(1/2 PBS) pH = 7,4 zawierajacego 0,6 M K,SO4, Nast¢pnie naktadano surowicg zawiera-
jaca robwniez siarczan potasu w takim samym st¢zeniu. Po nalozeniu surowicy, kolumne
przemywano do catkowitego zaniku biatek w wyplywie zkolumny (tj. do zaniku
absorbancji przy 280), stosujac bufor 1/2 PBS (ten sam, jaki zostal uzyty do
rownowazenia). Desorpcje przeciwcial prowadzono na drodze elucji buforem fosfora-
nowym bez dodatku soli. Predko$¢ przeptywu przez kolumng wynosita 2,5 ml/min.

Uzyskane w ten sposob przeciwciala dializowano wzglgdem buforu 1/2 PBS.

Okreslenie stezenia bialka, jego czysto$ci i miana wyizolowanych przeciwcial:

Stezenie bialka oznaczano spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji przy 280
1235 nm 1 wyliczano przyjmujac za Whitakerem i Granumem (1980) zaleznos¢:

1 lc
C _ (AZE’?nm — Z%Ignm)
mg/ml 2,51 (1)

gdzie:

C — ste¢zenie biatka [mg/ml]

A — absorbancja przy danej dtugosci fali

2,51 — wspolczynnik, ktory jest roznicg pomiedzy $rednimi warto$ciami absorbancji
w 235 nm i w 280 nm dla 0,1% roztworéw réznych biatek.

Natomiast stezenie przeciwcial w wyizolowanej frakcji okre$lono stosujgc zaleznos$cé:

A
Creg == @)
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gdzie:

Ciec — stezenie IgG

Asgo — absorbancja przy 280 nm.

1,4 jest wartoscig absorbancji Asso, charakterystyczng dla stezenia IgG = 1 mg/ml.

Czysto$¢ otrzymanych przeciwcial okreslano spektrofotometrycznie wykorzystujac
fakt, ze stosunek absorbancji 280/250 nm dla wysoko oczyszczonych immunoglobulin
kroliczych  wynosi  2,5-2,7 (Goszczynski, 1991) oraz za pomocg rozdziatu
elektroforetycznego prowadzonego w warunkach denaturujacych (Laemmli, 1970).

Miano przeciwcial wyznaczono testem DAS-ELISA. Mikroptytke powlekano przez
2 godziny w 37°C preparatami IgG anty-PVY lub anty-Cms rozcienczonymi od 1000 do
8000 razy buforem powlekajagcym (50 mM bufor weglanowy, pH 9,6). Kazde rozcien-
czenie surowicy naktadano do o$miu studzienek. Nastgpnie ptukano 4-krotnie buforem do
ptukania (PBS + 0.05% Tween-20). Potowe studzienek mikroptytki napetniano sokiem ze
zdrowych roslin, ktéry byt 20-krotnie rozcienczony buforem do prob (1xPBS + 0,05%
Tween 20 + 2% PVP), a druga potowe napetniano tak samo rozcienczonym sokiem z roslin
porazonych PVY lub sokiem ze zdrowych ro$lin zawierajacym zawiesing bakterii Crms
(BPR 527) okoncentracji 5000 komorek bakteryjnych/ml. Soki: kontrolny (z roslin
zdrowych) i testowy (zawierajacy badany patogen) naktadano do studzienek w taki sposob,
ze oba rodzaje soku dla kazdego rozcienczenia surowicy powtorzone byly trzykrotnie.
Plytke inkubowano 24 h w 4°C, ptukano i napeliano roztworem koniugatu (IgG anty-
PVY lub IgG anty-Cms sprzegnigte z alkaliczng fosfatazg) w buforze koniugatowym (PBS
+0,05% Tween 20 + 2% PVP + 0,2% albumina wotowa). Po 3-godzinnej inkubacji w 37°C
plytke przemywano inapetmiano 0,1% roztworem fosforanu p-nitrofenolu (pNPP)
w buforze substratowym (1M di-etanoloamina + 0,05% NaN3). Ptytki inkubowano 2 h
w temperaturze pokojowej w ciemnosci imierzono warto$¢ absorbancji przy A4os nm
stosujac czytnik Dynatech. MR7000. Za reakcje pozytywng uznawano wynik 2-krotnie
wigkszy od wartosci $redniej uzyskanej z 4 powtorzen kontroli negatywnej dla danego
rozcienczenia. Najnizsze rozcienczenie przeciwcial, dla ktérego w opisanych wyzej
warunkach stwierdzano reakcj¢ pozytywna, uznawano za ich miano. Obliczenia $redniej
i odchylenia standardowego dokonano dla trzech powtorzen.

Liczbe komoérek Cms okreslano na podstawie pomiaru rozproszenia $wiatla przy
600nm przyjmujac, ze warto$¢ absorbancji 0,1 odpowiada 5 x 10° komorek
bakteryjnych/ml. Zalezno$¢ t¢ otrzymano po wykonaniu serii rozcienczen zawiesiny
bakteryjnej. Dla kazdego mierzono rozproszenie $wiatta przy 600 nm i wykonywano
posiewy na ptytkach z pozywka YGM. Liczbe bakterii obecng w danym rozcienczeniu
okreslano zliczajac uzyskane kolonie Crms.

WYNIKI I DYSKUSJA

W chromatografii tiofilnej wykorzystuje si¢ ztoze zligandem o tioetylosulfonowej
strukturze, ktory wykazuje powinowactwo do grup sulfhydrylowych wystepujacych
w biatkach. W praktyce efektywne wigzanie biatka do ztoza nastepuje tylko przy wysokim
stezeniu soli likotropowych, a przy ich braku biatko wyptywa z kolumny. Chromatografia
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tego typu nadaje si¢ szczegélnie do oczyszczania bialek bogatych w grupy siarkowe.
W surowicy zwierzecej glowng frakcje takich biatek stanowig immunoglobuliny. Aby
sprawdzi¢ przydatnos¢ chromatografii tiofilnej do oczyszczania przeciwcial, surowice
krolicze zawierajace przeciwciata skierowane na bakterie Cms lub PVY oraz odpowiednie
stezenie soli likotropowej naktadano na kolumng ze ztozem tiofilnym zréwnowazong
buforem ztg samg solg. W takich warunkach (przy obecnosci soli) frakcja zawierajaca
okoto 70% biatka surowicy nie zwigzala si¢ ze ztozem (rys. 1, frakcja I). Aby wyeluowac
niespecyficznie zwigzane biatka, kolumne przemywano buforem z solg (10-12 objetosci
kolumny). Nastepnie frakcje biatka zwigzanego ze zlozem eluowano buforem bez soli.
Wyplyneta ona jako relatywnie symetryczny pik zawierajacy okoto 30% wyjsciowe;j ilosci
biatka surowicy (rys. 1, frakcja II).
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Profil elucji z kolumny tiofilnej surowicy anty Cms

Elution profile from tiophilic column. Serum against Cms
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Rys. 1. Rozdzial chromatograficzny bialek surowicy kréliczej zawierajacej przeciwciala anty-Cms na
kolumnie ze zlozem tiofilnym
Fig. 1. Chromatographic profile of proteins from rabbit serum containing Cms-specific
immunoglobulins resolved on thiophilic column

W uzyskanych frakcjach pochodzacych z surowic przeciwko bakteriom Cms lub PVY,
stezenie biatka odpowiadato stezeniu przeciwciat (tab. 1).

Tabela 1
Obliczenia stezenia biatka i ilosci IgG w eluacie
Determination of protein concentration and IgG amount in elution
o Objetos¢ eluatu| Biatko*

IgG Aszsm A2s0mm Asgonm Purigfzzzoo/izm Ell'llfion volume| Protein 1gG™
"m [ml] [mg/ml] | [mg/ml]

Anti-Cms IgG 11,26 1,57 4,08 2,6 16,5 2,9 2,9

Anti-PVY IgG 6,7 0,93 24 2,6 92,5 1,7 1,7

*Obliczono ze wzoru (1) — Calculated to formula (1)
**QObliczono ze wzoru (2) — Calculated to formula (2)
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Mozna wigc przypuszczaé, ze gtdwnym skladnikiem zebranych frakcji byly czyste
przeciwciata. Ponadto stosunek absorbancji w 280 nm do absorbancji w 250 nm dla obu
frakcji wynosit 2,6 (tab. 1). Taka charakterystyke spektrofotometryczng posiadajg
preparaty wysoko oczyszczonych IgG. Czystos¢ uzyskanych preparatow IgG analizowano
rowniez za pomocg elektroforoforezy w warunkach redukujacych (rys. 2).

Wrorzec

45,0 -
35,0

25,0 m

18,4 |
14,4

Rys. 2. Obraz elektroforetyczny immunoglubulin anti-PVY oczyszczonych za pomoca chromatografii
tiofilnej
Fig. 2. Electrophoretic profile of PVY-specific IgG purified by thiophilic chromatography

W uzyskanym obrazie elektroforetycznym nie stwierdzono obecnosci zadnych innych
biatek poza charakterystycznymi dla immunoglobulin podjednostkami H (50 kDa) i L (25 kDa)
(rys. 2). Otrzymane preparaty IgG mozna wigc uznac za elektroforetycznie czyste. Wyniki te
swiadczg otym, ze wytworzone zloze tiofilne posiada zdolno$¢ selektywnego wigzania
przeciwciat z surowicy kroliczej. Dzigki temu otrzymane przeciwciata nie wymagaja dalszego
frakcjonowania, co znacznie usprawnia proces ich pozyskiwania. Aby otrzyma¢ podobnej
czystosci przeciwciata za pomocg chromatografii jonowymiennej nalezy je wstepnie oddzieli¢
od innych biatek surowicy poprzez frakcjonwanie za pomoca siarczanu amonu. Ponadto przed
nalozeniem frakcji zawierajacej IgG na kolumne jonowymienng nalezy najpierw oddializowaé
sol. W efekcie taka procedura oczyszczania jest wieloetapowa i dlugotrwala. Hansen 1 wsp.
(1998) za pomocg chromatografii tiofilnej uzyskali z zottka jaja przeciwciata IgY o podobnym
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stopniu czystosci do otrzymanego w prezentowanej pracy. Birkenmeier i Kopperschlager
(1992) oczyszczali zuzyciem zloza tiofilnego przeciwciala monoklonalne skierowane
przeciwko peroksydazie chrzanowej uzyskujac lepsze wyniki w poréwnaniu z chromatografig
jonowymienng, powinowactwa do biatka A czy hydrofobowa. Chromatografia powinowactwa
do biatka A lub do specyficznego antygenu réwniez pozwala na jednoetapowe uzyskanie
wysoko oczyszczonych przeciwcial, jednak elucja wtym przypadku wymaga stosowania
niskiego Iub wysokiego pH buforu elucyjnego. Moze to doprowadzi¢ do denaturacji i utraty
aktywnosci biologicznej izolowanych przeciwcial. Zaletg przedstawionej metody jest to, ze
IgG eluowane sg buforem o niskiej sile jonowej ineutralnym pH. Dzigki temu dlugie
dializowanie w celu usunig¢cia nadmiaru soli lub korygowania pH nie jest konieczne. Stad
chromatografia tiofilna znajduje zastosowanie w przypadkach, gdy izolowane przeciwciata sg
wrazliwe na zmiany warunkow otoczenia (np. wahania pH, stezenie soli), ktére moga
doprowadzi¢ do nicodwracalnej utraty ich aktywno$ci biologicznej. Metoda ta nadaje si¢
doskonale do izolacji przeciwcial monoklonalnych (Finger i in., 1996). Dodatkowym atutem
chromatografii tiofilnej sa znacznie nizsze koszty w porownaniu z chromatografia
powinowactwa do biatka A (Porach, Belew, 1987; Skoble, Scopes, 1997).

Tabela 2
Oznaczanie miana przeciwcial anty PVY metoda DAS ELISA
Determination of titer of anti-PVY antibodies by DAS ELISA
Rozcienczenie przeciwcial — IgG dilution
PVY 1000x 2000x 4000x 6000x 8000x
A405um | SD A405um | SD A405um | SD A405um | SD A405um | SD

Proba

pozytywna — 1,518 0,016 1,384 0,009 1,177 0,011 1,030 0,051 0,963 0,013
positive

Proba

negatywna — 0,063 0,007 0,062 0,005 0,055 0,004 0,078 0,019 0,071 0,004
negative

Tabela 3
Oznaczanie miana przeciwcial anty Cms metoda DAS ELISA
Determination of titer of anti-Cms antibodies by DAS ELISA

Rozcienczenie przeciwcial — IgG dilution
Cms 1000x 2000x 4000x 6000x 8000x
A405nm | SD A405nm | SD A405nm | SD A405um | SD A405um | SD

Proba

pozytywna — 0,387 0,010 0,333 0,008 0,305 0,026 0,178 0,011 0,147 0,011
positive

Proba

negatywna — 0,080 0,010 0,070 0,008 0.064 0,004 0,071 0,005 0,062 0,004
negative

Przydatno$¢ uzyskanych za pomoca chromatografii tiofilnej immunoglobulin do wykry-
wania PVY lub Cms sprawdzano metodg DAS ELISA. Studzienki mikroptytek powlekano
rozcienczonymi (od 1000 do 8000) preparatami IgG anty-PVY (lub anty-Cms). Dla kazdego
z rozcienczen IgG oceniano poziom reakcji niespecyficznych inkubujac w studzienkach sok ze
zdrowych roslin (sok kontrolny) oraz zdolno$¢ do wigzania specyficznego antygenu stosujgc
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taki sam sok z roslin zainfekowanych PVY (sok testowy) lub sok zawierajacy martwe bakterie
Cms (5000 komorek/ml). Dla obu preparatow poziom reakcji z sokiem kontrolnym by# niski
1 nie zmienial si¢ wraz z rozcienczeniem IgG (tab. 2 i 3).
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Rys. 3. Stosunek odpowiedzi specyficznej do niespecyficznej w tescie DAS ELISA dla przeciwcial anty-
PVY
Fig. 3. Ratio of positive to false positive signals for PVY specific IgG in DAS ELISA assay. Test sap-sap
from PVY infected plants, control-sap from uninfected plants
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Rys. 4. Stosunek odpowiedzi specyficznej do niespecyficznej w tescie DAS ELISA dla przeciwcial anty-
Cms
Fig. 4. Ratio of positive to false positive signals for Cms specific IgG in DAS ELISA assay. Test sap-sap
from PVY infected plants, control-sap from uninfected plants
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W przypadku IgG anty-PVY wysoka, ponad dziesi¢ciokrotng odpowiedz na antygen
obecny w soku testowym uzyskano dla wszystkich badanych rozcienczen preparatu
przeciwciat (tab. 2, rys. 3). Dla IgG anty-Cms rozcienczonych od 1000 do 4000-razy
poziom reakcji z sokiem testowym byt okolo pigciokrotnie wyzszy od poziomu reakcji
niespecyficznych (tab. 3, rys. 4). Dalsze rozcienczanie przeciwcial powodowato spadek
poziomu reakcji specyficznej i dla IgG rozcienczonych 6000-8000 razy byt on juz tylko
okoto 2,5-krotnie wyzszy od poziomu reakcji z sokiem kontrolnym (tab. 3, rys. 4).

Wyniki testu DAS ELISA $wiadczg otym, ze przeciwciala izolowane metoda
chromatografii tiofilnej zachowuja swoje wlasciwosci i moga by¢ uzyte jako sktadnik
testow immunologicznych.
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