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The PuriJieation o] Anti-BPO Antibodies by Means o] 
A]]inity Chromatograph 

The purification of anti-BPO-antibodies and anti-BPO-IgG 
resp. by means of affinity chromatography is being described. 
The immunosorbent was prepared by direct covalent coupling 
of BPO groups to Atl-Sepharose 4 B beads. The antibodies 
were linked to the immunosorbent in a batch and eluted by 
stepwise chromatography. The hapten density of the gel was 
very high (3.6 • 10 .5 mole BPO/1 g Sepharose 4 B) as could be 
demonstrated by application of 14C-penicillin-potassium. Good 
yields of highly purified anti-PBO-antibodies were obtained. 

In  einer friiheren Arbeit s wurden quanti tat ive Beziehungen zwisohen 
der Haptendichte yon Benzyl-Penicil]oy] (BP0-)-beladenen Schaf- 
erythrozyten und ihrer komplementabh~ngigen Lysierbarkeit  durch 
Anti-BP0-Antik6rper  hergestellt. Es zeigte sich, dab mit  steigender 
Haptendiehte an der Erythrozytenoberfl~ehe die Lyse bei konstanter 
IgG-Konzentrat ion zurlallm. Auf Grund statistiseher Uberlegurtgen war 
dabei fiir das Zustandekommen der Lyse eine Bindung des IgG in biva- 
lenter Form Voraussetzmlg. Ein direkter Hinweis auf die Riehtigkeit 
dieser fdberlegung w~re die Feststellung des molarert VerhSJtnisses 
zwisehen verfiigbaren I Iaptendeterminanten und spezifisch gebundenem 
IgG. Dazu ist die Verwendung yon reinem Ant i -BP0-IgG ~totwendig. 
~be r  die Mebhodik der Reirtdarstellung dieser Anti-BPO-IgG wird 
berichtet. 
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M a t e r i a l  u n d  M e t h o d i k  

Natrium-Penicillin-G (NaPG) win.de yon der Fa. I-Ioeehst-Austria, 
l~indergammaglobulin (BGG) yon den Behringwerken, Marburg/Lahn, 
Benzyl [14C]penieillin potassium (14C-K--PG) mit  einer spezif. Aktivit/~t 
yon 28 mCi/mMol yon Fa. l~adioehemical Centre, Amersham, bezogen. 

Kaninchenserumalbumin wurde nach der modifizierten Methode yon 
Schwert 6 isoliert. 

Benzy]penicilloyl40--B GG (BPO4e--BGG) und  Benzylpenicil- 
loyllg~-KSA (BPO19--KSA) wurden naeh der Methode yon Locher et el. 4 
gekoppelt. Zur Gewinnung yon Anti-BPO-Antisera wurden Kaninchen 
mit  BP040--BGG nach einem in einer frtiheren Arbeit angegebenen 
Schema v immunisiert, l%eaginh/~ltige Sere wurden 1 Woche nach Immuni-  
sierungsbeginn abgenommen; alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten 
Sere wurden 2 Woehen nach Immunisierungsbeginn gewonnen. 

Die passive ]-I~magglutination (PHA) zum Naehweis von Anti-BGG- 
Antik6rpern wurde naeh der Methode yon Boyden 1, zum Naehweis yon 
Anti-BP0-Antik6rpern naeh der Methode yon Levine 3 durchgef/ihrt. 
Der Nachweis yon BPO- bzw. BGG-spezifischen geaginen erfolgte mittels 
der passiven kutanen homozytotropen Anaphylaxiereaktion (HCA), die 
in einer friiheren Arbeit 6 ausfiihrlieh besehrieben wurde. Den Naehweis 
yon Immunglobulinen im Eluat  fiihrten wir mittels der Agargeldoppel- 
diffusionsmethode naeh Ouchterlony dureh, wobei die folgenden Anti- 
sere verwendet wurden: Anti-Kaninchen-Serum yon der Ziege der Fa. 
Hyland, ])iv. Travenol Laboratories Inc., Costa Mesa, Calif., Anti-Kanin- 
ehen-IgG und  Anti-Kaninchen-IgA der Fa. Miles Laboratories Inc. Kan- 
kakee, Illinois und Anti-Kaninehen-IgM der Fa. Biochemical Cheek Up, 
Milano. 

Ionenaustauschchromatographie 

Die Isolierung yon reinem Kaninchen-IgG erfolgte auf DEAE-Sephadex : 
10ml Anti-BPO-Kaninchenserum, welches 2 Woehen nach Immunisie- 
rungsbeginn gewonnen worden war, wurde 3 Tage gegen den Startpuffer 
(0,02M-Trispuffer, pH 6,5) dialysiert und  auf eine S~ule (Pharmacia K 26/40), 
welche mit  ~quilibriertem DEAE-Sephadex A 50 geffillt war, aufgetragen. 
Die Elution erfolgte mit  einem linearen Kochsalzgradienten, welcher mittels 
Ultrograd Gradientenmiseher der Fa. LKB hergestellt wurde. Die Dureh- 
flul~gesehwindigkeit betrug 10ml/cm2/Stde. Die Fraktionen des ersten 
EiweiBgipfels, welcher reines IgG enthielt, wurden gesammelt, mit  0,1N- 
NaOH auf p i t  8,0 eingestellt und auf 10 ml mittels Diaflo (Fa. Amieon, 
Lexington, Mass. USA) auf PM-10-Membranen eingeengt. Diese IgG- 
Preparation wurde anschliel~end mittels Affinit~tschromatographie weiter 
gereinigt. 

A ]]init4tschromatographie 

I-Ierstellung des BPO-spezifischen Immunosorbens (BPO--AH- 
Sepharose): 1 g AH-Sepharose 4 B (Fa. Pharmacia, Uppsala), wurde in 
50ml 0,5M-NaC1 suspendiert. Nach dem Absetzen des Gels wurde der 
Uberstand dekantiert. Nach dreimaliger Wiederholung dieses Waschvor- 
gangs erfolgte noch zweimaliges Nachwasehen mit Aqu~ dest. pH 4,5. 
Zm ~ Beladung wurde des Gel in 50 ml Trimethylamin-Puffer pI-I 10,0, 
0,14M- (TMA-Puffer), in welchem 1,500 mg Nal)G gel6st waren, suspen- 
diert und unter  st~ndigem l~iihren 50 Min. bei Zimmertemp. inkubiert. 
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Danach wurde das Gel bei 3000 g abzentrifugiert und 5mal mit je 50 ml 
0,05M-Tris-Puffer lOI~I 8,0, welcher noch 0,02M- an CaCl2 war, gewaschen. 

Bes~immung der Beladungsinbensit~t der BPO~AH-Sepharose: 

I g AH-Sepharose 4 B wurde in der oben beschriebenen Weise ge- 
wasehen. Die Beladung erfo]gte ebenfalls in 50 ml TMA-Puffer, in welchem 
1,500 mg NaPG ge]Sst waren, nur wurde dieser L6sung noch zus/~tz]ich 
14C-K PG entsprechend einer Menge yon 50 y.Ci zugesetzt. Als Nega- 
tivkontrolle diente ein entsprechender Ansatz ohne 14C-K--PG. Beide 
Ans/~ze wurden, wie beschrieben, 50 lYiin, bei Zimmertemp. inkubiert. 
Im Anschlul] daran wurden Doppelproben yon je I ml entnommen. Diese 
Proben enthiel~en somit je 76,72• 10-6Mol NaPG. Die Messung der 
l~adioaktivit~t in der Probe des Versuchsansatzes im Liquid Scintillation 
Counter (Typ Isocap 300 Nuclear, Chicago) mit externem Standard be- 
~rug I 323 650 DPM, die des Leerwertes 71 DPM. Nachdem das Gel, wie 
oben bescl]rieben, gewaschen worden war, wurde es neuerlich mit Tris- 
Puffer auf 50 ml aufgeffillt und wieder Proben zu je I ml zur Messung 
der Radioaktivit~t entnommen. Nach Abzug der l~adioaktivit~t des Leer- 
wertes warden in der Probe 12 518 DPM gemessen, was einem BP0- 
Geha]t yon 0,72• 10 -6 Mol entspricht. Umgekehrt auf i g Sepharose 4 B 
fanden sich also 3,6 • 10 -5 Mol BPO gekoppelt. 

Durchffihrung der Affinit/~tschromatographie: 

10m] Anti-BPO-Serum bzw. 10ml IgG-Fraktion (siehe Ionenaus- 
tausehchromatographie) wurden mit 0,5 (~ 4ml) BPO--AI-I-Sepharose 
im Schii]~telwasserbad 30 lViin, bei 37 ~ inkubiert und ansehliel~end in 
eine Chromatographies~ule (Pharmaeia K 9/15) gefiillt. Zun/~chst wurde 
mi?G I00 ml Tris-Puffer gespfilt, dann rnit 50 ml Tris-Puffer, Jn welchem 
0,4 3/[oi/I NaCI enthMten war, und anschliel]end wurde mit 50 m] Tris- 
Puffer ohne NaCl /~qui]ibriert. Die Elution der spezifisch gebundenen 
AntikSrper erfolgte dann mit 0,1M-Essigsgure. Es wurden jeweils 10 ml- 
Fraktionen gesammelt. Zur Untersuehung in der PJcIA und I-tCA wurden 
die in Abb. la mit O bezeiehneten Fraktionen mittels Centrifloa (Fro 
Amieon, Lexington, Mass., USA) auf 1 ml eingeengt. Die Fraktionen des 
Essigsgureeluates wnrden vorher mit 1N-NaOH auf pit  7,0 eingestellt. 
Die in d er Agargeldoppeldiffusion untersuehten Fraktionen wurden auf 
50 : 1 eingeengt. 

E r g e b n i s s e  

Haptengehalt der BPO-bdadenen Sepharose 

Wurde die Beladung der AH-Sepharose unter Zusatz yon 
14C-K PG vorgenommen und nach den Waschvorgi~ngen die Radio- 
aktivitgt gemessen, so ergab sich nach den in ,,M~teria] und Methodik" 
angefiihrten Berechnungen fiir 1 g beladene Sepharose ein BPO-Gehalt 
yon 3,6 • 10 -5 Mol, was 2,16 • 1019 Determinanten entspricht. 

A//initiitschromatographie mit Anti-BPO--BGG- Vollserum 
und Anti-BPO~IgG 

Die Auftrennung yon Vollserum wurde unternommen, um die Spezi- 
fit/it der Trennung zu iiberpriffen. Als Kriterium diente die Separierung 
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Abb. I. a) Elu~ionsprofil der Affinitatschromatographie. iO m| Anti-BPO-- 
B G G - K a n i n c h e n s e r u m  w u r d e n  m i t  1 g B P O - - A H - S e p h a r o s e  4 B i n k u b i e r t  
u n d  s tufenweise  e lu ier t  (siehe Pfeile). b) T i t e r  au sgewah l t e r  F r a k t i o n e n  in  
der  P t t A .  Die  in  Abb .  1 a mi~ O b e z e i c h n e t e n  F r a k t i o n e n  w u r d e n  1 0 : 1  ein- 
geengt .  - -  Tiber de r  BPO-spezif ischeI1 An t ik6 rpe r .  . . . . .  T i t e r  dor  
BGG-spez i f i schen  An t ik6 rpe r .  c) T i t e r  ausgewgh] te r  F r a k t i o n e n  in  der  
HCA. Die  in  Abb .  i a ra i t  O b e z e i c h n e t e n  F r a k t i o n e n  w u r d e n  i0  : i einge- 
engt .  - -  T i t e r  de r  BPO-spez i f i schen  1%eagine. ~ - -  Tiber der  BGG-  

spezif ischen l~eagine 
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yon Tr~ger- (BGG-) und Hapten (BPO-)-spezifischen Antik6rpern, die 
mit Hilfe der PHA und der ttCA naehgewiesen wurden. Wie aus den 
Abb. 1 b und 1 e hervorgeht, war die in der PHA und HCA feststellbare 
BPO-spezifische Aktivits ausseh]ieglich im Essigs/~ureeluat (Peak Ii ,  
Abb. 1 a) enthMtem Die tr~gerproteiaspezifische Aktivit~tt wurde mit 
der ersten (reiner Tris-Puffer) sowie mit der zweiten (Tris-NaC1) Wa- 
sehung der S~ule eluiert. Ki t  EssJgs/~ure lie•en sieh keine Trs 
spezifisehen AntikSrper eluieren. In der Agargeldoppeldiffusion wurde 
die Anwesenheit yon IgM, IgG und IgA in Peak II  tiberprtift. Lediglieh 
Immunglobuline vom Typ IgG und IgM konntea nachgewiesen werden. 
Zur Darstellung yon reinem Anti-BPO--IgG erwies es sich daher Ms 
notwendig, diese in 2 Sel~ritten vorzunehmen: Zun/tchst wurde eine reine 
IgG-Fraktion eines Anti-BPO-Hyperimmunserums mit Hilfe yon DEAE- 
Sephadex isolier~. Im Anschlug daran erfolgte die Abtrennung der 
BPO-spezifischen IgG auf dem Weg der Affinit~ttschromatographie. Auch 
in diesem FM1 ergab sieh dureh die schrittweise Elution ein vergleich- 
bares Elutionsmuster. Die spezifische Aktivits land sich ebenfMls im 
Essigs~ureeluat. 

D i s k u s s i o n  

Wie sich aus den Beladungsversuehen mit 14C-K PG ergibt, 
lassen sieh BPO-Gruppen in hoher Konzentration (2,16)< 10 9 Deter- 
minanten pro 1 g Sepharose 4 B) kovalent aa die AH-Sepharose binden. 
Die auIterordentliehe Diehte dieser Beladung wird dadureh unterstriehen, 
dag unter der Annahme einer bivalenten Fixierung und Ausntitzung 
aller zur Verffigung stehenden Determinanten pro 1 g Sepharose 4 B 
nahezu 3 g Anti-BPO-spezifisehes IgG gebunden werden k6nnten. Tat- 
ss kann aber nur ein Bruehteil dieser Kapazit/~t ausgentitzt wer- 
den, wie der Chromatogr~phieversuch (Abb. 1) zeigt. 

Bei dieser Art yea  Immunosorbens mug beaehtet werden, dM? aueh 
ein betr~ehtliehes Mag an unspezifischen, adsorptiven Bindungen yon 
Serumproteinen zustandekommt, was im Hinbliek auf eine hohe Rein- 
heir des Essigs/~ureeluates eine besonders sorg~s Wasehung der 
S~nle mit Tris-Puffer bzw. Tris-Puffer-NaC1 erforderlieh macht. Dies 
dilrfte aueh der Grund sein, warum dieses Immunosorbens zur quantita- 
riven Bestimmung yon Anti-BPO-Antik6rpern mittels Immunfluoreszenz 
wegen seiner hohen ,,background"-Fluoreszenz ungeeignet ist 2. 

Wie die Abb. I b und 1 e zeigen, war eine hohe Trennspezifits gege- 
ben. Diese erwies sieh nieht nur ia der exakten Separierung yon hapten- 
und tr/~gerproteinspezifisehen Antik6rperm Aueh naeh Chromatographie 
einer Mischung gMeher Teile yon Aati-BPO--BGG-Serum und Anti- 
OvMbumin-Serum fanden sieh im Essigs~ureeluat keinerM in der pas- 
siren H~magglutination naehweisbaren Anti-OvMbumin-Aktivit/iten. 
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