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The Purification of Anti-BPO Antibodies by Means of
Affinity 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 AH-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 x 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 fritheren Arbeit® wurden quantitative Beziehungen zwischen
der Haptendichte von Benzyl-Penicilloyl (BPO-)-beladenen Schaf-
erythrozyten und ihrer komplementabhangigen Lysierbarkeit durch
Anti-BPO-Antikorper hergestellt. Es zeigte sich, daB mit steigender
Haptendichte an der Erythrozytenoberfliche die Lyse bei konstanter
IgG-Konzentration zunahm. Auf Grund statistischer Uberlegungen war
dabei fiir das Zustandekommen der Lyse eine Bindung des IgG in biva-
lenter Form Voraussetzung. Ein direkter Hinweis auf die Richtigkeit
dieser Uberlegung wire die Feststellung des molaren Verhiltnisses
zwischen verfiigharen Haptendeterminanten und spezifisch gebundenem
IgG. Dazu ist die Verwendung von reinem Anti-BPO-IgG notwendig.
Uber die Methodik der Reindarstellung dieser Anti-BPO-IgG wird
berichtet.
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Material und Methodik

Natrium-Penicillin-G (NaP@) wurde von der Fa. Hoechst-Austria,
Rindergammaglobulin (BGG) von den Behringwerken, Marburg/Lahn,
Benzyl [14C]penicillin potassium (14C-K—PG) mit einer spezif. Aktivitit
von 28 mCi/mMol von Fa. Radiochemical Centre, Amersham, bezogen.

Kaninchenserumalbumin wurde nach der modifizierten Methode von
SchwertS isoliert.

Benzylpenicilloylyo—BGG (BPO4o—BGG) und. Benzylpenieil-
loylig—KSA (BPO19—KSA) wurden nach der Methode von Locher et al.%
gekoppelt. Zur CGewinnung von Anti-BPO-Antisera wurden Kaninchen
mit BPO4—BGG nach einem in einer fritheren Arbeit angegebenen
Schema” immunisiert. Reaginhéltige Sera wurden 1 Woche nach Immuni-
sierungsbeginn abgenommen; alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten
Sera wurden 2 Wochen nach Immunisierungsbeginn gewonnen.

Die passive Hémagglutination (PHA) zum Nachweis von Anti-BGG-
Antikérpern wurde nach der Methode von Boyden!, zum Nachweis von
Anti-BPO-Antikérpern nach der Methode von Lewvine® durchgefihrt.
Der Nachweis von BPO- bzw. BGG-spezifischen Reaginen erfolgte mittels
der passiven kutanen homozytotropen Anaphylaxiereaktion (HCA), die
in einer friheren Arbeit® ausfithrlich beschrieben wurde. Den Nachweis
von Immunglobulinen im Eluat fihrten wir mittels der Agargeldoppel-
diffusionsmethode nach Owuchierlony durch, wobei die folgenden Anti-
sera verwendet wurden: Anti-Kaninchen-Serum von der Ziege der Fa.
Hyland, Div. Travenol Laboratories Inc., Costa Mesa, Calif., Anti-Kanin-
chen-TgG und Anti-Kaninchen-IgA der Fa. Miles Laboratories Inc. Xan-
kakee, Illinois und Anti-Kaninchen-IgM der Fa. Biochemical Check Up,
Milano.

Tonenaustauschchromatographie

Die Isolierung von reinem Kaninchen-IgG erfolgte auf DEARE-Sephadex:
10 ml Anti-BPO-Kaninchenserum, welches 2 Wochen nach Immunisie-
rungsbeginn gewonnen worden war, wurde 3 Tage gegen den Startpuffer
(0,02M -Trispuffer, pH 6,5) dialysiert und auf eine Sdule (Pharmacia K 26/40),
welche mit dquilibriertern DEAE-Sephadex A 50 gefilllt war, aufgetragen.
Die Elution erfolgte mit einem linearen Kochsalzgradienten, welcher mittels
Ultrograd Gradientenmischer der Fa. LKB hergestellt wurde. Die Durch-
fluBgeschwindigkeit betrug 10 mlfem?2/Stde. Die Fraktionen des ersten
EiweiBgipfels, welcher reines IgG enthielt, wurden gesaramelt, mit 0,1N-
NaOH auf pH 8,0 eingestellt und auf 10 ml mittels Diaflo (Fa. Amicon,
Lexington, Mass. USA) auf PM-10-Membranen eingeengt. Diese IgG-
Priparation wurde anschlieBend mittels Affinitdtschromatographie weiter
gereinigt.

A ffinitdtschromatographie

Herstellung des BPO-spezifischen Immunosorbens (BPO—AH-
Sepharose): 1g AH-Sepharose 4 B (Fa. Pharmacia, Uppsala), wurde in
50 ml 0,50 -NaCl suspendiert. Nach dem Absetzen des Gels wurde der
Uberstand dekantiert. Nach dreimaliger Wiederholung dieses Waschvor-
gangs erfolgte noch zweimaliges Nachwaschen mit Aqua dest. pH 4,5.
Zur Beladung wurde das Gel in 50 ml Trimethylamin-Puffer pH 10,0,
0,14M- (TMA-Puffer), in welchem 1,500 mg NaPG geldst waren, suspen-
diert und unter sténdigem Rihren 50 Min. bei Zimmertemp. inkubiert.
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Danach wurde das Gel bei 3000 g abzentrifugiert und 5mal mit je 50 ml
0,05 -Tris-Puffer pH 8,0, welcher noch 0,02M- an CaCla war, gewaschen.

Bestimmung der Beladungsintensitét der BPO—AH-Sepharose:

1 g AH-Sepharose 4 B wurde in der oben beschriebenen Weise ge-
waschen. Die Beladung erfolgte ebenfalls in 50 ml TMA-Puffer, in welchem
1,600 mg NaPG gelost waren, nur wurde dieser Losung noch zusitzlich
140.K—PG entsprechend einer Menge von 50 pCi zugesetzt. Als Nega-
tivkontrolle diente ein entsprechender Ansatz ohne 14C-K—PG. Beide
Ansétze wurden, wie beschrieben, 50 Min. bei Zimmertemp. inkubiert.
Im AnschluBl daran wurden Doppelproben von je 1 ml entnommen. Diese
Proben enthielten somit je 76,72X10-% Mol NaPG. Die Messung der
Radioaktivitédt in der Probe des Versuchsansatzes im Liquid Scintillation
Counter (Typ Isocap 300 Nuclear, Chicago) mit externem Standard be-
trug 1 323 650 DPM, die des Leerwertes 71 DPM. Nachdem das Gel, wie
oben beschrieben, gewaschen worden war, wurde es neuerlich mit Tris-
Puffer auf 50 ml aufgefullt und wieder Proben zu je 1ml zur Messung
der Radioaktivitdt entnommen. Nach Abzug der Radioaktivitdt des Leer-
wertes wurden in der Probe 12 518 DPM gemessen, was einem BPO-
Gehalt von 0,72 x 106 Mol entspricht. Umgekehrt auf 1 g Sepharose 4 B
fanden sich also 3,6 X 105 Mol BPO gekoppelt.

Durchfithrung der Affinitatschromatographie:

10 ml Anti-BPO-Serum bzw. 10ml IgG-Fraktion (siche Ionenaus-
tauschchromatographie) wurden mit 0,5 (= 4 ml) BPO-—AH-Sepharose
im Schittelwasserbad 30 Min. bei 37 °C inkubiert und anschliefend in
eine Chromatographiesdule (Pharmacia K 9/15) gefillt. Zundchst wurde
mit 100 ml Tris-Puffer gespilt, dann mit 50 ml Tris-Puffer, in welchem
0,4 Mol/l NaCl enthalten war, und anschlieend wurde mit 50 ml Tris-
Puffer ohne NaCl gquilibriert. Die Elution der spezifisch gebundenen
Antikdrper erfolgte dann mit 0,1M-Essigsdure. Es wurden jeweils 10 ml-
Fraktionen gesammelt. Zur Untersuchung in der PHA und HCA wurden
die in Abb. la mit O bezeichneten Fraktionen mittels CentrifloR (Fa.
Amicon, Lexington, Mass., USA) auf 1 ml eingeengt. Die Fraktionen des
BEssigsdureeluates wurden vorher mit IN-NaOH auf pH 7,0 eingestellt.
Die in der Agargeldoppeldiffusion untersuchten Fraktionen wurden auf
50: 1 eingeengt.

Ergebnisse
Haptengehalt der BPO-beladenen Sepharose

Wurde die Beladung der AH-Sepharose unter Zusatz von
14C.-K—PG vorgenommen und nach den Waschvorgingen die Radio-
aktivitit gemessen, so ergab sich nach den in ,,Material und Methodik*
angefithrten Berechnungen fiir 1 ¢ beladene Sepharose ein BPO-Gehalt
von 3,6 X 10~5 Mol, was 2,16 x 101% Determinanten entspricht.

Affinitdtschromatographie mit Anti- BPO—BGG-Vollserum
und Anti-BPO—IgG

Die Auftrennung von Vollserum wurde unternommen, um die Spezi-
fitdt der Trennung zu iiberpriifen. Als Kriterium diente die Separierung

1*
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Abb. 1. a) Elutionsprofil der Affinitdtschromatographie. 10 ml Anti-BPO—
BGG-Kaninchenserum wurden mit 1 g BPO—AH-Sepharose 4 B inkubiert
und stufenweise eluiert (siehe Pfeile). b) Titer ausgewédhlter Fraktionen in
der PHA. Diein Abb. 1 a mit O bezeichneten Fraktionen wurden 10: 1 ein-
geengt. Titer der BPO-spezifischen Antikérper. ———- Titer der
BGG-spezifischen Antikorper. e) Titer ausgewsahlter Fraktionen in der
HCA. Die in Abb. 1 amit QO bezeichneten Fraktionen wurden 10:1 einge-
engt. Titer der BPO-spezifischen Reagine. — Titer der BGG-
spezifischen Reagine
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von Trager- (BGG-) und Hapten (BPO-)-spezifischen Antikorpern, die
mit Hilfe der PHA und der HCA nachgewiesen wurden. Wie aus den
Abb. 1b und 1e¢ hervorgeht, war die in der PHA und HCA feststellbare
BPO-spezifische Aktivitit ausschlieflich im Essigsidureeluat (Peak II,
Abb. 1a) enthalten. Die tragerproteinspezifische Aktivitdt wurde mit
der ersten (reiner Tris-Puffer) sowie mit der zweiten (Tris-NaCl) Wa-
schung der Séule eluiert. Mit Essigsiure liefen sich keine Tragerprotein-
spezifischen Antikérper eluieren. In der Agargeldoppeldiffusion wurde
die Anwesenheit von IgM, IgG und IgA in Peak IT iiberpriift. Lediglich
Immunglobuline vom Typ IgG und IgM konnten nachgewiesen werden.
Zur Darstellung von reinem Anti-BPO—IgG erwies es sich daher als
notwendig, diese in 2 Schritten vorzunehmen : Zunichst wurde eine reine
IgG-Fraktion eines Anti-BPO-Hyperimmunserums mit Hilfe von DEAE-
Sephadex isoliert. ITm AnschluBl daran erfolgte die Abtrennung der
BPO-spezifischen IgG auf dem Weg der Affinitatschromatographie. Auch
in diesem Fall ergab sich durch die schrittweise Elution ein vergleich-
bares Elutionsmuster. Die spezifische Aktivitdt fand sich ebenfalls im
Essigsiureeluat.

Diskussion

Wie sich aus den Beladungsversuchen mit MC.K—PG ergibt,
lassen sich BPO-Gruppen in hoher Konzentration (2,16 x 10% Deter-
minanten pro 1 g Sepharose 4 B) kovalent an die AH-Sepharose binden.
Die aulerordentliche Dichte dieser Beladung wird dadurch unterstrichen,
dafl unter der Annahme einer bivalenten Fixierung und Ausniitzung
aller zur Verfiigung stehenden Determinanten pro 1 g Sepharose 4 B
nahezu 3 g Anti-BPO-spezifisches IgG gebunden werden kinnten. Tat-
sidchlich kann aber nur ein Bruchteil dieser Kapazitit ausgeniitzt wer-
den, wie der Chromatographieversuch (Abb. 1) zeigt.

Bei dieser Art von Immunosorbens muBl beachtet werden, daB auch
ein betrichtliches Mafl an unspezifischen, adsorptiven Bindungen von
Serumproteinen zustandekommt, was im Hinblick auf eine hohe Rein-
heit des Essigsidureeluates eine besonders sorgfiltige Waschung der
Saule mit Tris-Puffer bzw. Tris-Puffer-NaCl erforderlich macht. Dies
diirfte auch der Grund sein, warum dieses Immunosorbens zur quantita-
tiven Bestimmung von Anti-BPO-Antikdrpern mittels Immunfluoreszenz
wegen seiner hohen ,,background“-Fluoreszenz ungeeignet ist2.

Wie die Abb. 1b und 1¢ zeigen, war eine hohe Trennspezifitit gege-
ben. Diese erwies sich nicht nur in der exakten Separierung von hapten-
und tragerproteinspezifischen Antikérpern. Auch nach Chromatographie
einer Mischung gleicher Teile von Anti-BPO—BGG-Serum und Anti-
Ovalbumin-Serum fanden sich im Essigsiureeluat keinerlei in der pas-
siven Hamagglutination nachweisbaren Anti-Ovalbumin-Aktivitaten.



6  H. Stemberger u. a.: Reindarstellung von Anti-BPO-Antikérpern

Literatur

S. V. Boyden, J. Exper. Med. 93, 107 (1951).

W. Knapp, Persénliche Mitteilung.

B. B. Levine, M.J. Fellner und. V. Levytska, J. Immunol. 96, 707 (1966).

G. W. Locher, C. H. Schneitder und A. L. de Weck, Z. Imm.-Forsch. 141,

265 (1971).

C. Steffen, Allgemeine und experimentelle Immunologie und Immuno-

pathologie. Stuttgart: Thieme. 1968.

H.-P. Werner, H. Stemberger, G. Wiedermann und D. Kraft, Wr. Klin.

Wscehr. 84, 663 (1972).

7 Q. Wiedermann, H. Stemberger, H.-P. Werner und D. Kraft, Z. Imm.-
Forsch. 143, 483 (1972).

8 (. Wiedermann, M. M. Mdller, O. Forster und H. Stemberger, Internat.

Arch. Allergy Appl. Immunol. 49, 843 (1975).

C B

@

Korrespondenz und Sonderdrucke:

Dr. H. Stemberger

Institut fiir spezifische
Prophylaxe und Tropenmedizin
Universitit Wien
Kinderspitalgasse 15

A-1095 Wien

Osterreich



