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CHAPTER I I I  

RESULTS

3 . 1  P u r i f i c a t i o n  o f  a n t i g e n s ,  

a .  C e r u l o p l a s m i n .

T h e  e l u a t e  f r o m  2 . 5  X 2 7 . 0  cm DEAE c o l u m n  a n d  t h e  m o d i f i e d  

g l a s s  t u b i n g  g a v e  t h e  s a m e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n ,  b u t  t h e  t i m e  

f o r  f r a c t i o n s  i n  t h e  f i r s t  c o l u m n  w a s  l o n g e r  t h a n  t h e  o t h e r  o n e .

T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  f l o w  r a t e  f r o m  g l a s s  t u b i n g  p l u g e d  w i t h  g l a s s  

w o o l  w a s  f a s t e r .  T h e  m o d i f i e d  g l a s s  t u b i n g  w a s  s e l e c t e d .

T h e  r e s u l t s  o f  e l u t i o n  f r o m  C M - S e p h a d e x  c h r o m a t o g r a p h y  

a r e  s h o w n  i n  F i g .  2 ,  p 2 5 .  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t h i s  p e a k  w h e n  

d e v e l o p e d  a g a i n s t  a n t i  hu ma n  s e r u m  a n d  a n t i  c e r u l o p l a s m i n  s h o w s  

t h a t  i t  c o n t a i n s  a l m o s t  p u r e  c e r u l o p l a s m i n  e x c e p t  f o r  a  s m a l l  

c o n t a m i n a t i o n  b y  e - g l o b u l i n  ( F i g .  3 ,  p . 2 6 ) .

T h e  r e s u l t  o f  r a c h r o m a t o g r a p h y  o f  t h i s  p u r i f i e d  c e r u l o p l a s m i n  

o n  C’l - S e p h a d e x  w a s  s h o w n  i n  F i g .  4 9 p .  2 7 .  T h e  f r a c t i o n s  w e r e  

t e s t e d  b y  O u c h t e r l o n y  T e c h n i c  a g a i n s t  a n t i c e r u l o p l a s r n i n  a n d  a n t i  

n o r m a l  h u m an  s e r u m ,  i t  w a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i t  d i d  n o t  c o n t a i n  a n y  

c o n t a m i n a n t  ( F i g .  5 ) 5 p .  2 8 .  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  o f  f r a c t i o n  

7 a n d  9 o f  e l u a t e  s h o w e d  o n e  b a n d  o f  p u r i f i e d  c e r u l o p l a s m i n  a g a i n s t  

a n t i  h u m a n  s e r u m  ( F i g .  6 ) 3 p .  2 9 .
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Fig. 2 Elution of ceruloplasmin from CM" 
Sephadex column.
at the first run, flow rate of 30 drops /min

0.08 M Sodium acetate pH 5.5
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F i g .  3 .  I w m u n o G l G C t r o p h o r e s i ร o f  p r o t e i n  p e a k s  o b t a i n e d  f r o m  

two  Cii' S e p h a d e x  c h r o m a t o g r a p h y .

U p p e r  w e l l  : s e c o n d  r u n  ( r e c h r o m a t o g r a p h y }

L o w e r  w e l l  ะ f i r s t  r u n

( h a v i n g  t r a c e s  o f  e - g l o b u l i n s  a s  

c o n t a r n i  r i a n t s )

T r o u g h a n t i  n o r m a l  h u m an  s e r u m .
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Fig.4  Rechromatography of ceruloplasmin on
CM- Sephadex column. ( Flowrate 36drops/min.)



F i g .  5 .  O u c h t e r l o n y  d o u b l e  d i f f u s i o n  s h o w i n g  p r e c i p i t a t i o n  o f  

p u r i f i e d  c e r u l o p l a s m i n .

W e l l  1 t o  5 c o n t a i n  p u r i f i e d  c e r u l o p l a s m i n  f r a c t i o n s  7 t o  9 w h i c h  

s h o w e d  o n e  b a n d  a g a i n s t  a n t i  h u m an  s e r u m  (A)  a n d  

a g a i n s t  c o m m e r c i a l  a n t i  c e r u l o p l a s m i n  ( B ) .



F i g .  5 .  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  o f  t w o  f r a c t i o n s  o b t a i n e d  f r o m

29

r e c h r o m a t o g r a p h y  o n  c n  S e p h a d e x  c o l  urnท.

U p p e r  w e 1 ไ ะ 

L o w e r  ' w e l l  ะ

f r a c t i o n  n u m b e r  7 

f r a c t i o n  n u m b e r  9

Trough Anti normaไ humaท serum
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T h e  p r e p a r e d  c e r u l o p l a s m i n  w a s  u s e d  t o  i m m u n i z e  r a b b i t s  

a n d  t h e  a n t i s e r u m  o b t a i n e d  w a s  t e s t e d  b y  i r a n u n o e l e c t r o p h c r e s ใ’ ร 

s h o w i n g  a n t i b o d i e s  t o  c e r u l o p l a s m i n ,  t o  IgG a n d  t o  o t h e r  s e r u m  

p r o t e i n s .  T h e  a n t i  c e r u l o p l a s m i n  w a s  f o u n d  m o n o s p e c i f i c  t o  

c e r u l o p l a s m i n  a f t e r  a b s o r p t i o n  w i t h  p u r i f i e d  I g G 9 a n d  t h e n  w i t h  

e l u a t e  f r o m  U E A E - S e p h a d e x  c h r o m a t o g r a p h y  c o n t a i n i n g  m o s t  o f  o t h e r  

s e r u m  p r o t e i n s  e x c e p t  c e r u l o p l a s m i n .  T h e  m o n o s p e c i f i c i t y  t o  

c e r u l o p l a s m i n  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  IE P  ( F i g .  7 ,  p .  3 2 . ) .

T h e  f i n a l  d i l u t i o n  o f  a n t i  c e r u l o p l a s m i n  i n  Manc i  n i  a g a r  

p l a t e  w a s  f o u n d  t o  b e  o p t i m u m  a t  1 : 7 .  A t  t h i s  d i l u t i o n ,  c l e a r  a n d  

s h a r p  i m m u n o d i f f u s i o n  p r e c i p i t a t i o n  w a s  o b s e r v e d  w i t h  u n d i l u t e d  

h u m an  s e r a .  L a c k  o f  d o u b l e  c o n c e n t r i c  r i n g s  w i t h i n  t h e  i m m u n o 

d i f f u s i o n  r e c o n f i r m  i t s  m o n o s p e c i f i c i t y  ( F i g .  ช ,  p .  3 3 ) .

T h e  l e v e l s  o f  c e r u l o p l a s m i n  f r o m  1 3 0  s p e c i m e n s  w e r e  

s h o w n  i n  ( T a b l e  I ,  p .  3 4 ) .  T h e  l e v e l s  am o n g  t h o s e  w i t h  l i v e r  

d i s e a s e s  a n d  t h o s e  w i t h  h e m o g l o b i n o p a t h i e s  w e r e  h i g h l y  i n c r e a s e d  

w h e n  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  n o r m a l  o n e s .

b .  H a p t o g l o b i n s .

l ib w a s  f o u n d  t o  b e  r e a d i l y  b o u n d  t o  CMbr a c t i v a t e d  

S e p h a r o s e  c o m p l e x ,  a n d  t h e r e u g n l y  w a s h e d  t o  b e  f r e e  f r o m  c o n 

t a m i n a t i n g  p l a s m a  p r o t e i n ,  t h e  b o u n d  lip w a s  e l u t e d  f r o m  H b : -  

S e p h a r o s e  b y  t h e  u s e  o f  3.3 II U r e a  pii 5 ( F i g .  9, p .  3 3 ) .  T e s t  

f o r  i t s  p u r i t y  w a s  m a d e  b y  i m m u n o d i f f u s i o n  a g a i n s t  c o m m e r c i a l
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a n t i  h a p t o g l o b i n  a n d  a n t i  h u m an  s e r u m ,  do  p r e c i p i t a t i o n  l i n e s  o f  

o t h e r  c o n t a m i n a n t  s e r u m  p r o t e i n s  w e r e  o b s e r v e d  i n  b o t h  iiTimuno- 

e l e c t r o p h c r e t i c  a n d  i m m u n o d i f f u s i o n  m e t h o d s ( r i g .  1 0 ,  p .  3 6 ,  F i g .  1 1 5 

p .  3 7 ) .  H o w e v e r  a f t e r  ' i m m u n i z a t i o n  i n t o  r a b b i t s  w i t h  t h i s  H p ,  

a n t i b o d y  p r o d u c e d  s h o w e d  r e a c t i o n  t o  I g G j  t h i s  i n d i c a t e d  m i n u t e  

c o n t a m i n a t i o n  o f  I f  G i n  t h e  p r e p a r e d  l i p .  T h i s  r e a c t i v i t y  t o  IgG 

w a s  r e a d i l y  e l i m i n a t e d  b y  a b s o r p t i o n  w i t h  I g G .  Ti l e m o n o s p e c i f i c i t y  

o f  p r e p a r e d  Hp w a s  t h e n  d e m o n s t r a t e d  i n  F i e .  1 2 ,  p .  3 8 9 F i g .  1 3 ,  

p . 39  , F i g .  ไ 4 3 p . 4 0  .

T h e n  a n t i  h a p t o g l o b i n  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  Hp l e v e l  i n  

n o r m a l  hu ma n  s e r a  a n d  i n  t h o s e  w i t h  c o n f i r m e d  h e m o g l o b i n o p a t h i e s  

p a t i e n t  s e r a  ( F i g .  1 6 ,  ทุ .  4 1 ) .  T h e  r e s u l t s  w e r e  s h o w n  i n  T a b l e  I I ,  

p . 4 2 - T h e  l e v e l  o f  Hp i n  p a t i e n t s '  s e r a  w e r e  l o w e r  t h a n  n o r m a l  

•ones ( T a b l e  I I ,  p .  4 2 ) .  O n l y  o c c a s i o n a l l y  t h a t  t h e  l e v e l s  amon g  

h e m o g l o b i n o p a t h i e s  r e a c h e d  t h e  n o r m a l  l e v e l .
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F i g .  7 .  I m m u n o e l e c t r o p h o r e t i c  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  c o m m e r c i a l  a n d  

p r e p a r e d  a n t i c e r u l o p l a s m i n .

U p p e r  t r o u g h  ะ 

L o w e r  t r o u g h  ะ

Wei 1

p r e p a r e d  a n t i  c e r u l o p l a s m i n  

c o m m e r c i a l  a n t i c e r u l o p l a s m i n  

n o r m a l  hu ma n  s e r u m



F i g .  8 .  T h e  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  p l a t e  d e m o n s t r a t i n g  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n  o f  c e r u l o p l a s m i n .

C o l u m n  1 ,  Row 1 - 4  a r e  s t a n d a r d  a n t i g e n  s h o w i n g  a c o n c e n t r i c  

p r e c i p i t i n  r e a c t i o n  i n  v a r i o u s  s i z e s .
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T a b l e  I

S e r u m  C e r u l o p l a s m i n  i n  n o r m a l  hu ma n  a n d  p a t i e n t s  w i t h  l i v e r  

d i s e a s e s  e x p r e s s e d  i n  p e r c e n t a g e  o f  a  s t a n d a r d  p r e p a r a t i o n .

Ho . Mean S t a n d a r d

D e v i a t i o n

r a n g e

%

p *

i io rma  1 5 0 33 20 1 3 - 5 3 *

L i v e r  d i s e a s e s 1 5 0 141 3 0 1 1 1 - 1 7 1 < 0 . 0 5

H e m o g l o b i n o p a t h i e s 30 137 4 2 9 5 - 1 7 9 < 0 . 0 5

* p -  C o m p a r e  t o  n o r m a l

 ̂ p -  pv-uloaJoiiit'y )
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Fig. 9 Elution of haptoglobin with 3.6 M Urea 
from affinity chromatography.

No of tubes
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F i g .  1 0 .  D o u b l e  i m m u n o d i f f u s i o n  s h o w i n g  p r e c i p i t a t i o n  l i n e s  o f  

r e a c t i o n  o f  p r e p a r e d  h a p t o g l o b i n .

W e l l  1 t o  5 c o n t a i n  p r e p a r e d  h a p t o g l o b i n

A c e n t r a l  w e l l  c o n t a i n  a n t i  hum an  s e r u m  

B c e n t r a l  w e l l  c o n t a i n  a n t i  c o m m e r c i a l  h a p t o g l o b i n
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F i g .  ไ ไ .  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p r e p a r e d  h a p t o g l o b i n .

p r e p a r e d  h a p t o g l o b i n  

n o r m a l  h u m a n  s e r u m

U p p e r  v^a 1 ไ ะ 

L o w e r  w e l l  ะ 

T r o u g h a n t i  n o r m a l  h u m an  s e r u m
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F i g .  12*  I m n u n o e l e c t r o p h c r e s i s  p r e c i p i t a t i o n  d e m o n s t r a t i n g  t h e  

p r e c i p i t i n  l i n e  o f  p r e p a r e d  a n t i - h a p t o g l o b i n *

p r e p a r e d  a n t i - h a p t c g l o b i ท 

a n t i  n o r m a l  h u m a n  s e r a i !

U p p e r  t r o u g h  ะ 

L o w e r  t r o u g h  ะ 

W e l l  ะ n o r m a l  h u m a n  s e r u m
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F i g .  1 3 .  I m m u n o e l e c t r o p h o r e t i c  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  c o m m e r c i a l - a n d  

p r e p a r e d  a n t i  h a p t o g l o b i n .

U p p e r  t r o u g h  ะ p r e p a r e d  a n t i  h a p t o g l o b i n  

L o w e r  t r o u g h  ะ c o m m e r c i a l  a n t i  h a p t o g l o b i n  

: n o r m a l  h u m an  s e r u mW e l l



Fig. ไ4. Double diffusion showing lines of iden t i ty  in p rec ip i t in
r e a c t i o n .

W e l l  1 , 4 -  C o m m e r c i a l  a n t i  h a p t o g l o b i n  

W e l l  3 ,  6 -  p r e p a r e d  a n t i  h a p t o g l o b i n  

W e l l  2 ,  5 -  p r e p a r e d  h a p t o g l o b i n  a n t i g e n  

W e l l  7 -  n o r m a l  hu ma n  s e r u m



41

F i g .  ไ ร .  T h e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  h a p t o g l o b i n  b y  R a d i a l  

I m m u n o d i f f u s i o n .
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C o l u m n  ไ ,  Row ไ t o  4 :  v a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  t h e  s t a n d a r d  a n t i g e n s
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T a b l e  I I

S e r u m  h a p t o g l o b i n  i n  n o r m a l  hu ma n  s e r u m  a n d  p a t i e n t s  w i t h  

h e m o g l o b i n o p a t h i e s  e x p r e s s e d  i n  p e r c e n t a g e  o f  a s t a n d a r d  p r e p a r a t i o n .

No . Mean S t a n d a r d r a n g e  p *

D e v i a t i o n %

N o rm a l 50 1 9 8 90 1 0 8 - 2 8 8 *

H e m o g l o b i n o p a t h i e s 1 0 0 34 18 ใ ช ่ - 5 2  < 0 . 0 5

* p  C o m p a r e  t o  n o r m a l  

( P Ï proba-bilitij )
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