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CHAPTER IV

DISCUSSION AND CONCLUSION

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

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

p r e c i p i t a t i o n ,  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y ,  g e l  f i l t r a t i o n ,  e l e c ­

t r o p h o r e s i s  e t c .

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

p u b l i s h e d  s i n c e  1 9 4 7 .  I t  w a s  i s o l a t e d  f r o m  p l a s m a  s e r u m ;  o r  g l o b u l i n  

r i c h  f r a c t i o n  I V - l  o f  Coh n  e t  a l  ( 2 9 ) ,  u s i n g  p r e c i p i t a t i o n  a n d / o r  

c h r o m a t o g r a p h y ,  ( 1 7 ,  3 9 ,  4 0 ,  5 3 ,  5 4 ,  6 9 ,  n o ,  1 1 7 ) ,  B r o m a n  ( 1 8 )  

h a s  m o d i f i e d  t h e  s y s t e m  b y  u s i n g  D E A E - S e p h a d e x ,  m a k i n g  a t h r e e - s t a g e  

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

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

r e s i n  a n d  am mon ium  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  w a s  d e s c r i b e d  ( 3 6 ,  1 4 9 ) .

T h e  S t o k e s '  m e t h o d  w h i c h  e m p l o y e d  o n l y  a  t w o - s t a g e  s e p e r a t i o n  

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

s t u d y  ( 1 1 8 ) .  D E A E - S e p h a d e x  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  h i g h  b i n d i n g  

c a p a c i t y  f o r  c e r u l o p l a s m i n .  I n  t h i s  s t u d y  t h e  g l a s s  t u b i n g  ( 1 . 7  

X 30  cm) w h i c h  w a s  d r a w n  a t  o n e  e n d  t o  m a k e  a  s m a l l  o u t l e t  w a s  

m o d i f i e d  t o  m a k e  ล. c o l u m n  f o r  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e  h e i g h t  o f  DEAE- 

S e p h a d e x  i n  t h e  c o l u m n  i s  15  cm a n d  i t  w a s  f o u n d  t o  b e  s u f f i c i e n t  

t o  a d s o r b  c e r u l o p l a s m i n  f r o m  a b o u t  2 5 0  t o  5 0 0  ml o f  p l a s m a .  T h e  

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

r e d u c e d .
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A c c o r d i n g  t o  t h e  r e s u l t ,  t h e  p r e p a r a t i o n  f r o m  C M ~ S e p h a d e x  

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

( F i g .  3 ,  p .  2 6 ) .  T h i s  may b e  c a u s e d  by  t h e  c o l u m n  i n c a p a b l e  o f  

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

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

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

w a s  i n c r e a s e d  t o  ใ 0 0  m l ,  p u r e  c e r u l o p l a s m i n  w a s  o b t a i n e d  นำ a  h i g h  

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

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

s i n c e  1958 ( l o ,  3 0 ,  31 , 5 2 ,  7 3 ,  ใ 2 b ) , O E A E - c e l l u l o s e  c h r o m a t o g r a p h y  

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

w a s  b a s e d  o n  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  h b - ’Mp r e a c t i o n  w h i c h  i s  r a p i d  a n d  

n o r m a l l y  i r r e v e r s i b l e  ( 8 9 ) .  T h e  a p p l i c a t i o n  c f  a n  i n s o l u b l e  

s e p h a r o s e  m a t r i x  w i t h  t h i s  r e a c t i o n  w a s  e m p l o y e d  ( 2 3 ,  8 4 3 38).

A f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  u s e d  ไท t h e  p u r i f i c a ­

t i o n  o f  a n t i b o d i e s ,  a n t i g e n  a n d  e n z y m e s  ( 3 4 ,  1 0 3 ) .  S e r u m  Hp w o u l d  

b i n d  t o  S e p h a r o s e :  l ib i n s o l u b l e  m a t r i x  a n d  t h e n  d i s s o c i a t i o n  o f  Hp 

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

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

( F i g .  1 0 ,  p .  3 5 ;  F i g .  ไไร, p .  3 7 ) ,  a n d  t h e  y i e l d  v/as h i g h .

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

t o  b e  p u r e  b y  d o u b l e  i m m u n o d i f f u s i o n  o r  i m m u n o e l e c  t r o p h o r e s i s , 

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

c o n t a i n e d  a n t i b o d i e s  t c  I g G ,  a n d  o t h e r  s e r u m  p r o t e i n s .  T h e  p r e s e n c e
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o f  c o n t a m i n a n t  i s  n o r m a l l y  e v i d e n c e d  b y  t h e  r e s u l t s  o f  i m m u n i z a t i o n .  

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

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

p r o t e i n  a f t e r  i n m i n o a d s o r p t i o n  'Wi th p u r e  IgG a n d  e l u a t e  f r o m  DEAE- 

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

b u t  r i c h  i n  e t h e r  s e r u m  p r o t e i n s .

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

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

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

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

n o r m a l  r a n g e  c o v e r s  a  w i d e  r a n g e  ( 3 3  ± 2 0 ) .  T h i s  r e s u l t  i s  s i m i l a r  

t o  t h o s e  o b t a i n e d  b y  o t h e r  i n v e s t i g a t o r  ( 1 2 ) .  T h e  l e v e l s  a r e  much  

i n c r e a s e d  i n  t i l e  g r o u p  h a v i n g  i n c r e a s e d  s e r u m  SGGT. SGPT ( w i t h  o r  

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

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

d i s e a s e s .  Tile h i g h e r  l e v e l s  am o n g  t i i o s e  w i t h  l i v e r  d i s e a s e s  a g r e e  

w i t h  p r e v i o u s  r e p o r t s  ( 2 6 3 8 6 ,  1 1 9 ) .  T h e  h i g h e r  l e v e l s  o f  c e r u l o ­

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

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

p a r t i c u l a r l y  i n  W i l s o n ' s  d i s e a s e  w h i c h  s h o w s  m a r k e d  d e c r e a s e d  i n  

c e r u l o p l a s m i n  l e v e l .  Due t o  t h e  r a r i t y  o f  t h i s  d i s e a s e ,  s e r a  o f  

t h e s e  p a t i e n t s  w e r e  u n a v a i l a b l e  f o r  o u r  e v a l u a t i o n .  T h e  r e s u l t s  

i n  g e n e r a l  s u p p o r t e d  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  t h e  a n t i s e r u m  p r e p a r e d 5 a n d  

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

o n e s .  T h e  l e v e l s  w e r e  f o u n d  t o  b e  e x t r e m e l y  l o w  ( b e l o w  16%) i n

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

5 c a s e s  w i t h  Hb E d i s e a s e .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  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  h a v e  d e c r e a s e d  l e v e l  o f  Hp m o s t  c f  t h e  t i m e  

ar id o n l y  o c c a s i o n a l l y  t h e  l e v e l  r e a c h e s  n o r m a l  l e v e l .  Y n i s  s t u d y -  

i n d i c a t e d  t h a t  a  d e t e r m i n a t i o n  o f  Up i s  a  g o o d  s c r e e n i n g  t e s t  t u  

s u p p o r t  t h e  p r e s e n t  o f  h e m o g l o b i n o p a t h i e s . As t i l l s  d i s e a s e  i s  v e r y  

common i n  T h a i l a n d ,  a s i m p l e  m e t h o d  f o r  Hp d e t e r m i n a t i o n ,  l i k e

t h e  p r e s e n c e  t e c h n i c 5 i s  v e r y  a p p l i c a b l e  f o r  c l i n i c a l  l a b o r a t o r i e s .

T h e  i m m u n o d i f f u s i o n  t e c h n i c  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  o n e  o f  t h e  

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

{ 6 4 ,  7 4 )  a n d  h a p t o g l o b i n  ( 1 0 G ) .  C o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  i m m u n o ­

d i f f u s i o n  p l a t e  i s  t o o  e x p e n s i v e  t o  r e n d e r  t h e n  s u i t a b l e  f o r  g e n e r a l  

u s e  i n  c l i n i c a l  l a b o r a t o r i e s .  T h e  d e m a n d  f o r  m o n o s p e c i f i c  a n t i  ij 0 dy  

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

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

T h i s  s t u d y  i s  i n  l i n e  w i t h  t h e  new t r e n d  i n  s e r u m  p r o t e i n  c h e m i s t r y ,  

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

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

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

t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d y  a n d  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  a n t i o o d y  i n

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

s i m i l a r  m a n n e r

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

t e c h n i c s ,  p u r i f i c a t i o n  o f  m a n y 9 i f  n o t  a l l ,  h u m a n  o r  a n i m a l  p r o t e i n s  

c a n  b e  a c c o m p l i s h e d .  T h i s  s e l e c t i o n  i s  b a s e d  u p o n  t h e  a v a i l a b i l i t y  

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

p r o t e i n  m o n o s p e c i f i c  a n t i s e r a  c a n  b e  p r e p a r e d .  A b s o r p t i o n  i s  n e e d e d  

m o s t  o f  t h e  t i m e ,  a n d  t h e  c h o i c e  o f  a b s o r b a n t  s h o u l d  b e  f o r ç a s t e d ,  

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

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

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

b y  i r r m u n o d i f f u s i o n  i s  j u s t  t h e  s i m p l e s t  f o r m  o f  i t s  a p p l i c a t i o n .

I t  i s  h o p e d  t h a t ,  t h i s  w o r k  h a s  s e r v e d  i t s  l i m i t e d  p u r p o s e s .
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