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Monoclonal antibodies against isoprenoid compounds
Summary

Monoclonal antibodies against isoprenoid compounds were obtained by in
vivo immunization of Balb/c mice with UQ-10 (ubiquinone-10) incorporated into
cholesterol rich particles containing metylated bovine serum albumin
(CRP-MBSA) in order to induce a strong immune response. The specificity of an-
tibodies was evaluated by a modified dot-blot technique using Hybond-N +
membrane (Amersham). Selected antibodies 1II-5 (IgG3), V-3 (IgG2b) and VII-11
(IgM) were capable of recognizing different isoprenoid compounds: ubiquinone,
plastoquinone, solanesol, dolichol, p-sistosterol but did not react with
phospholipids, triacylglycerols or fatty acids. These antibodies may be used in
immunoblotting for identifying isoprenoids (e.g. ubiquinone) in partially puri-
fied plant extracts after TLC chromatography on glass RP-18 plates (Merck).
Immunodetection of isoprenoids was performed using secondary goat anti-mice
immunoglobin antibodies conjugated with biotin, extravidine-AP and BCIP/NBT
as substrate.
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1. Wstep

Zwigzki izoprenoidowe peinig istotne funkcje biologiczne
Jako elementy strukturalne blon oddziatujace na ich stabilno$¢
i przepuszczalnosé (cholesterol, dolichol, poliprenole), wplywajag
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takze na funkcjonowanie komorki biorac udziat w transporcie elektronéw przez
btony (ubichinon, plastochinon), przekaznictwie sygnatéw, dzialajac jako antyutle-
niacze (ubichinol, karotenoidy, tokoferol, plastochinol) (1,2) i hormony (sterydowe
hormony zwierzece i roslinne). Niezbedne do funkcjonowania komorki okazaly sie
rowniez liniowe polimery izoprenoidowe zwigzane kowalencyjnie z biatkami. Pre-
nylacja bialek w komoérkach jest niezbedna w procesach wzrostu komoérek i ich po-
dziatow, wewnagtrzkomoérkowym transporcie i przekazywaniu sygnatow (3,4).

Okreslenie miejsca biosyntezy poszczegoélnych zwigzkow izoprenoidowych w ko-
moérkach roslinnych nie jest ostatecznie rozwigzane. Zastosowanie metod bioche-
micznych i genetycznych w badaniach nad miejscem biosyntezy tych zwigzkéw nie
przyniosto dotychczas definitywnego rozstrzygniecia. Na podstawie czesci wynikow
wskazuje sie, ze niektére lipidy sa biosyntetyzowane bezposrednio w miejscach ich
aktywnosci biologicznej (5,6), natomiast w przeprowadzonych innych badaniach
wskazuje sie rowniez na istnienie skomplikowanego mechanizmu transportu lipi-
déw z miejsca ich biosyntezy do obszaru akumulacji (7).

Interesujacym uzupetnieniem eksperymentéw biochemicznych dotyczacych lo-
kalizacji wewnagtrzkomoérkowej biosyntezy lipiddw moga by¢ badania z uzyciem me-
tod immunochemicznych. Pierwszym koniecznym etapem préby wykorzystania tych
metod bylo uzyskanie odpowiednich przeciwciat monoklonalnych.

Opracowano wiele metod pozwalajacych na uzyskanie przeciwciat poli- lub monoklo-
nalnych przeciwko lipidom i glikolipidom komérkowym, poniewaz sg one niezastgpio-
nym narzedziem w badaniach tych biomolekut, a takze znajdujg zastosowanie w diagno-
styce i terapii. Sposrod metod uzyskiwania przeciwciat przeciwko lipidom, bardzo dobre
wyniki daje uzycie czasteczek bogatych w cholesterol lub liposoméw jako nosnikéw anty-
genu (8). Crook i wsp. (9) uzyskali przeciwciata poliklonalne o wysokim mianie przeciwko
siarczanowi cerebrozydu stosujgc jako nosnik kompleks bogatych w cholesterol czaste-
czek z netylowang albuming bydleca (CRP-MBSA - cholesterol rich particles and metylated
bovine aibumine) podawany krolikom dozylnie. Czasteczki te zawieraty distearoilofosfaty-
dylocholine (DSPC), cholesterol i MBSA oraz siarczan cerebrozydu. Uprzednio wykazano,
ze kompleksy glikolipidéw, fosfatydylocholiny, cholesterolu i MSBA immunizujg zwierze-
ta powodujac uzyskiwanie przeciwciat o wysokim mianie (10). W naszych badaniach za-
stosowaliSmy zmodyfikowana procedure opisang przez Crooka i wsp. (9), co pozwolito
nam uzyska¢ monoklonalne przeciwciata przeciwko izoprenoidom.

2. Materiat i metody

2.1. Przygotowanie antygenu

Antygenem byt syntetyczny ubichinon (UQ-10) (Sigma) podawany w czgstkach
cholesterolowych zawierajgcych metylowang albumine bydleca.
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Czasteczki cholesterolowe (CRP) byty przygotowane wedtug procedury Crooka
i wsp. (9). Do 50 ml wody dodawano kroplami roztwér cholesterolu (40,7 mg
w 2,5 ml 100% etanolu) i nastepnie roztwodr distearylofosfatydylocholiny (16,6 mg
w 0,6 ml 100% etanolu) energicznie mieszajac w temperaturze pokojowej. Nastep-
nie dodawano 2,1 mg UQ-10 w 0,1 ml mieszaniny chloroform:metanol (1:1), mie-
szajgc. Z uzyskanej mieszaniny odparowano rozpuszczalnik na wyparce (50°C, 2 godz).
Nastepnie dodawano kroplami roztwér MBSA (20 mg/ml H20) i pozostawiono na
noc w temperaturze pokojowej. Nastepnego dnia odwirowano (27 000 x, g, | godz,
4°C). Uzyskany osad zawieszano w 20 ml soli fizjologicznej za pomoca sonifikacji
(15 s, 4°C). Uzyskang emulsje przechowywano w -20°C. W | ml zawiesiny tak przy-
gotowanych czgsteczek cholesterolowych jest 105 pg UQ-10.

2.2. Immunizacja

Myszy, dwie 6-tygodniowe samice Balb/c (hodowane za barierg bakteriologiczng
w Zaktadzie Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych Instytutu Matki Polki w todzi) immuni-
zowano metoda in vivo, podajac jednorazowo 0,5 ml czgsteczek cholesterolowych za-
wierajacych 50 pg UQ-10, dootrzewnowe. Szczepienie byto powtarzane czterokrotnie
w odstepach trzytygodniowych. Ostatnia dawka byta podana dozylnie (booster) i trzy
dni pdzniej myszy byly zabijane przez translokacje, a nastepnie izolowano ich sledziony.

2.3. Uzyskiwanie przeciwciat

Po izolacji splenocytdow wykonano fuzje splenocytéw z komérkami szpiczaka
mysiego SP2/0, standardowa metoda z 50% glikolem polietylenowym i 5% DMSO, po
czym komorki wysiano na ptytki zawierajgce feeder layer i hodowano w réznicujgcym
medium HAT (RPMI-1640 zawierajace 10% bydleca surowice ptodowa, streptomycy-
ne i penicyline oraz czynnik antymykotyczny PLLO, a takze hipoksantyne, aminopte-
ryne i tymidyne). Druga porcje splenocytow zamrozono w -80°C i przeprowadzono
fuzje po rozmrozeniu. Uzyskane hybrydomy klonowano metodg ograniczonego roz-
cienczania. W wyniku obu fuzji otrzymano 98 klondéw.

2.4. Charakterystyka uzyskanych przeciwciat

Klase uzyskanych przeciwciat oznaczano stosujgc zestaw do typowania immuno-
globulin ISO-2 (Sigma) oraz przeciwciato przeciwko mysim IgM- tancuch p (Sigma).

Specyficzno$¢ uzyskanych przeciwciat oznaczano stosujac wtasng modyfikacje
metody dot-blot. W tym celu wyprébowano rézne uklady (fazy state oraz wtérne
przeciwciata).
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Dot-hlot wykonywano nanoszgc na btone (nitroceluloza Bio-Rad, Hybond-N+
Amersham) lub ptytke do TLC (szklane z zelem silikonowym, RP-18 Merck) 3 pg an-
tygenu UQ-10 (chloroform:metanol 1:1) na miejsce. Po wysuszeniu blokowano btony
lub ptytki TBS/T zawierajacym 2% BSA. Nastepnie nanoszono po 4 pg supernatantéw
badanych hodowli hybrydom, jako kontrole stosowano supernatanty zawierajace
przeciwciata przeciwko biatkowym antygenom. Inkubowano przez noc w 4°C. Po
trzykrotnym plukaniu w TBS/T przeprowadzano reakcje z wtérnymi przeciwciatami
(koniugat przeciwciat przeciwko mysim immunoglobulinom z fosfatazg alkalicznag
(AP) lub koniugat przeciwciat przeciwko mysim immunoglobulinom z biotyng i eks-
trawidyny-AP) i przeprowadzano reakcje barwng wedtug instrukcji producenta, jako
substrat stosowano BCIP/NBT (Sigma).

Immunobloting lipidéw rozdzielonych metoda chromatografii cienkowarstwo-
wej przeprowadzano stosujgc supernatant hodowli hybrydom jako zrédio pierwot-
nych przeciwciat przeciwko UQ-10. Blokowanie przeprowadzano stosujgc TBS/T
z 2% BSA. Ptukania wykonywano trzykrotnie z TBS/T. Inkubacje z wtérnym przeciw-
ciatem i wywolywanie reakcji barwnej wykonywano zgodnie z instrukcjg producenta
(Sigma).

2.5. Przygotowanie ekstraktu roslinnego
Ekstrakt roslinny przygotowano z 4 g lisci Fkus mix stosujac acetomheksan (1:1),

ekstrakt wstepnie oczyszczono na kolumnie wypetnionej ztozem Silica gel (230-400
mesh). Elucje prowadzono stosujgc 20% eter etylu w heksanie.

2.6. Analiza chromatograficzna lipidéw (TLC)

Plytki RP-18 (Merck) do chromatografii cienkowarstwowej w fazie odwrdconej
rozwijano dwukrotnie w acetonie. Standardy wywotywano parami jodu.

3. Wyniki i dyskusja

3.1. Oznaczanie specyficznosci uzyskanych przeciwciat

W wyniku fuzji uzyskano 16 hybrydom produkujgcych immunogtobuliny: 9 klasy
IgM, i 7 klasy 1gG (IgG2b, IgG2a i 1gG3).

Specyficznos¢ uzyskanych przeciwciat monoklonalnych sprawdzano metodg
dot-blot w modyfikacji wtasnej. Najbardziej zadowalajgce wyniki uzyskano stosujac
jako faze stala btone Hybond-N+ (Amersham) oraz jako wtdrne przeciwciata koniu-
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Rys. 1. Oznaczanie specyficznosci uzyskanych przeciwcial monoklonalnych metoda dot-blot z zasto-
sowaniem btony Hybond-N+ (Amersham). Reakcje barwng wywotlywano stosujac wtdérne przeciwciata
przeciwko immunoglobulinom mysim sprzezone z biotyna i ekstrawidyne z fosfatazg alkaliczng, jako
SLibstrat stosowano BCIP/NBT. Wystgpienie zabarwienia Swiadczy o pozytywnej reakcji.

gat przeciwko mysim immunoglobulinom z biotyng i ekstrawidyne sprzezong z fos-
fatazg alkaliczng. Reakcje barwnag przeprowadzano stosujac jako substrat dla alka-
licznej fosfatazy uktad BCIP/NBT (Sigma). Wystapienie barwnej plamy $wiadczy o po-
zytywnej reakcji (rys. 1). Nastepujace hybrydomy produkujg przeciwciata reagujace
z UQ-10: llI-5 (igG3), IV-3 (IgC2b) oraz VII-11, V1I-7 i V-3 (wszystkie klasy IgM).

3.2. Oznaczanie specyficznosci antygenowej wytypowanych 5 przeciwciat

Opisang metodg dot-blot, stosujgc analogiczny uktad jak do sprawdzania specy-
ficznosci przeciwciat i nanoszac po 3 pg badanych lipidéw (chloroformimetanol 1:1)
na miejsce wykazano, ze wytypowane przeciwciata reaguja z ubichinonem (UQ), pla-
stochinonem (PQ), solanezolem, dolicholem i beta-sistosterolem; nie wykazujg nato-
miast reakcji z kwasami ttuszczowymi, triacyloglicerolem i fosfolipidami (rys. 2 i 3).

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 169-177 2001 173



Matgorzata Wanke, Anna Porgbska, Elzbieta Walajtys-Rode

1115
uQ

PQ

solanezol
111~
dolichol
-E-E-f
P-sistosterol
-E-E-E

KI

/-

V-3
uQ
-E-E-E
PQ
-E-E-E
solanezol
-E-E-E
dolichol
-E-E-E
P-sistosterol
-E-E-E
K2

m
9 1

VII-11 VII-7
uQ UQ-E
-E-E-E
PQ PQ
-E-E-E -E
solanezol solanezol
-E-E-E -E-E
dolichol dolichol
-E-E-E -E

P-sistosterol P-sistosterol
-E-E-E -E
K3 ©

V-3

solanezol
-E
dolichol
-E
P-sistosterol
-E
o

Rys. 2. Oznaczanie specyficznosci wytypowanych przeciwciat: 111-5, VII-11, 1V-3, V11-7 i V-3 wobec in-
nych zwigzkow lipidowych: tibichinon (UQ), plastochinon (PQ), solanezol, dolichol i p-sitosterol. Reakcje
barwna wywotywano w uktadzie identycznym Jak na rys. 1. Wystgpienie zabarv.Mienia Swiadczy o pozy-

tywnej reakcji.
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Rys. 3. Oznaczanie specyficznoéci wytypowanych przeciwciat: 11I-5, VII-11, V-3, VII-7 i V-3 wobec

tréjoleinianii gliceryny,

kwasu olejowego i fosfatydylocholiny (PC).

Reakcje barwna wywotywano

w uktadzie identycznym Jak na rys. 1. Wystapienie zabarwienia $wiadczy o pozytywnej reakcji.

3.3. Zastosowanie wytypowanych przeciwciat do identyfikacji izoprenoidéw
w naturalnych ekstraktach roslinnych

Po stwierdzeniu, ze standardy izoprenoiddw daja specyficzng reakcje z uzyska-

nymi przeciwciatami na ptytkach TLC (ptytki szklane z Zzelem silikonowym RP-18,
Merck), zastosowano metode immunoblotingu do identyfikacji tych pochodnych.
Trzy z wytypowanych przeciwciat (111-5, 1V-3, V11-11) zostaly zastosowane do identy-
fikacji zwigzkow izoprenoidowych w naturalnych ekstraktach roslinnych rozdzielo-
nych metodg TLC w fazie odwréconej. Po przeprowadzeniu rozdziatu ekstraktu
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Rys. 4. Zastosowanie wytypowanych przeciwciat (111-5, 1V-3, V1I-11) do identyfikacji izoprenoidow
rozdzielonych metoda chromatografii cienkowarstwowej. Immunobloting wykonano stosujac identycz-
ny uktad jak to opisano na rys. 1.

przez dwukrotne rozwijanie w acetonie, na ptytce TCL przeprowadzano reakcje im-
munoblotingu z przeciwciatami w analogicznym uktadzie jak to zostato opisane dla
metody dot-blot. Plytke inkubowano z supernatantem hodowli hybrydom rozcien-
czonym 1:1 w TBS/T przez 2 godziny w temperaturze pokojowej z mieszaniem. Blo-
kowanie (TBSAT zawierajacy 3% BSA), ptukanie (TBSAT) i inkubacje z wtérnym prze-
ciwciatem (1:5000) w uktadzie biotyna-ekstrawidyna-AP oraz wywotywanie reakcji
barwnej z BCIP/NBT wykonano zgodnie z instrukcjg producenta (Sigma). Pozycje na-
niesionych standardéw identyfikowano parami jodu. Wywotany biot jest pokazany
na rysunku 4.

4. Dyskusja

Przeciwciata poli- i monoklonalne stanowig niezastgpione narzedzie w bada-
niach podstawowych, diagnostyce i terapii. Dlatego w ostatnich latach obserwuje
sie ogromny wzrost wytwarzania specyficznych przeciwciat przeciwko czasteczkom
0 niskiej immunogennosci, toksycznym lub immunosupresyjnym. Niewatpliwie przysz-
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tos¢ nalezy do inzynierii genetycznej, ale wciaz jeszcze wiele przeciwciat jest wy-
twarzanych klasycznymi metodami przez immunizacje in vivo. Bardzo istotna jest
w tym procesie droga podania antygenu i opracowanie techniki uzyskiwania liposo-
mow lub czasteczek cholesterolowych zawierajacych antygen; to stanowito nie-
watpliwy przetom (8). W dwadziescia lat po wykryciu dziatania liposomoéw jako ad-
iuwantu zostata zarejestrowana pierwsza ludzka szczepionka skonstruowana na ba-
zie liposomoéw (przeciwko zottaczce zakaznej A) (11,12). Struktura kompleksu
CRP-MBSA nie jest znana. Zawartos¢ cholesterolu w CRP jest zbyt wysoka, aby moégt
wilaczy¢ sie do dwuwarstwy lipidowej. W obecnosci fosfatydylocholiny i MBSA
czasteczki cholesterolowe sa immunogenne niezaleznie czy sg podane w obecnosci
lub bez adiuwantu (13,14). Opracowana przez Crooka (9) modyfikacja uzyskiwania
czasteczek cholesterolowych pozwolita nam na uzyskanie przeciwciat monoklonal-
nych przeciwko izoprenoidom po zastosowaniu UQ-10 wigczonego do CRP jako an-
tygenu. Nalezy tu podkresli¢ niewatpliwie mniejszy koszt tej metody w poréwnaniu
ze stosowaniem liposomow, podczas gdy w przeprowadzonych poréwnawczych ba-
daniach wykazano rowng efektywno$¢ obu systeméw (9). WykazalySmy réwniez, ze
uzyskane przeciwciala moga by¢ stosowane do identyfikacji izoprenoidow metoda
immunoblotingu w ekstraktach materiatu rostinnego, po rozdzieleniu na ptytkach
TLC, co stanowi tatwa i selektywng metode w poréwnaniu do innych stosowanych
technik.

Praca finansowana cze$ciowo z grantu promotorskiego KBN 6 P04A 025 19. (M.W.)

Literatura

1. Hundall T., Forsmark-Andree P., Ernster L., Andersson B., (1995), Arch. Blochem. Biophys., 324,
117-122.

2. Ernster L., Dallner G., (1995), Biochim. Biophys. Acta, 1271, 195-204.

3. Rodrigiiez-Concepcion M., Yalovsky S., Gruissem W., (1999), Plant Mol. Biol., 39 (5), 865-870.
4. Sinensky M., (2000), Biochim. Biophys. Acta, 1484 (2-3), 93-106.

5. SoliJ., Schultz G.,Joyard J., Douce R., Block M., (1985), Arch. Blochem. Biophys., 238, 290-299.

6. Ltitke-Brinkhaus E., Liedvogel B., Kleining El, (1984), Eur. J. Blochem., 141, 537-541.

7. Wanke M., Swiezewska E., Dallner G., (2000), Biochim. Biophys. Acta, 1463, 188-194.

8. Gregoriadis G., (1995), Trends Biotechnol., 13, 527-537.

9. Grook S.J., Steward R., BoggsJ. M., Vistnes A. 1, Zalc B., (1987), Mol. Immunol., 11,1135-1143.
10. Lingwood C., Murray R., Schachter El., (1980), J. Immunol., 124, 769-775.

11. Alving C. R, (1991), J. Immunol. Methods, 140, 1-13.

12. Gluck R., (1994), Biologicals, 22, 347-351.

13. Coulon-Morelec M. J., Faure M., Marechal J., (1968), Annis. Inst. Pasteur, Paris, 114, 775-782.
14. Zalc B., Jacque C., Radin N. S., Dupouey P., (1977), Immunochemistry, 14, 775-784.

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 169-177 2001 177



