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UVOD /INTRODUCTION

Imunoglobulin G (IgG) je glavn1 imunoglobulin v kravjem mleku. V zrelem mleku doseze koncentracije do 0,7 g/L, v
kolostromu pa celo do 32 — 212 g/L (Gapper et al., 2017). Pr1 koagulacij1 kazeinov se del IgG obori ali veze na kazeine.
V sirotki so koncentracije zato nizje kot v mleku. Mle¢ni imunoglobulini S¢it1jo tako mlecno zlezo kot tudi tele pred
okoljskimi1 patogeni 1n toksini, ko Se nima razvitega imunskega sistema. Protimikrobno delovanje 1gG pa se uporablja
tudi v prehranskih dopolnilih 1n krmi. Molekule IgG so zaradi obCutljive 1n razvejane 3D-strukture podvrzene agregaciji
in so zaradi tega nestabilne pr1 daljSem hranjenju ali zamrzovanju. V komercialnih proizvodih proizvajalci v produkte z
deklarirano aktivnostjo dodajajo stabilizatorje, npr. glicerol, NaCl, saharozo in BSA. Problem je predvsem pomemben v
farmacij1 pri proizvodnji bioloskih zdravil, ki morajo zaradi intrevenoznega vnasanja biti brez agregatov. Park 1n sod.
(2013) so ugotovili, da dodatek 4 % manitola in 2 % saharoze pr1 pH 5 prepreCuje agregiranje in podaljSa stabilnost
formulaciy monoklonskih IgG.
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F., (antigen-binding)

Immunoglobulin G (IgG) 1s the major immunoglobulin 1n bovine milk. It reaches concentrations of up to 0.7 g/L 1n
mature milk and up to 32-212 g/L in colostrum (Gapper et al., 2017). In the process of casein coagulation, part of the
IgG seems to precipitate or bind to caseins. IgG concentrations in whey are thus lower than 1n milk. Immunoglobulins 1n
milk protect both the mammary gland and the calf from environmental pathogens and toxins when the calf's immune
system 1s not yet developed. The antimicrobial activity of IgGs 1s utilized also 1n food supplements and animal feed. IgG
molecules are subject to aggregation due to their delicate and branched 3D structure and are therefore unstable during
prolonged storage or freezing. In commercial products, manufacturers add stabilizers (e.g., glycerol, NaCl, sucrose, and
BSA) to products with declared IgG activity. The problem of aggregation is particularly prominent in the production of
biologic drugs, which must be free of aggregates due to intravenous administration. Park et al. (2013) found that the
addition of 4% mannitol and 2% sucrose at pH 5 prevented IgG aggregation and prolonged the stability of monoclonal
IgG formulations.

METODE DELA

Iz 100 do 200 mL osiromasene kisle (FT) 1n sladke sirotke (FTS) smo s protein G-afinitetno kromatografijo z uporabo monolitne kolone CIMmultus™-r protein G-1 v vec
poskusih 1zolirali IgG. Interakcija IgG s proteinom G je odvisna od pH, zato smo eluirali z glicinom pri pH 2. Elucyyskim frakcijam smo umerili pH na viSjo vrednost in
nekaterim dodali fosfatni pufer in NaCl (PBS) ali raztopino NaCl, manitola in saharoze. Frakcije smo nato skladis¢ili pr1 razlicnih pogojih (liofilizacya, v tekoCem stanju pri
razliCnih temperaturah 1n z veC cikli zamrzovanja in odmrzovanja), nato pa 1zmerili koncentracijo z analitsko protein G-afinitetno HPLC 1n z vizualnim opazovanjem
spremljali pojav agregatov v raztopinah.

REZULTATI IN DISKUSIJA

Slika 3 (A in B) prikazuje analizo FT (A) in FTS (B), pripadajoCih nevezanih frakcij, elucij in komercialnega IgG
(Sigma-Aldrich) z SDS-PAGE. Slika 3 (C 1n D) prikazuje koncentracijo IgG ob razliCnih dnevih v frakcijah z |
dodanim manitolom 1n brez manitola ter z razlicnimi na¢ini skladisS¢enja: tekoCe pr1 4 °C, tekoce pr1 sobni
temperaturi (ST), pr1 zamrzovanju in odmrzovanju (f-t, freeze-thaw) in liofilizacij.

Izmerjena koncentracija IgG (Slika 3, C 1in D) je bila bolj odvisna od dneva meritve kot od razlike med vzorci, kar
nakazuje, da uporabljena metoda n1 zanesljiva. Vseeno smo lahko med sabo primerjali koncentracije razli¢nih
vzorcev na 1sti dan merjenja. V FT in FTS smo 1zmerili podobno koncentracijo IgG (v FT 0,089 g/L in v FTS
0,085 g/L). V nevezani frakciji pr1 nalaganju sirotke nismo opazili IgG, torej se je ves IgG zadrzal na koloni
(Slika 1, levo). Preboj IgG smo dosegli pred nanosom 105 mL FTS, predvidoma pri enakem volumnu kot v kisli
sirotkl (80 mL, naS1 predhodni rezultati) glede na podobno koncentracijo IgG. Kolona se je nasicila z IgG pri
nanosu 157 do 186 mL FTS. Pr1 nanasanju vecjega volumna se koncentracija v nevezani frakcij vec ni
povecevala 1n n1 presegla koncentracije v naneSenem FTS, kot smo opazili z nekaterimi drugimi proteini 1n
drugimi kolonami CIMmultus™. Dodatek manitola, saharoze in NaCl (in v primeru 1zolacije 1z FTS tudi dodatek
le acetatnega pufra) je stabiliziral mleCni IgG pr1 liofilizaciji in odmrzovanju/zamrzovanju do te mere, da n1 bilo
jasne razlike v koncentraciji med razlicnimi obdelavami vzorcev. Le glicin ali kombinacija glicina in PBS nista
stabilizirala IgG pri1 liofilizaciji ali zamrzovanju/odmrzovanju: 1gG se je pri tem delno oboril.

Slika 1/Figure 1:
Misj1 IgG1 (datoteka PDB 11GY) (Harris 1n
sod., 1998), vizualizirano s Pymol.

Mouse IgG1 (PDB entry 11GY) (Harris et al.,
1998), visualised with Pymol.
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Slika 2/Figure 2:
Shema IgG.
Schematic of 1gG.

ZAKLJUCKI/CONCLUSIONS

Uspesno smo 1zolirali zelo Cist IgG 1z obeh vrst osiromasene
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Slika 3/Figure 3:
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