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1 Einleitung

1.1 Soja und seine Speicherproteine

Die Sojabohne gehort zur Familie der Leguminosesb@€eae). Sie wird nach Poehlman
(Poehlman, 1979) der Gattung der Glycine zugeordmet in mehrere Arten unterteilt.

Bereits 2800 v.Chr. wurde sie in China angebaut gedinnt um 1840 landwirtschaftliche

Bedeutung in Europa. Ein warmes und feuchtes Klistalr einen erfolgreichen Anbau

unerlaBlich (Schuster, 2000).

Die vielfaltigen Verwendungsmadglichkeiten haben gie einer ausgesprochen beliebten
Kulturpflanze gemacht. Neben dem Einsatz als Fuiteel findet das Mehl als Klebe- und

Bindemittel und das Ol als Speisedl Verwendungil(J871). Dieses wird durch Pressung
oder Extraktion hergestellt.

Der hohe Gehalt an Fetten und Proteinen, die miénei Anteil von 39% an essentiellen
Aminosauren ahnlich dem Huhnerei sind (Orthoef&78), macht die Sojabohne zu einer

besonders hochwertigen Kulturpflanze.

Abb. 1: Fruchtstand der Sojabohne (Alstp://www.ars.usda.gov/is/graphics/photos/k4389
-11.htn).

Leguminosen (Fabaceae) akkumulieren grof3e Proteigemein ihren Samen. Diese dienen
hauptséachlich als Kohlenstoff- und StickstoffquelleSie unterstlitzen damit das frihe
Wachstum und die Entwicklung des Samlings nach Kemung. Sie werden als



Speicherproteine bezeichnet (Arges al, 1985). Ursprunglich wurden diese Proteine in
wasserlosliche Albumine, in alkohollésliche Prolami in salzlosliche Globuline und in
schwachen Sauren und Laugen ldsliche Gluteline eggily (Osborne, 1924). Eine
gegenwartige Einteilung unterscheidet nur mehr avéa den bei Getreiden vorkommenden
Prolaminen und den Globulinen (Shewry und Tatha®®90)l Letztere kommen bei nahezu
allen Organismen vor und unterscheiden sich autbratruktureller und funktioneller
Eigenschaften.

Das in Soja uiberwiegend vorkommende Speicherprateaas Globulin Glycinin. Es handelt
sich dabei um ein hexameres, heterooligomeresiRnoié einem Molekulargewicht von 360
kDa, das aus funf durch Unterschiede in der Pritniesir definierten Untereinheiten besteht
(Moreira et al, 1979). Die Untereinheiten sind: AlaBlb, A1bB2,BA2, A3B4, ASA4B3
(Adachi et al, 2003). Glycinin gehort der 11S-Speicherproteinfi@man, bei der jede
Untereinheit aus einer basischen und einer sauegptidRette besteht, die von einem
Precursormolekil abstammen und durch eine Disuliichke miteinander verbunden sind
(Staswicket al, 1984). Die chemisch-physikalischen Ablaufe bei 8gnthese der 11S-
Speicherproteine sind hinreichend bekannt und Inegin mit der Synthese von
Precursormolekilen (auch  Praproglycinine genannth aler Oberflache des
Endoplasmatischen Reticulums. Im Lumen desselbmatefidie strukturelle Umbildung in
Trimere statt, nachdem Signalpeptide des Precistekils cotranslational abgespalten
wurden. Diese trimeren Strukturen werden Progly@ngenannt (siehe Abbildung 2). Sie
besitzen einen Sedimentationskoeffizienten, der~8eiS liegt (Adachiet al, 2003). Die
endgultige Umformung und Spaltung in die hexameresiuktur erfolgt nach einem
Transport der Trimere Uber den Golgi-Apparat in dagenannten ,protein bodies” der
Vakuole (Chrispeelst al, 1982).

Neben dem zur Klasse der Legumine gehdrenden GiyGh®% Anteil am Gesamtprotein)
spielt das zur Klasse der Viciline gehorendgeConglycinin als zweite grol3e
Proteinkomponente in Soja eine entscheidende Rnildie nutritiven, physiologischen und
physikochemischen Eigenschaften. Es besitzt eingete Struktur und kann zu den 7 S-
Globulinen gezahlt werden. Drei spezifische Untdreiten charakterisieren das Molekil. Sie
sind alsa-, o’- und B-Einheit bekannt und weisen homologe Strukturen(Blaruyamaet al.,
2001).
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Abb.2: Das Homotrimer Proglycinin AlaB1b (Austp://www.ebi.ac.uk/msd-
srv/msdlite/atlas/visualization/1fxz.htjml

1.2 Allergien

Der Begriff Allergie bezeichnet eine Uberempfintikeitsreaktion des Korpers gegen
spezifische Stoffe (Allergene). Sie ist eine Sofaten der Antigen-Antikorperreaktion
(Brockhaus, 1984). Der Wiener Kinderarzt Freihelen@zns von Pirquet beschaftigte sich
bereits 1906 mit dem Phanomen der Allergie und t&ireuch die Bezeichnung ein
(Wikipedia, 2006). Die allergische Reaktion wirdrclu die Bindung von IgE-Molekilen an
ein spezifisches Allergen und dadurch induzierte&@mdungsmediatoren hervorgerufen. Man
unterscheidet zwischen einer Sofortreaktion, dieiptsichlich auf der Aktivitdt von
Histaminen beruht, und einer Spatreaktion, die ld@gtokine und Chemokine sowie durch
Leukotriene hervorgerufen wird (Janewetyal, 2002).

Die Ursachen fur das Auftreten von Allergien sindhh volstandig bekannt und verstanden.
Als wichtige Punkte werden aber eine genetische@ision, eine Belastung des Korpers
durch Umweltschadstoffe, psychosomatische EinflidseGebrauch von Genul3mitteln (z.B.
Zigaretten), Medikamenten sowie eine auf den jegeil Patienten nicht abgestimmte Di&t
diskutiert (Wikipedia, 2006). Die provozierten umdinisch relevanten Symptome einer
allergischen Reaktion beziehen sich vor allem aefAtemwege, den Magen-Darm-Trakt,
das Auge und die Haut. Zudem kénnen auch Beschwesile Kopfschmerzen und Fieber
Folge einer allergenen Stimulation sein.

Es gibt verschiedenste Arten von Allergien. Zu dekanntesten und auch am haufigsten

verbreiteten zéhlen neben den allseits bekanntechdRollen hevorgerufenen Inhalations-
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allergien auch Insektengift-, Tierhaar-, KontakHausstaubmilben- und Nahrungsmittel-
allergien (Wikipedia, 2006). Letztere konnen sialf &ine Vielzahl von Lebensmitteln
beziehen und einige sind auch als Kreuzallergieiscven Pollen und z.B. verschiedenen
Frucht- und Gemisesorten bekannt, die man alsnad$®ziierte Allergien bezeichnet. Von
groBer Bedeutung sind allerdings Nahrungsmittek @ verschiedensten Formen in
zahlreichen Produkten in prozessierter Form vorkemnDazu zahlen u.a. Soja, Erdnul3,
Mais und unterschiedliche Getreidesorten (Deutsohigrgie- und Asthmabund E.V.-
NahrungsmitteL Allergie, 2007).

Die Diagnose von Allergien basiert auf vivo- und in vitro-Verfahren. Dazu gehoren
zunachst Hauttests. Erwahnt werden sollte hierallem der Pricktest, bei dem ein auf die
Haut aufgetragenes Allergen mit einer LanzetteienHthut eingeritzt wird. Des weiteren sind
sogenannte Epikutan- (Allergen tber ein Heftpflasté der Haut in Kontakt gebracht) und
Intrakutantests (Allergen wird mit einer Kanuledie Haut eingespritzt), sowie der Scratch-
(Abschaben der Haut) und Reibetest (Allergen windyerieben) in Verwendung. Bei dém
vitro-Verfahren sind unterschiedliche Methoden zur Biteussuchung gangige Nachweis-
maoglichkeiten. Hier ist besonders der ImmunosoHiast mit Anti-lgE-Antikbrpern zum
Nachweis von Gesamt-IgE in Patientenseren zu ne(®emwvarz, 1999). Eine erfolgreiche
Therapie basiert zunachst auf einer Allergenkaréfeitere erfolgreiche Malinahmen kénnen
eine Desensibilisierung und eine medikamentdse m#hag mit z.B. Antihistaminika sein.

Auch eine Therapie mit anti-IgE-Antikdrpern ist niog.

1.3 Antikorper

Die Abwehr kdrperfremder Molekiile geschieht mittéés unspezifischen, angeborenen und
des adaptiven Immunsystems. Ersteres dient demtASdks Organismus in einer Frihphase
der Infektion. Es besteht aus zellularen, phagemstiden Elementen sowie dem
Komplementsystem aus verschiedenen Plasmaprot@iddier G., 1999). Es bedient sich
bei seiner Immunantwort verschiedenster Rezeptamanspezifische Pathogene zu erkennen.
Einige dieser Moleklle stimulieren die Phagocytalieekt, wahrend andere von z.B.
Makrophagen sezerniert werden und somit auf intbrek Wege eine Phagocytose des
antigenen Molekuls stimulieren. Eine wichtige Fuoiktkommt diesen Rezeptoren zudem bei
der Eindadmmung von lokalen Infektionen und dem Asih einer adaptiven Immunantwort

Uber einen Signaltbertragungsweg (z.B. Toll-Rezepfozu. Zudem l6sen sie die Expression
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von Molekilen wie Cytokinen und Chemokinen aus, der Steuerung der adaptiven
Immunantwort dienen.

Das adaptive Immunsystem beruht auf der Aktivitah \Lymphocyten, die als B- und T-
Lymphocyten vorkommen. Diese Form der Immunantwgeawdahrleistet eine lang
anhaltende, spezifische Abwehr des jeweiligen imogenen Erregers (Janeweatyal, 2002).
Die Aktivierung beider Zelltypen erfolgt durch em&ontakt mit Fremdstoffen, die auch
Antigene genannt werden. Bei T-Lymphocyten erfalgt Erkennung der Fremdmolekile
durch Rezeptoren auf der Zelloberflache der jegeili T-Zelle. Sie ist durch die Bindung der
verschiedenen Peptidfragmente an Moleklle des Hetpkompatibilitdtskomplexes (major
histocompatibility complex, MHC) charakterisiert.ieD Antigenerkennung bei B-Zellen
erfolgt durch Immunglobuline. Sie kdnnen einersedls sezernierte Antikdrper und
andererseits als membrangebundene B-Zell-Rezeptmtstehen (Janeway al, 2002). Sie
besitzen die Fahigkeit mit dem Antigen zu interegyie es zu binden und damit das Signal zu
dessen Eliminierung durch Phagocytose oder durehKaemplementsystem zu geben. Die
spezifische Bindung ergibt sich aus der Struktut den physikochemischen Eigenschaften
der Antigenbindungsstelle. Diese Bindungsstelleelmdmet man als Epitop bzw. antigene
Determinante. Bereits 10 Aminosduren konnen einemdmantwort auslosen. Ein
vollstandiges Proteinmolekll besitzt mehrere saolcEpitope, was die Spezifitat der
Gesamtreaktion erhoht. Niedermolekulare Verbindangeerden Haptene genannt und
kénnen nur gebunden an ein Tragermolekil eine Inamiwvort provozieren (Loffler, 1999).
Die Wechselwirkung von Immunglobulinen mit speafisn Epitopen von Antigenen beruht
primar auf den hypervariablen Regionen der varialBereiche am terminalen Ende der
Antikdrpermolekile, die auch Paratop genannt wer(Radlan, 1994). Diese weisen sehr
unterschiedliche Sequenzmerkmale auf und bestim#mitdt und Selektivitat des
Molekils. Die Bindung des Antikérpers zum Antigenrdv Uber elektrostatische und
hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickeniessman-der-Waals-Kréfte vermittelt
(Janewayet al, 2002).

1.4 Struktur und Einteilung von Immunglobulinen

Immunglobuline sind Glykoproteine, die aus vier ypelptidketten bestehen und von
Plasmazellen sezerniert werden. Man unterschevdatleichte und zwei schwere Ketten, die
durch nichtkovalente Bindungen sowie Disulfidbrickeerbunden werden. Jede Kette

besteht aus einer variablen V-Region und einer aughreren konstanten C-Regionen. Die
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Klasse eines Antikdrpers und somit sein Isotyp wiudch die Struktur der C-Regionen seiner
schweren Kette festgelegt. Beim Mensch und der dié& immunologische Forschung
bedeutsamen Maus unterscheidet man funf Klassen,aldi Immunglobulin M (IgM),
Immunglobulin D (IgD), Immunglobulin G (IgG), Immgtobulin A (IgA) und
Immunglobulin E (IgE) bezeichnet werden. Die Fuokélitdt von Immunglobulinen konnte
durch die Spaltung der Molekile mit Proteasen (£Bpain) charakterisiert werden. Es
wurde, wie in Abbildung 3 fur das IgG-Molekul einsilich, eine Dreiteilung der
Immunglobulinmolekiile beobachtet, wobei jeweils zailstiicke fur die Antigenerkennung
und -bindung zusténdig sind und Fab-Fragmente r{fear antigen binding) genannt werden.
Das dritte Teilstiick, das aufgrund seiner Fahigkeden kristallinen Zustand tberzugehen,
Fc-Fragment (fragment cristallizable) genannt wirderagiert v.a. mit Effektormolekilen
und -zellen (Janewast al, 2002).

The IgG Molecule

Fab arm waving

Fab elbow bend X
I
' 4 Fab rotation

Fc wagging

& Mike Clark 1974

Abb. 3: Schematischer Aufbau eines IgG-Moleklls mit ginenstanten (c) und variablen
(v) Bereich [leichten (L) und schweren Ketten (H){Aus: http://www-

immuno.path.cam.ac. uk/~mrc7/igs/mikeimages.htmi

1.5 Monoklonale Antikdrper

Monoklonale Antikdrper besitzen eine homogene Stnuknit definierter Selektivitat und
Affinitdt zu einem Antigen. Die Methodik der monoklalen Antikdrperproduktion geht auf
die bahnbrechenden Arbeiten von George Kohler uadaC Milstein zurtick (Kéhler und
Milstein, 1975). Sie fusionierten Milzzellen eineimmunisierten Maus mit

Mausmyelomzellen. Die so entstandenen Hybridzelbezeichnet man als Hybridome.
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Charakteristisch fur die Myelomzellen ist ein Fehldes Enzyms Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HGPRT), was eine Selektauf einem Hypoxanthin-
Aminopterin-Thymidin-Medium (HAT-Medium) erst mogh macht. Nur das fusionierte
Hybridom, in dem das HGPRT-Gen durch die Milzzéiégesteuert wird, vermag im HAT-
Medium zu Uberleben. Unfusionierte Myelomzellen ukizzellen sterben ab, letztere
aufgrund ihrer begrenzten biologischen Lebensfahigbie Fusion wird durch die Zugabe
eines Fusogens (Polyethylenglykol) ermdglicht. Mézzellen bringen die Fahigkeit zur
Sezernierung von spezifischen Antikdrpermolekilenumd die Myelomzellen gewahren die
unbegrenzte Teilungs- und Wachstumsfahigkeit dedridgms. Man erhalt also vom
Hybridom als finales Produkt einen sezerniertenik®&mper, der eine einheitliche Struktur,
dieselbe Antigenbindungsstelle sowie den gleictsatyp besitzt und als Klon von einer
einzelnen B-Zelle abstammt (Janewely al, 2002). Damit Monoklonalitat erreicht wird,
missen entsprechende Zellinien kloniert werderke®o verhindert werden, dal3 verschieden
spezifische Antikorper unterschiedlicher Hybridonsezerniert und polyklonale Seren
produziert werden. Die Klonierungen gewahrleistene egesteigerte Homogenitat und
Spezifitat der sezernierten Antikorper.
Die Produktion monoklonaler Antikorper a3t sicholgr durch folgende vier Punkte
beschreiben (Sheperd und Dean, 2000).

a) Generierung spezifischer B-Lymphozyten

b) Fusion mit einer kontinuierlich wachsenden Myetellinie

c) Screening der Zellkulturiberstande auf spedigs&ntikorper

d) Isolierung und Klonierung der spezifischen Hgbme

1.6 Zielsetzung und methodische Vorgehensweise

In der hier vorliegenden Arbeit sollte ein quartiter Enzymimmunoassay zur Detektion des
allergenen Sojaproteins Proglycinin  entwickelt vesrd Dazu sollte zunadchst eine
Aufreinigung des entsprechenden Antigens fur dienimisierung zweier CD-1-Mause
(Ursprung: Swiss Mause) in einer praparativen @ktebphorese erreicht werden. Die
standardmafig durchgefiuhrte Fusion von Myelomzeffehden aus der Milz der Mause
extrahierten allergenspezifischen B-Lymphozyterltsteeinen weiteren Produktionsschritt
dar. Die monoklonalen Antikorper wurden hinsichilitrer Spezifitat in einer Reihe von
Western-Blots getestet. Ein geeigneter, durch Kamg erhaltener, monoklonaler

Antikdrper wurde massenproduziert und diente irilydierter Form als Detektionsmittel fir
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spezifische, allergene Sequenzen aufgereinigteglyinins. Dieses konnte in einer mit dem
monoklonalen Antikdrper kovalent verbundenen Sepdesaule aufgereinigt werden und war

Ausgangsbasis fur die Etablierung einer Kalibragiamve.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle I Chemikalien

3-Amino-9-Ethyl-Carbozole (AEC)

Merck KG/Art.-NrA-5754/Charge:
052K1693

Antikorper-Biotinylierungs-Kit

PIERCE/ProduktnameZ-Link Sulfo-NHS-
Biotinylation Kit Art.-Nr.: 21425/Charge:
1775.0

Ammoniumperoxodisulfat (Rotipuran)

Carl Roth GmbI/ANr.: 42834867/
Charge: 1444

Borsaure

Merck KG/Art.-Nr.: K29935665/Charge:
1.00165.1000

Coomassie Brilliantblau G250 (CBB G250

Serva Feidbemika/Art.-Nr.: 17524/
Charge: C.1.42655

Dimethylsulfoxid

SIGMA/Art.-Nr.: D2650/Charge: 411882

Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrg

t

Merck KGa##Ar.: 1.06579.1000/
Charge: AG18579 527

Essigsaure, 99-100%

Riedel-de Haén/Art.-Nr.: 013089

Ethanol, 99% (vergallt)

Art.-Nr. : 64-17-5/Char@®0-578-6

Fermacidal D (Baricidal)

IC Products SA/Art.-Nr:B&b/Charge: 1024

c=

Freunds Adjuvans komplett

SIGMA/Art.-Nr.: F-5881/2be: 033K8933

Freunds Adjuvans inkomplett

SIGMA/Art.-Nr.: F-55@arge: 79H8937

Formaldehydl6sung, >37%

Merck KG/Art.-Nr.: K258928848/
Charge: 1.04002.1000

Glycerin Merck KG/Art.-Nr.: K892 097/Charge:
1.0409.1000
Glycin Carl Roth GmbH + Co KG/Art.-Nr.:

37573578/Charge: 3908.3

Harnstoffperoxid

Calbiochem Corporation/Art.-Nr6@&121/
Charge: 902454

Immuno-Purg Biotinylated Horseradish

PIERCE/Art.-Nr.: 2913942he: Gl 101194
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Kupfer (II) Sulfat Pentahydrat 4% wi/v

Solution

SIGMA/Art.-Nr.: 072 K5312/ Charge: 2284

L-Glutamin, 200 mM

Gibco-Invitrogen Life Technologyt.-Nr.:
3092966/Charge: 25030324

2-Mercaptoethanol, 50 mM

Gibco-Invitrogen CorparatArt.-Nr.:
3096562 / Charge: 31350-010

Methanol

J.T. Baker/Art.-Nr.: 0026910002/Charge:
UN1230

Natriumacetat Trihydrat

Merck KG/Art.-Nr.: 6267/Cha:
441TA729067

Natriumazid, 99%

Aldrich-Chemie/Art.-Nr.: 19,993cHarge:
00184-044

Natriumcarbonat

E. Merck/Art.-Nr.: 009 A484092 /Cdrex
6392.1000

Natriumchlorid

E. Merck/Art.-Nr.: 847 K10819904/CGlya:
1.06346.1000

Natriumdihyrogenphosphat-Monohydrat

Merck KG/Art.-NA480746431/Charge:
1.06346.1000

Natriumhydrogencarbonat

E. Merck /Art.-Nr.: K20328924/Charge:
1.06392.1000

Natriumhydroxide

SIGMA/Art.-Nr.: S-8045/Charge: 29010

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

Merck KG/Art.-Nr.: K2031116/Charge:
1.06516.0500

NHS-aktivierte Sepharose 4 Fast Flow

Amersham PhaaaBiotech AB/Art.-Nr.:
286079/Charge: 17-0906-01

N,N-Dimethylformamid

E. Merck/Art.-Nr.: 8539433/Ctgge: 10983

o-Phosphorsaure, >85%

Carl Roth GmbH/Art.-Nr.: 638Bharge:
03252620

Prosep-rA High Capacity

Millipore/Art.-Nr.: 1131122/Charge:
0250020

Polyethylene Glycol 1500 (PEG 1500)

Roche DiagoesBmbH/Art.-Nr.: 783641

2-Propanol

E. Merck/Art.-Nr.: 148 K16974334/Charge
9634.1000

D
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Rotiphorese Gel 32

Carl Roth GmbH + Co/Art.-Nr 08883/
Charge: 3029.2

Schwefelsaure, 95-97%

Merck/Art.-Nr.: 1650.1000/Qka
1917M5845

Salzsaure, 37%

Riedel-de Haen/Art.-Nr.: 1789/Charge
00830

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Ultra Pure,
>99%

Carl Roth GmbH/Art.-Nr 41149756/Charge:

2326.2

Silbernitrat fur Proteinfarbung

Carl Roth GmbH/ANXr.: 6207.1/Charge:
20253402

Tween 20

Merck/Art.-Nr.: 8.22184.0500/Charge:-

3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin, 98%

SIGMA/Art-NIT2885-5G/Charge:
064K0817

TEMED (N,N,N,N-Tetra-methyl-
ethylendiamine)

Carl Roth GmbH/Art.-Nr.: 36835495/Charg
2367.3

o

TRIS-Pufferan

Carl Roth GmbH/Art.-Nr.: 4855.2/Chairg
41574655

Trypanblau Solution, 0,4 %

SIGMA/Charge: 73K2420

Wasserstoffperoxid, 30%

Merck KGaA/Art.-Nr.: ZU5004€9 512/
Charge: 1.07209.1000

Zitronensaure

Merck Schuchardt OHG/Art.-Nr.:
K91221207/Charge: 8.18707.1000

Tabelle 2 Immunreagenzien

Antikorper-Subklassenbestimmungs-Kit

Bio-Rad/Prddakne: Mouse Typer, Is

typing Panel/Art.-Nr.: 172-2051/Charge: -

Soja RUR Kit User’'s Guide

SDI (Strategic Diagnostinc.)/Art.-Nr.:
7099999/Charge:-

Ziege-Anti-Mouse-1gG

SIGMA Immuno Chemicals/Art.-Nr.: M589

9/Charge: 099H4865

Ziege-Anti-Maus-1gG-POD (Fc-spezifisch)

SIGMA/ANF.: A-0168/Charge: 091H-
4809
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Tabelle 3 Zellkulturmedien

Antibiotic Antimycotic Solution (100x)

stabilised

SIGMA/Art.-Nr: 115K2385/Charge: A5955

BM-Condimed H1 Hybridoma Cloning

Roche DiagnostisbH/Art.-Nr.:
11232100/Charge: 1088947

Einfriermedium

70 ml RPMI 1640 mit Hepes

20 ml FKS

12 ml DMSO (Dimethylsulfoxid)

1 ml (10° mol/l) Mercaptoethanol

HAT Media Supplement (50x)
SIGMA/Art.-Nr.: H-0262/Charge: 122K892

o1

Normalmedium

500 ml RPMI 1640 mit Hepes
55 ml FKS (fotales Kalberserum)
5,5 ml I-Glutamin
5,5 ml (10° mol/L) Mercaptoethanol

RPMI 1640 Medium ohne Hepes

Gibco-Invitrogen Coagion/Art.-Nr.:
42401-018/Charge:-

RPMI 1640 ohne Hepes

Cell Concepts GmbH/Art.-Nrt 841011

Tabelle 4 Proteine und Testsubstanzen fir Kreuzreaktivitaéssungen

Bio-Weizenmehl Type 1050

Aurora/Art.-Nr:-/Charge:-

ErdnuRmehl

BCR Referenzmaterial Nr.262/Art.-Nr:
00210

Fetal Bovine Serum

Biochrom AG/Art.-Nr: 0555H/Charg
S0115

Geschrumpfte Erbse PROGRESS N.9

Franchi Sementi/Art.-Nr.: 00604

Immuno Pure Avidin (Huhnereiweil3)

PIERCE/Art.-N&198302/Charge: 21121

Mais (Sorte Darius)

Advanta/Art.-Nr.:-

Neutravidin'™ Biotin Binding

PIERCE/Art.-Nr.: 31000/Charge: HGA726

Precision Plus Protein, unstained Standarg

)

BioAR&adNr: L1610363 Rev B/Charge:
161-0306

Protein Isolate Standard, 0% w/v GM

LeatherheaddF®A/Art.-Nr: 2/99-02 /
Charge: 3000138
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Protein Isolate Standard, 2,5% w/v GM

LeatherheamtFRA/Art.-Nr: 4/99-03/
Charge: 3000137

Rinder Serum Albumin (BSA)

SIGMA/Art.-Nr: 11 K1253harge: 7906

Sojamehl (biologischer Anbau)

SOBO Naturkost/Art.-Nr.:-

Stangenbohne (Sorte S. ANNA)

Franchi Sementi/Art.-Nr.: 97-36

Weizenmehl Type 405

Aurora/Art.-Nr.:-

Tabelle 5 Puffersysteme und Losungen

Boratpuffer

Borsaure (kristallin) 6,2 g

NaCl 8,8 g

H,O ad 1.000 ml

mit 5M NaOH auf pH=8,5 einstellen

Bradfordlésung

CBB G250 2,5 mg
1,25 ml Ethanol (99%)
2,50 ml Phosphorsaure (85%)
H,O ad 25 mi

Carbonatpuffer (50mM)

NaHC{2,9404 g in 700 ml k0
Na,COs; 1,8548 g in 250 ml b0
auf pH=9,6 einstellen

Citratpuffer

Citronenséaure 21,0 g
H,O ad 1.000 ml
mit 5M NaOH auf pH=3,0 einstellen

Elektrophoresepuffer

Sodiumdodecylsulfat 1,0 g
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 3,0 g
Glycin 14,4 g
H,O ad 1.000 ml

Entfarberlésung

400 ml 10
500 ml Ethanol
100 ml Eisessig

Entwicklerlésung

Natriumcarbonat 3,0 g
Natriumthiosulfat 0,4 mg
50 ul Formaldehyd
H,O ad 100 ml
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Fixierungslosung

40 ml Ethanol (vergallt)
10 ml Eisessig
H,O ad 100 ml

India Ink-Farbelésung

Tinte ,Fount India” (0,1%)
Essigsaure (1%)
0,04% (v/v) Tween 20
auf 30 ml PBS-Puffer auffullen

Konservierungslosung

Glycerin 10 g
Natriumazid 2 mg
H,O ad 100 ml

Neutravidin-Biotin-Losung

10Ql Neutravidin
10 ul HRP-Biotin
PBS-Puffer ad 10 ml

PBS-Puffer (40 mM)

NadPQ,, 50,1396 g in 700 ml }9
NaH,PO,, 9,6593 g in 350 ml 0
NaCl, 42,5 g
auf pH=7,2 einstellen

PBS-Waschpuffer

40 ml PBS-Puffer (40 mmol/L pH 7,2)
1 ml Tween 20
H,O ad2 L

Probenpuffer-Stammlésung (0,5 M)

Tris-(hydroxymé#aminomethan 3,0 g in
bidest. HO
pH auf 7,5 mit ca. 1,4 ml Essigsaure
einstellen
Auf 50 ml mit bidest. HO auffillen

Probenpuffer (reduzierend)

5 ml Probenpuffer-Stafsomg (0,5 M)
Sodiumdodecylsulfat 0,5 g
Bromphenolblau 5 mg
Glycerin (25%)

Dithiothreitol (DTT) 250 mg
Auf 50 ml mit bidest. HO auffillen
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Probenpuffer (nicht reduzierend)

5 ml Probenpu8@mmldsung (0,5 M)
Sodiumdodecylsulfat 0,5 g
Bromphenolblau 5 mg
Glycerin (25%)
auf 50 ml mit bidest. kO auffillen

5 % Sammelgel (4 mL-Ansatzvolumen)

2,70 mCH
0,67 ml Acryl-Bisacrylamid-Mix (30 %)
0,50 ml 1,5M Tris (pH =6,8)
0,04 ml Sodiumdodecylsulfat (10 %)
0,04 ml Ammoniumperoxidsulfat (10 %)
0,004 ml Tetramethylbenzidin

Silbernitratlosung (0,01 M)

Silbernitrat 200 mg
20 ul Formaldehydlésung
H,O ad 100 ml

Stopp-Losung

Glycin 0,59
H,0O ad 100 ml

Substratlésung (ELISA)

TMB-Stammldsung 1 Volumelntei
Substratpuffer 2 Volumenteile

Substratldsung (Western-Blot)

3-Amino-9-Ethyl-Cazble 0,0125 g in 1 ml
Formaldehydlésung
49 ml NaH(CO),
20 ul Wasserstoffperoxid

Substratpuffer

NaHPO, x12H,0 625 mg
NaH,PO, x1H,0 9,1 g
Harnstoffperoxid 141 mg
H,O ad 500 ml

Thiosulfatldsung (0,8 mM)

Natriumthiosulfat 20 mg
H,O ad 100 mi

TMB-Stammldsung

Tetramethylbenzidin, 0,375 g
5,0 ml Dimethylsulfoxid
ad 25 ml Methanol

23




Transferpuffer (10-fach)

Glycin 29,0 g
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 58,0 g
Sodiumdodecylsulfat 3,7 g
H,O ad 1.000 ml

10% Trenngel (10 ml-Ansatzvolumen)

4,0 micH
3,3 ml Acryl-Bisacrylamid-Mix (30%)
2,5 ml 1,5M Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan (pH = 8,8)
0,1 ml Sodiumdodecylsulfat (10%)
0,1 ml Ammoniumperoxidsulfat (10%)
0,004 mL Tetramethylbenzidin

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)-
Puffer 2M

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 60,57 d
H,O ad 250 ml
mit 5M HCI auf pH=7,5 einstellen

Tabelle 6 Verbrauchsmaterialien

Chromatographiesaulen Neolab
Combidyn Adapter NEOLAB
Combitips, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml Eppendorf
Dialyseschlauch Serva

Einmalkivetten

BRAND / Produktname: PLASTIBAND

Frit Kit

Bio-Rad

Gel-Blotting-Papier (200x200mm)

Schleicher & Schéat.-Nr.: 10426981/
Charge: EZ00 15-1

Immobilon™-P Transfer Membran
(PorengroRe0,48n)

Millipore Corporation/Art.-Nr.: IPVH20200/
Charge: K6IJNF161C

Injektionskanulen (1,130 mm)

Braun

Kanilen Rose GmbH, Trier/Produktname: Erosa,
steril pyrogenfrei, Luer/NSP
Kryoréhrchen Greiner/Produktname: Minigrip

6-Loch-Zellkulturplatten

TPP/Produktname: Zellkuliiestplatten 6 F

24-Loch-Zellkulturplatten

TPP/Produktname: ZellkulTestplatten 24
F
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96-Loch-Zellkulturplatten

TPP/Produktname: ZellkulTestplatten 96
F

96-Loch-Platten

Greiner Bio-One/Produktname: ELEAtte
MICROLON 96K, F-Form,
Bindungskapazitat hoch

Omega'" Ultrafiltration Membrane Disc
Filter 25 MM (30 K, 50K)

Pall Corporation

Pipettenspitzen

Eppendorf/Produktname: epTips Staind
0,5-20 pl

Pipettenspitzen

Eppendorf/Produktname: epTips Srahna@-
200 pl

Pipettenspitzen

Eppendorf/Produktname: epTips Staind
50-1000 pl

Pipettenspitzen

Eppendorf/Produktname: epTips Sraind
500-2500 pl

Pipettenspitzen (Pipetboy acu)

Sarstedt/Produktn&emlogische Pipette
50 ml

Pipettenspitzen (Pipetboy acu)

Sarstedt/Produktn&emlogische Pipette
25 ml

Pipettenspitzen (Pipetboy acu)

Sarstedt/Produktn&emlogische Pipette
10 ml

ReaktionsgefalRe 0,5 ml, 1,5 ml, 2 mi

Eppendorf

Spritzen HLZ Logistik GmbH/Produktname:
Einmalspritze, 20ml mit Luer Ansatz

Sterilbank Gelaire/Produktname: Flow Laboratoriés
60

Sterilfilter Sartorius/Produktname: 0,8 pum Minisart

Sterilfilter Schleicher & Schnell/Produktname: Q&
FP 30/0,2 CA-S

Sterilium Bode Chemie Hamburg/Art.-Nr: 248714/

Charge: 1-6103

Zellkulturflaschen (grof3)

Greiner Bio-One/Produktraa
Gewebekulturflasche, steril, 550 ml, 175
cn?, mit Filter
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Zellkulturflaschen (klein)

Greiner Bio-One/Produéime:
Gewebekulturflasche, steril, 250 ml, 75%Tm

mit Filter

15 ml-Zentrifugenréhrchen

Sarstedt/Produktnamer&ab m,
120x17mm, PP

50 ml-Zentrifugendhrchen

Sarstedt/Produktname: BRréhen, steril,
50 ml, 30,0/115 mm

Tabelle 7 Geréate

Blot-Platten

Pharmacia Biotech/Produktname: Nowat Bl

Blotting-Gerat

Pharmacia Biotech/Produktname:
Electrophoresis Power Supply EPS 600

or

Blot-Wanne Pharmacia Biotech/Produktname: Multipih

Brutschrank Heraeus/Produktname: GXoito Zero

Pumpe Bio-Rad/Produktname: Buffer Recirculation
Pump 220/240 V

Bunsenbrenner Schutt/Produktname: GASI

Drucker X74-X75 Lexmark

Durchflussphotometer Braun

UV-Monitor

Bio-Rad/Produktname: Econo UV-Monitor

Einfrierbox 5100

Nalgene

Eismaschine

Scotsman/Produktname: AF-10

Elektrophoresegerat

Bio-Rad/Produktname: PowerlPa6o

Elektrophorese-Zelle

Bio-Rad/Produktname: Elektaypke Mini
Protean 3 Cell

Feinwaage

Hersteller: Sartorius/Produktname: Rekeji

Gel-Scanner

Bio-Rad/Produktname: GS-710 Calibrate

Imaging Densitometer

Gefriertrocknungsanlage

Nunc GmbH, Inter Med/Pradaine:
HETOSIC

Heizrihrer

IKA/Produktname: RCT basic

Horizontalschttler

Virion

Lichtmikroskop

Will, Wetzlar/Produktname: Wilovert
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Miniperm

Greiner Bio-One/Produktname: miniPERM
Classic Test Kit, steril 12,5 KD

Mikrotiterplatten-Photometer

Tecan/Produktname:risen

Mikrotiterplatten-Waschautomat

SLT/Produktname: \@6P

Miniperm-Drehvorrichtung

Heraeus/Produktname: Dehehtung
Miniperm RA 40

Schreiber

Bio-Rad/Produktname:Model 1327 Chart

Recorder

Gelelektrophorese-Vorrichtung (fur

praparative Gelelektrophorese)

Neubauerzahlkammer

Labor Optik/Produktname: Neubaue
Improved 0,100 mm Tiefe 0,0025 fim

Peristaltische Pumpe P3

Pharmacia

Bio-Rad/Produktname: Model 491 Prep Ce

124

O

O

pH-Meter Knick/Produktname: Portamess

Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 0,142,5
Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 0,5-10,0
Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 2420
Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 10-i00
Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 50-g00
Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 100-100
Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 500-240
Pipette Eppendorf/Produktbezeichnung: 500-5@0

O

Pipettierhilfe

Integra Bioscience/Produktname: Bipg

acu

Rihrzelle

Amicon Corporation/Produktname: Amicg
8010

SDS Gelhalterung

Bio-Rad/Produktname: Mini Transt Bl

SDS-Kamme Bio-Rad/Produktname: 0,75 mm
SDS-Spacer Bio-Rad/Produktname: 0,75 mm
Schuttler, Vortex VF Janke und Kunkel

Stickstofftank Escher Cryotechnik/Produktname: X1,

MVE

Ultraschallbad

Branson/Produktname:
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UV/VIS-Photometer Pharmacia Biotech/Produktnaméxddpec
4000 UV/visible Light Spectrometer

Wasserbad Fison S/Produktname: HAAKE C
Wasserbad-Thermostat Fison S/Produktname: HAAKE F3
Zentrifuge Heraeus/Produktname: Minifuge RF
Zentrifuge Eppendorf/Produktname: Zentrifuge 5403

Tabelle 8 Software

HP Foto- und Bildbearbeitung-Bildergaleri¢ Hewlett-Packard Co.

Version 1.1

Microcal (TM) Origin, Version 6.0 Microcal Software Inc.

Quantity OneVersion 4.2.3 Bio-Rad

SWIFT-Fraction Analysis, Veion 1.02 Pharmacia Biotech

Word 2000 Microsoft

XFluor4, Version 4.50 Tecan (Unterprogramm von
Microsoft Excel 2000)

2.2 Gelelektrophorese

Bei einer Elektrophorese werden positiv oder negaeladene Molekile in einem
elektrischen Feld bewegt. Grundvoraussetzung dsfidie Eigenschaft der entsprechenden
Molekile, ionisierbare Gruppen zu besitzen und akshn Lésung als Anionen oder
Kationen vorzuliegen. Aufgrund unterschiedlicherdatiger Molmassen bei ahnlichen
Ladungen entstehen unterschiedliche Ladungsdichv@s, die spezifische Wanderung im
elektrischen Feld ermdéglicht (Bernharet al, 2006). Abh&ngig von ihrer Ladung, ihrer
Oberflache und GroéRe koénnen sie unterschiedlichnedcheine entsprechende Matrix
durchwandern und werden dabei in unterschiedlictiedBn aufgetrennt. Diese Matrix wirkt
v.a. stabilisierend und unterbindet Diffusion un@nkektives Mischen der Banden.
Verschiedenste Materialien konnen verwendet werd®m haufigsten sind allerdings
Agarose und Polyacrylamid in Gebrauch. Mit dieseomigonenten wird auch eine
gréRenabhangige Siebwirkung erreicht. Dabei findgjarose hauptsachlich bei der
Auftrennung von Nukleinsduren und Polyacrylamid lagr Separation von Proteinen

Verwendung (Amersham Biosciences, 1999).
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Wie in Abbildung 4 gezeigt, werden Polyacrylamiaggetiurch Copolymerisation von
Acrylamidmonomeren und N,N’Methylenbisacrylamid dedt. Die Porengrof3e wird durch
die Acrylamidkonzentration T und den Vernetzungdga festgelegt. Die Polymerisation
wird durch Ammoniumperoxidsulfat gestartet (Shi ukaadtkowski, 1998) und durch TEMED
katalysiert. Die Acrylamidkonzentration bestimmt bda die L&nge und die
Bisacrylamidkonzentration den Vernetzungsgrad aé¢yderylamidketten.

N,N‘Methylen-
Acrylamid bisacrylamid ~ Polyacrylamid

CHy=CH  * CH;=GH — — CHy—CH—CH;~CH—CHy=CH —
¢=0 c-0 c-0 c=0 G=0

NH: F;.IH NH; MH, NH

[,H i {|:| 15

NH |
G=0 Yo e s

CHy=CH S r 1
— CH;— CH—CHy— CH—CH;— CH —

Abb. 4: Polymerisationsreaktion zur Bildung eines Polykonidgels (Aus:http://www.
bio-rad.com/LifeScience/pdf/Bulletin_1156.pdf

2.3 SDS-PAGE

Bei der Sodiumdodecylsulfat-PAGE (SDS-PAGE) wird i@egensatz zur nativen
Elektrophorese das anionische Detergenz Sodiumgisdéfat verwendet. Die unpolaren
Enden dringen in die inneren hydrophoben Bereiche Rroteine ein und die polaren
hydrophilen Bereiche ragen aus den Proteinen hersas eine gegenseitige abstoRende
Wirkung und Linearisierung der Polypeptidkettenmr Folge hat. Die relative Ladung der
einzelnen Molekile kann der Masseeinheit gleichgéseerden. Eine SDS-PAGE ist somit
durch die Auftrennung nach der Masse charaktetisiem genauere Aussagen Uuber
Untereinheiten der Proteine treffen zu kénnemetigich die Zugabe von Reduktionsmitteln
in Form von niedermolekularen Thiolen (z.B. DTT pbdf-Mercaptoethanol), die
Disulfidbriicken zwischen den Untereinheiten zu IBgdfylgruppen reduzieren (Gassen und
Schrimpf, 1999). Bei der Denaturierung der Protelnech Sodiumdodecylsulfat verlieren die
Moleklule ihre Quartar-, Tertiar-, und teilweise dhr Sekundarstruktur. Der
Sodiumdodecylsulfat-Protein-Komplex wandert wahremes Laufs aufgrund der negativen
Ladung zur Anode (Bernhardt al, 2006).
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Das am haufigsten verwendete Sodiumdodecylsulfégi€idrophoresesystem ist das
diskontinuierliche Laemmli-System mit Tris-Glycindfern (Bernhardtet al, 2006). Man
unterscheidet in diesem System ein Sammel- und'einngel. Die jeweiligen Gelbereiche
weisen unterschiedliche pH-Werte auf. Im groR3pariggammelgel wandern die Proteine
zwischen einer schnellen Chlorid-Front und einengé&amen Glycin-Front, in der die
einzelnen Glycinmoleklile als Zwitterionen vorliegerdufgrund des entstehenden
Spannungsgradienten kommt es zu einer Aufkonzemtigeder negativ geladenen Proteine,
die durch die resultierende Beschleunigung ihrewd&ging zur schnellen Chlorid-Front
aufschlieBen. Beim Ubergang in das Trenngel edsstGlycin wegen des veranderten pH-
Werts eine negative Ladung und Uberholt die Protmi Im engporigen Trenngel erfolgt
nun eine Auftrennung aufgrund des Siebeffekts (Bamitet al, 2006).

Anwendung der Apparatur (siehe Abbildung 5) zur dtldlung einer Standard-Sodium-
dodecylsulfat-PAGE:

v' Zunachst wurden der Spacer und eine kleinere Dattkpriindlich mit Alkohol
gereinigt, damit Schmutzreste keine Verunreinigangew. Beschadigungen des Gels
hevorrufen konnten.

v Nach einem leichten Anfeuchten wurden der Spacet die kleine Deckplatte
Ubereinandergelegt und so in eine Halterung gestiell beide Platten am Boden auf
einer Hohe waren und die kleinere Deckplatte naomes gerichtet war. Dies
ermoglichte anschlieRend ein korrektes BeladerCads.

v Die Halterung wurde nun auf einen Stander gesteditsie (iber einen Klappverschluf3
fixiert wurde. Der untere Bereich der Anordnung deirmit einem zuvor leicht
befeuchteten Dichtungsstreifen versehen, um einridiusn des Gels wahrend der
Polymerisation zu verhindern.

v' Ein 10%iges Trenngel wurde hergestellt, wobei dagmachtet werden mufite, dal
das Temed erst am Schlul3 dazugegeben wurde, unPelpmerisation bereits vor
dem GielR3en zu verhindern.

v' Mit Hilfe einer Pipette konnte nun das Gel vorsighbis etwa 2 cm unterhalb der
aul3eren Deckplatte eingegossen werden.

v" Um ein Austrocknen und eine ungleichmaRige Polysation zu verhindern, wurde
das Gel mit Isopropanol Uberschichtet.

v' Es folgte eine Inkubation von 30-60 min bei RT.
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v" Nach beendeter Auspolymerisierung wurde das Is@pmlpvorsichtig abgezogen und
das frisch angesetzte Sammelgel bis an den Rarlded#platte gegossen.

v' Ein geeigneter Kamm wurde gleichmaRig in den scemd&palt geschoben und fur
weitere 30-60 min konnte diesmal das Sammelgelaysrisieren.

v In der Zwischenzeit wurden die entsprechenden Pmieben und ein Protein-
Standard (siehe Abbildung 5) mit einem flinffach zemtrierten Probenpuffer so

vermischt, dal’ der Probenpuffer schlie3lich in Ingseinfach konzentriert vorlag.

— 250kD

— 180

—

Unstainad
Abb. 5: Protein-Standard von Bio-Rad (Awsww .biorad.com/B2B/Bio Rad/product /br _

product.jsp.

v" 5 min wurden die Proben nun im Wasserbad bei 9inRabiert.

v' Das Gel wurde aus der Halterung genommen und inElektrophoresekammer
fixiert. Dabei wurde der Kamm erst nach dem Befuller Kammer mit einfach
konzentriertem Elektrophoresepuffer entfernt, um Austrocknen der Taschen zu
verhindern.

v' 5-10 pL des Proteinstandards und 20 pL der Protanl(Probenpuffer und 16 pL
Probe) wurden mit einer entsprechenden Pipetteéeiaschen geflllt, wobei das im
Probenpuffer enthaltene Glycerin ein zigiges Absiniter Proben bewirkte.

v' Die Elektrophoresekammer wurde an eine Stromqueligeschlossen und bei 110 V
konnte nun die eigentliche elektrophoretische Amrrung beginnen. Ein

durchschnittlicher Lauf dauerte ca. 90 min.
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Elektrophoresekamgmer

Sté%e‘r

Halterung

Kz /"
amme WGelhalter ng in der

Deckplatten Elektrophoresekammer

Pipettierhilfen
Abb. 6: Gelapparatur und Elektrophoresekammer (Alip://www.bio-rad.com/cmc up

load/Literature/44432/4006157B.pdf

Die haufigsten Methoden zum Nachweis der Proteauh reinem Elektrophoreselauf sind die
Farbung mit Coomassie-Brilliantblau und die Silaéoing. Eine weitere Farbemethode, die
in dieser Dissertationsarbeit verwendet wurdedistindia Ink-Farbung. Bei der Coomassie-
Farbung werden die Proteine mit einem Ethanol/Bésige/Wassergemisch, das zudem das
Farbemittel Coomassie-Blau enthélt, fixiert. Dierliting kann innerhalb einer Stunde
erfolgen, bedingt allerdings eine zwei- bis draislige Entfarbung. Die Empfindlichkeit liegt
im Bereich zwischen 200 und 400 ng (pro Bandeliéser Arbeit fand diese Farbemethode
aufgrund ihrer ungunstigen Nachweisgrenze nur zuoben qualitativen Nachweis von
Proteinproben Verwendung. Deutlich sensitiver igt Silberfarbung. lhre Nachweisgrenze
liegt zwischen 5 und 30 ng (Bernharet al, 2006). Dabei werden Silber-lonen durch
Proteine gebunden. Es folgt eine Reduktion zu ithem Silber und eine dunkle
Anfarbung im Bereich der Silberkomplexe. Durch egezielte Veranderung des ph-Werts
kann diese Reaktion anschliel3end beendet werdengélmann und Kaminsky, 1986).

Die India Ink-Farbung bietet den Vorteil, dal3 skene einen eigentlichen Entfarbeschritt
auskommt. Der Hintergrund erfahrt keine Farbandgmuumd muf3 somit auch nicht durch ein

Reduktionsmittel befreit werden.

Ablauf der Silberfarbung:

v" Nach der Auftrennung der Proteine in verschiedenand8n wahrend der
Elektrophorese wurde das Gel zunachst fur 2x20 imijeweils frisch angesetzte
Fixierlosungen gelegt, die auf einem Schuttlehelewegt wurden.

v Es folgten 3 Waschschritte fiir 10 min in jeweilsvgehseltem, bidest. Wasser.

v' Eine anschlieende Inkubation in einer Thiosulfatlig (0,8 mM) fir 1 min

ermoglichte eine Sensibilisierung des Gels.
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Es schlof3 sich ein Waschschritt von 1 min in bidd&isser an.
Nun konnte das Gel fiir 20 min in eine Silbernitrating (0,01 M) gegeben werden.

Ein erneuter Waschschritt von 1 min muf3te durchuefirerden.

SN NEE NN

In einer Entwicklerlésung wurden nun die Proteirdem sichtbar. Im Schnitt dauerte

dieser Vorgang 5-10 min.

<\

Um ein unkontrolliertes Anfarben des Gels zu vederj muldte das Gel fur 15 min in

eine Stopp-L6sung Ubertragen werden.

v' Ein 2x20 min dauerndes Waschen mit jeweils gewdiglme bidest. Wasser schlof
die Silberfarbung ab.

v Optional wurde das Gel zudem im Anschluf3 in ein@d€ovierungslésung gelegt, um

es langerfristig aufzubewahren.

Ablauf der India Ink-Farbung:
v' Das Polyacrylamidgel mit den aufgetrennten Protamdlen wurde 3x5 min in jeweils
gewechseltem, einfach konzentriertem PBS-Waschpgé&easchen.
v' Daran anschlieRend erfolgte die eigentliche Anféadbin der India Ink-Farbel6sung
flr eine Zeitspanne von mindestens 20 min.
v" Ein Waschschritt in bidest. Wasser beendete dileurdy.

2.4 \Western-Blot

Zum immunologischen Nachweis bestimmter Molekuleimem Molekilgemisch kann man
sich einer Methode bedienen, die Blotting genanmtl.wDabei werden DNA, RNA oder

Proteine eines Agarose- oder Polyacrylamidgels telpkoretisch auf eine Membran
Ubertragen. Werden DNA-Moleklle geblottet, spriamian nach dem Entdecker des
Verfahrens von einem Southern-Blot und beim Tramesfen von RNA von einem Northern-
Blot. Die elektrophoretische Ubertragung von Pruai aus einer SDS-PAGE oder einem
nativen Polyacrylamidgel wird schlie3lich WestenotBgenannt. Aufgrund der chemisch-
physikalischen Konsistenz ist das Arbeiten mit Gesehwieriger als das Hantieren mit
Membranen, bei denen einzelne Waschschritte undumhemische Reaktionen ohne
Diffusionsprobleme ablaufen. Verschiedenste Malierikbnnen als Membran dienen. Dazu
zahlen z.B. Nitrocellulose, Polyvinyldenfluorid (BP¥), Nylon und mit Polybren

beschichtete Glasfasern. Beim Western-Blot binden Rroteine nicht kovalent an die

Membran, was eine Abtrennung der Molekile erméglictd weitere analytische Verfahren
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wie z.B. eine MALDI-TOF-Untersuchung ermoglicht (Bbardt et al, 2006). Beim
eigentlichen Blotten wird das Gel auf die Membrafegt und senkrecht dazu eine Spannung
angelegt. Die Proteine werden an die Membran gediynglas beim sogenannten NaR3-Blot in
einem vertikalen Puffersystem und beim Semi-DrytBio einem horizontalen System

zwischen zwei Graphitelektroden geschieht (siehkeildbng 7).

membrane

filter
paper

Abb. 7: A: Nal3-Blot, B: horizontaler Semi-Dry-Blot (Audgtp://www5.amershambio
sciences.com/aptrix/upp00919.nsf/(FileDownload) 1uent&docid=441122C3F
CDO058AC1256 EB40044A89C&file=80601388.pdf

Nach einer zuvor festgelegten Zeit kann das gedioterotein mit spezifischen Antikérpern
behandelt werden, was man einen Immunprint odeim@mnunoblotting nennt. Unspezifische
Bindungen konnen durch einen Blockierungsschritttedounden werden. Neben
Magermilchpulver findet dabei vor allem Rindersealibnmin (BSA) Verwendung. Der
Nachweis der Antikorper- bindung erfolgt durch eirezymmarkierten Antikdrper (z.B. mit

Meerrettichperoxidase (POD) markiert).

Ablauf des Western-Blots:

v' Die zu blottenden Proteine wurden zunachst in eBelelektrophorese (SDS-PAGE)
aufgetrennt.

v' Acht Lagen Filterpapier und eine Nitrocellulosemeanb wurden auf Gelgrol3e
zugeschnitten.

v" Die Nitrocellulosemembran wurde 1 min in Methari®@% Reinheit) aquilibriert.

v" AnschlieBend wurde sie fir 2 min in ein Wasserlaetfiihrt.

v' Die Filterpapiere, die Membran sowie das Gel wurflanmindestens 5 min in den
Transferpuffer gelegt.

v Die Anode der Blot-Apparatur wurde mit Transferpufbenetzt. Jeweils eine Lage

Filterpapier wurde auf diese Elektrode gelegt umdner mit einem Glasstab glatt-
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gestrichen, um die Entstehung von Luftblasen zvasctien einzelnen Schichten zu
vermeiden.

Auf vier Ubereinandergestapelte Filterpapiere kemiie Membran gelegt werden.
Nun konnte das Gel vorsichtig mit ausreichend Tepsiffer auf diesem Aufbau
positioniert werden.

Es folgten weitere vier Lagen Filterpapier in denofdnung, die auch immer
befeuchtet und glattgestrichen wurden.

SchlieRlich wurde die Apparatur verschlossen ume &tromstarke von 1,2 mA/ém
Gel angelegt.

Der Proteintransfer hatte eine Laufzeit von 60 min.

Ablauf des Nachweisverfahrens (siehe Abbildung 8):

v

Die Membran wurde U.N. bei RT in ca. 30 ml 3% Magéhpulver (w/v) in PBS
inkubiert. Ein konstantes Schitteln verhinderte euerklumpen und eine
ungleichméaRige Verteilung der Magermilchlésung.

Es schlossen sich drei Waschschritte zu je 3 mieimfach konzentriertem PBS-
Waschpuffer an.

Verschiedene Verdinnungen von AntikorperldsungesllKdlturiberstande) wurden
in den unterschiedlichen Versuchsanordnungen ifa@inkonzentriertem PBS fir 60
min bei RT inkubiert. Ein leichtes Schitteln erméigle auch hier eine gleichmalige
Verteilung.

Es folgten erneut drei Waschschritte zu je 3 mireinfach konzentriertem PBS-
Waschpuffer.

AnschlieRend wurde die Membran in eine 1:10000 Wending (in PBS) des
Sekundarantikérpers (Ziege-anti-Maus-lgG-POD) deldgei leichtem Schutteln
erfolgte eine Inkubation fur 60 min bei RT.

Drei letzte Waschritte in einfach konzentriertem SP®aschpuffer fur je 3 min
folgten.

30 ml der Substratlosung (Substratlosung Westeot)Blurden fir 90 min unter
leichtem Schutteln fiir die Farbreaktion verwendet.

Die Membran wurde anschlielend getrocknet und férschiedene Analysen

verwendet.
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Reihenfolge der Reaktanden
iIm Western-Blot

.. Stopp

.. Membransubstrat

23
E .. Ziege-Anti-Maus-POD (gelb)
>
% ... Primarantikorper
O ... Blockierung mit 3% MMP (w/v)
. .. Soja-Extrakt

... Festphase

Abb. 8 Schematischer Ablauf des Western-Blots.

2.5 Dot-Blot

Der Western-Blot ist eine zeitaufwendige Methodikur schnelle Evaluierungen von
verschiedenen immunologischen Reaktionen eignét deéshalb der Dot-Blot. Dabei wird
eine zu untersuchende Probe auf eine Nitrocellolesebran aufgetragen und getrocknet. Der
aus dem Western-Blot bekannte Transfervorgangier @ntsprechenden Apparatur fallt weg.
Die immunologische Untersuchung kann nach dem sefbeghema wie im Western-Blot
ablaufen.
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Praktischer Ablauf des Dot-Blots:

v. Es wurden 1x1 cm groRBe Quadrate einer mit Methafid@0% Reinheit)
vorbehandelten (1 min) Blotting-Membran ausgestlmitMit einer Pipette konnten
2 ul einer Probe der aufgereinigten Banden aus dgrapadiven Gelelektrophorese
sowie zwei verschiedene Soja-Extrakte aufgetragenden. Es handelt sich um
einerseits das 0%-Extrakt, das fur die verschiedarersuchsanordnungen in dieser
Dissertationsarbeit verwendet wurde, und andetsragin ein 2,5%-Extrakt, das
gentechnisch verédnderte Proteine in einer Konzéotrason 2,5% (w/w) besitzt.
Zweiteres diente als zuséatzliche Kontrolle, um eles, ob die untersuchten Zellinien
spezifische Antikdrper gegen ein gentechnisch \a@éas Protein aufwiesen.

v Die Membranstiicke mit den aufgetragenen Proteingsn wurden ca. 60 min
luftgetrocknet.

v' Die Membranstiicke wurden 120 min bei RT in 3%igeviv) Magermilchpulver (in
PBS) in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3en inkubi&ith konstantes Schitteln
verhinderte ein Verklumpen und eine ungleichmaiigeteilung der Magermilch-
l6sung.

v' Es schlossen sich drei Waschschritte zu je 3 mieimfach konzentriertem PBS-
Waschpuffer an.

v' Die Membranstiicke wurden in 1:10 Verdinnungen {iriaeh konzentriertem PBS)
der Antikorperlosungen (Zellkulturiberstande) fi® &in bei RT inkubiert. Ein
leichtes Schitteln ermdglichte auch hier eine plmi&llige Verteilung.

v' Es folgten erneut drei Waschschritte zu je 3 mireinfach konzentriertem PBS-
Waschpuffer.

v" AnschlieBend wurde die Membran in eine 1:10000 Wendng (in PBS) des
Sekundarantikérpers (Ziege-anti-Maus-lgG-POD) deldgei leichtem Schutteln
erfolgte eine Inkubation fur 60 min bei RT.

v Drei letzte Waschritte in einfach konzentriertem SP®aschpuffer fur je 3 min
folgten.

v' 30 ml der Substratldsung fir den Western-Blot kennauch im Dot-Blot-Ansatz
verwendet werden. In einer 90 min-Inkubation konmiee Farbreaktion unter
leichtem Schutteln erzielt werden.

v' Die Membranen wurden getrocknet und die ErgebniseGrundlage fir weitere

Untersuchungen im Western-Blot verwendet.
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2.6 Praparative SDS-PAGE

Zur Aufreinigung extrahierter Proteinextrakte wureiee in Abbildung 9 dargestellte ,491

Prep Cell* von Bio-Rad verwendet. Dieses Modellndlieler praparativen Abtrennung

einzelner Komponenten aus einem ProteingemischGhgensatz zur analytischen SDS-

PAGE ist hier keine optimale Auflosung lber ein e Molekulargewichtsspektrum

maoglich. Allerdings muf3 das aufzureinigende Protemerhalb der vorgegebenen Gellange

klar von seiner ihm gewichtsmalfiig nachsten Proggidb getrennt werden kdnnen.

Drei Komponenten bestimmen eine optimale Auflosimgeiner praparativen SDS-PAGE
(Bio-Rad, 2000):

a)

b)

GroRRe der Gelporen: Diese GrofRe wird durch devzentuellen Anteil der
Acrylamidkonzentration bestimmt. Das Molekulargewiaes Zielproteins bedingt
eine spezifische Acrylamidkonzentration, um einetimogle Auflésung zu
gewahrleisten.

Gellange: Mit Hilfe der Gellange kann die Auflig einer Reinigung verbessert
werden. Die minimale Gellange wird durch die Diffiez des Molekulargewichts des
Zielproteins und der nachsten Verunreinigung beastinkKleine Differenzen bedingen
groRere Gellangen. Grundsatzlich kann man sagefl, rigben einer variablen
Gellange auch eine verringerte Probenbeladung dels @&u einer verbesserten
Auflosung flhrt.

Durchmesser des Gelrohrchens: Sowohl die Prabeting als auch die
Molekulargewichtsdifferenz bestimmen die Wahl deslrGhrchens. Bio-Rad bietet
zwei verschiedene Durchmesser (28 und 37 mm inri2uechmesser) an. Mit der
37mm-Version kann eine bessere Auflosung erreichtden. Zudem wird eine
erhohte Probenbeladung maoglich.
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der praparativen Gelelektrophorese:

Das Gelrohrchen wurde auf den fir das Giel3en dds @egesehenen Stander
geschraubt. Dabei mufite darauf geachtet werden,ddaSchrauben abwechselnd
Uber Kreuz festgezogen wurden, um ein Wackeln ggrafatur beim Eingie3en des
Gels zu verhindern.

Der Kuhlstab wurde vorsichtig im Mittelbereich d&elréhrchens auf einem am
Boden des Standers befindlichen Nagel durch einkteeDrehbewegung verankert.
Anschlielend wurden 20 ml eines 10%igen Trenngwis einer Spritzflasche
langsam eingegossen. Es mufdte darauf geachtet nyed#® keine Luftblasen
entstanden, weil dadurch der Proteinlauf erhelgettort worden ware.

Durch ein schwaches Klopfen auf die Glaswand debt@ehens konnten trotz
vorsichtiger Handhabung entstandene Luftblaseresrtitiverden.

Das Gel wurde nun mit 1 ml reinem Isopropanol Utigchtet, um ein Austrocknen
zu verhindern.

Die Polymerisation konnte nun fiir 60 min ablaufen.

Anschlie3end wurde das Isopropanol abgetrennt.

Ca. 4 ml des Sammelgels wurden Uber die Spritzflagingegossen und mit einem
einfach konzentrierten Elektrophoresepuffer Gbecétéat.

Die Polymerisation konnte nun optional fir 60 rader U.N. bei 4°C im Kuhlschrank

ablaufen.
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v' Die Dialysemembran, eine Elutionsfritte und eines&talich unterstitzende Fritte
wurden im einfach konzentrierten Elektrophorespufiie 10 min inkubiert.

v' Das Gelrdhrchen mit dem Kuhlistab wurde vom Starateyeschraubt und auf der
sogenannten Elutionskammer angebracht, die im Wegem aus den Fritten und der
Dialysemembran zusammengebaut wurde.

v Auf diesen Schritt folgend mufte nun die obere &kEmmer vorsichtig am oberen
Teil des Gelr6hrchens fixiert werden.

v' Die untere Pufferkammer wurde bis ca. zur Halftet einfach konzentriertem
Elektrophoresepuffer gefillt.

v In diese Kammer konnte die Elutionskammer mit darad befestigten, oberen
Pufferkammer gestellt werden.

v" Auch in die obere Pufferkammer wurde bis zum Rale#tEbphoresepuffer gegossen.

<\

Die Kuhlpumpe wurde angeschlossen.

v' AnschlieBend konnte eine Mischung von 60D der Proteinprobe und 300L
Probenpuffer mit darin enthaltenem Glycerin Ubeeéespritze, die mit einem dinnen
Plastikschlauch verlangert war, direkt auf das Salget aufgetragen werden. Auch
hier konnte die Probe ahnlich dem Ablauf bei delISSPAGE problemlos aufgrund
des enthaltenen Glycerin absinken.

v' Zur Kontrolle des Durchlaufs wurden ein Photometend ein Schreiber
angeschlossen.

v' Der Deckel des Gerats mit den Stromkabeln wurdeelaraght und an eine
Stromquelle angeschlossen, nachdem als bestimnféadaneter die Spannung auf
500 V, die Stromstarke auf 50 mA und die Leistunfj20 Watt eingestellt wurden.

v' Die Laufzeit betrug durchschnittlich 6-8 h.

v' Die verschiedenen Eluate wurden Uber einen Fradtmiektor individuell
aufgefangen.

Um eine Mindestmenge von %@ des Antigens fir eine Immunisierung zu erhaltearen

durchschnittlich ca. 10 Laufe mit der préaparativgelelektrophorese nétig. Die einzelnen
Proben wurden zunéchst unter Druckluft in einer rRélle von Amicon aufkonzentriert.
Dabei wurde eine 30 kDa-Membran (Ausschlul3grof3e) Abtrennung unerwinschter
Proteinbanden verwendet. AnschlieRend mul3ten digerin einer Dialyse mit 0,01 M PBS-

L6ésung umgepuffert werden.
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2.7 MALDI-TOF

MALDI-TOF ist ein massenspektrometrisches Verfahuad steht fur ,Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation-Time of Flight®. Dabei wirdneAnalyt in eine Matrix eingebettet, die
eine hohe Absorption fur auftreffendes Laserliclesitzt und aus organischen Partikeln
besteht. Der Beschul3 des Analyten mit Laserlichtirgacht eine lonisierung desselben. In
einem angelegten elektrischen Feld werden die lamgarschiedlich schnell beschleunigt
und treffen auf einen Detektor, wo eine Umwandlimgin elektrisches Signal erfolgt und
ein exakter massenspezifischer Abgleich mit Datekéa erfolgt. Die Versuche am
Massenspektrometer konnten in Zusammenarbeit nmt trestitut fur Proteomik der TU

Minchen durchgefuhrt werden.

2.8 Immunisierung

Zur Immunisierung weiblicher CD-1-Méause (Ursprung§wiss Mause, Charles River,
Sulzfeld) diente eine 1:1 Emulsion mit jeweils 10Gus komplettem Freunds Adjuvans und
einer immunogenhaltigen (aus der préaparativen Edielphorese gewonnenes Immunogen)
PBS-LAsung, mit der eine intraperitoneale Injektidrer eine 1ml-Spritze in zwei Méause
erfolgte. Jede Maus erhielt 5@ des Antigens. Die Stabilitat der Emulsion stefiieh in
einem einfachen Versuch heraus. Dazu wurde ein fdnoples Emulgats auf eine
Wasseroberflache abgegeben. Bei einer moglichestteng des Tropfens mulite die
Emulsion neu hergestellt werden. Die Tiere hatten der Erstimmunisierung ein Alter
zwischen 40 und 50 Tagen. Nur zur Erstimmunisienwag komplettes Freunds Adjuvans in
Verwendung. In anschlieBenden Immunisierungen wuadé inkomplettes Adjuvans
zuruckgegriffen. Nach der zweiten Immunisierung aar erstmals 10-2Q1 Blut aus der
Schwanzvene der Tiere zur Titerbestimmung entnamias Blut stand 1 h zur Gerinnung
bei 4 °C im Kuhlschrank, wurde bei 10000 U/min ati@éugiert, das Serum vorsichtig mit
einer Pipette abgezogen und zur weiteren Analyselui$A aufbewahrt. Die Maus mit der
besseren Immunantwort wurde zuerst fur die Entnathendviilz herangezogen. Sie wurde an
drei Tagen vor der Fusion mit jeweils 2@0 in PBS geléstem Antigen (100 pg/Maus)
geboostert. Da die Mindestmenge an Antigen flr égmaunisierung nur Uber ca. 10 Laufe
der préparativen Gelelektrophorese zu erhalten wvat sich dieses Verfahren als sehr
zeitaufwendig herausstellte, wurde auf eine deta#l notige Titeranalyse verzichtet. Das

mengenmalig sparlich  vorhandene  Antigen wurde naden jeweiligen
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Immunisierungsschritten nur fir eine schnelle RositNegativkontrolle sowohl fir das
Nullblut als auch fir die folgenden Immunisierurtgegen verwendet. Weitere Analysen der

Spezifitat konnten erst im Western-Blot fur die ghgen Klone durchgefihrt werden.

Tabelle 9 Immunisierungsschema fur zwei Mause

Datum der Immunisierung Antigenmenge/Maus
19.12.2003 ~0.05 mg

23.01.2004 ~0.05 mg

08.03.2004 ~0.05-0.07 mg
13.04.2004 ~0.05-0.07 mg
17.05.2004 ~0.05-0.07 mg
20.06.2004 ~0.100 mg

21.06.2004 ~0.100 mg

22.06.2004 ~0.100 mg

2.9 Gewinnung der Milzzellen ftr die Zellfusion

Zur Milzzellgewinnung wurde eine immunisierte Mausachst durch Genickbruch getotet
und zur Desinfektion mit 70%igem Alkohol abgespridach dem Offnen der Bauchhdéhle
erfolgte die Entnahme der Milz nach einem Standatdgoll (Giersch, 1993a und 1993b),
wobei besonders darauf zu achten war, den Darmt raah verletzen, um mogliche

Kontaminationen des Milzgewebes zu verhindern. AhesBend wurde das herauspraparierte
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Gewebe mit 5 ml RPMI 1640 abgespritzt, Fettrestdeamnt und durch einen weiteren
Waschschritt gereinigt. Mit einer Injektionssprite@rden 15 ml steriles Medium durch das
Organ gespilt und in ein Zentrifugenréhrchen Glwtfi Nach einem flinfmindtigen
Zentrifugationsschritt bei 1000 rpm folgte ein Akedsatieren des Uberstands und eine
neuerliche Zentrifugation der Zellen in 5 ml RPMi4D. Der Rickstand konnte anschlieRend

in 20 ml Medium resuspendiert und fur die Fusioreligestellt werden.

2.10 Fusion

Ablauf der Fusion:

v' Die Tumorzellinie PAI-B Ag8l wurde bereits 7-10 Tage vor der Fusion in
Normalmedium kultiviert. Aufgetaute Myelomzellen mlen dazu aufgetaut und in
groRRe Zellkulturflaschen (175 é&nuberfiihrt. Die Kultivierung erméglichte es, die
Zellen in ein exponentielles Wachstum zu bringerd wsomit eine verbesserte
Fusionsrate zu gewahrleisten. Die gewinschte undlifii Fusion notwendige Zahl
von 2x10 Zellen war mit 2-3 stark bewachsenen Zellkultstlaen erreicht.

v' Diese wurden nun entweder abgeklopft oder die HAeitdt einem Schaber vom
Bodenbereich der Flasche entfernt.

v Die Myelomzellen wurden anschlieBend fir 5 Minuben 1000 rpm abzentrifugiert.

(\

Es folgte ein erneuter Waschschritt.
v" Nun konnte die Zellzahl mit der in Abbildung 10 gagen Neubauer Zahlkammer

bestimmt werden.

Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer Zahlkam{siehe Abbildung 10):

v' Zunachst mufte eine 1:10 Verdiunung der Zellsuspensit Trypanblau hergestellt
werden.

v' Ein Deckglas wurde kurz befeuchtet und langsamDmnitck den Zentralbereich des
Hamocytometers entlanggeschoben.

v' Sobald Newtonsche Ringe auf dem Deckglas zu erkemaren, konnte die 1:10
Verdinnung vorsichtig mit einer am Rand angesetBipette aufgetragen werden.
Aufgrund wirkender Kapillarkrafte verteilte sich ediSuspension unterhalb des
Deckglases.

v" Unter dem Mikroskop wurden nun lebende, goldgelb#er in acht GroRRquadraten

(oberhalb und unterhalb der mittleren Unterbrechanfyder Neubauer-Zahlkammer)
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gezahlt. Tiefblaue, tote Zellen, durch deren defdktasmamembran das Trypanblau
problemlos durchdiffundieren konnte, wurden fur Bierechnung der Zellzahl nicht
bertcksichtigt. Allerdings wurde darauf geachtet chicht GbermaRig viele (>5%)
davon anwesend waren, was auf eine unglnstige &dtwg der Zellkultur
hingewiesen hétte.
Bei der Berechnung der Zellzahl wurden auf den Rémder Auszahlfelder liegende
Zellen immer nur fur jeweils zwei Randlinien bergidhtigt (siehe Abbildung 11).
Das arithmetische Mittel der Summe der in den &umdraten gezéhlten Zellen mit
10" multipliziert (1 mnf Flache, 0,1mm Tiefe, 041 Volumen pro Quadrat) ergibt die
Zellzahl/ml. Der 1:10-Verdunnungsfaktor durch Trgpku mufd allerdings noch

bertcksichtigt werden.

| 000mm NEUBALER
ﬁ Tiefe ce i IMPROVED

; Depth
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Abb. 10: Neubauer-Zahlkammer (Autp://de.wikipedia.org/wiki/Bild:Neubauer_improved

counting_chamber.jpg
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| 1 rmmz

Abb. 11: Schematischer Aufbau der Gitternetzstruktur eMeubauer-Zahlkammer mit den

(\

hier grau markierten Auszéhlfeldern (Abstp://www.mta-labor.info/front_content
.php? idcat=25&idart=139

Nun konnte die eigentliche Fusion fortgesetzt wer@x10 Myelomzellen wurden in
20 ml serumfreiem Medium und &MMilzzellen in gleichem Volumen in einem
Zentrifugenrohrchen vermischt.

Bei 1000 rpm wurde das Gemisch 5 Minuten abzerfieit.

Der Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette alap@zo

1 ml auf 37 °C vorgewarmtes PEG wurde anschliel3@ideiner Pipette unter
standigem Ruhren zu den Zellen innerhalb 1 Minutgegeben.

Daraufhin wurde fir weitere 1-2 Minuten vorsichtigitergerthrt, bis schlie3lich far
die gleiche Zeitspanne 1 ml vorgewarmtes (37 “CGYIRE640 dazugemischt wurde.
Das Volumen sollte in 3 weiteren Minuten um 3 undezt um 10 ml Medium
vergrol3ert werden.

Es folgte eine zehnminiltige Inkubation bei RT undeeerneute flnfmindtige
Zentrifugation bei 1000 rpm.

Die Zellen wurden in 20 ml Normalmedium resuspertdie

Ein Teil (30%) des Fusionseinsatzes wurde in eidet0-Verdinnung der
Zellsuspension mit Condimed (10%) auf vier 96erlkidiurplatten ausgesat (bei
37°C im Brutschrank inkubiert) und der Rest konmiach einem Tag im

Gefrierschrank bzw. anschlieBend im Stickstoffthak- 196°C eingefroren werden.
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2.11 HAT-Selektion

Nach einer Fusion liegen neben den Hybridomen nifcstonierte Myelomzellen, B-
Lymphozyten, Erythrozyten und Fusionsprodukte glaitiger Zelltypen vor. Aul3er den
Myelomzellen sind die verschiedenen Zelltypen negrenzt lebensfahig. Nicht fusionierte
Tumorzellen kdnnen allerdings Hybridome in kirzesfeit Gberwuchern und in ihrem
Wachstum stéren. Um dies zu verhindern, wird megatf ein Selektionssystem
zuruckgegriffen, dessen Wirkung auf Defekte im Miktaurestoffwechsel der Myelomzellen
zurtckzufiihren ist. Zu den géngigsten Selektioatsgien gehort ein Defekt der Thymidin-
Kinase und der in der Arbeit bereits erwahnten Bgoohin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase (HGPRT).

Grundsatzlich ist eine Nukleinsauresynthese UbeereiHaupt- und einen Reserveweg
maoglich. Nur die Funktion eines der beiden Wegdlistine erfolgreiche Synthese essentiell.
Schaltet man z.B. den Hauptstoffwechselweg durah Ei@satz von Aminopterin aus und
versorgt den Reserveweg gleichzeitig mit Hypoxantmd Thymidin, kann eine vollstandig
intakte Myelomzelle tberleben. Fir eine auch imdResveg defekte Zelle ist ein solcher
Kontakt mit Aminopterin letal. Das Medium, in weth die Zellen selektiert wurden,
bezeichnet man den verwendeten Chemikalien entsgmdcHAT-Medium. Da die mit den
Myelomen fusionierten Lymphozyten Wildtypen sindgnmkmt es im Hybridom zu einer
sogenannten genetischen Komplementation durch dmifanz des Lymphozyten-Gens und
somit zu einem erfolgreichen Wachstum des Fusiaagits (Peters und Baumgarten, 1990).
Fur die Zellkulturen in diesem Projekt wurden Tumadien mit einem HGPRT-Defekt im
Reservestoffwechselweg verwendet (PAI-BAg8l). Duch die gleichzeitige, bereits
beschriebene Ausschaltung des Hauptstoffwechsesviegiente eine erfolgreiche Abtbtung

unerwunschter, nicht fusionierter Myelomzellen ietiewerden.

Ablauf HAT-Selektion
v' 24 h nach der Fusion wurde in jede Kavitat der Aafgatten ein Tropfen (50)
eines dreifach konzentrierten HAT-Selektionsmediaungetragen.
v" Nach einer Woche konnte schliellich ein vollstaadiglediumwechsel erfolgen, der
mit einem einfach konzentrierten HAT-Selektionsnuedidurchgefiihrt wurde.
v' Die Selektion wurde Uber einen Zeitraum von 2 Waclirchgefithrt und der
Mediumwechsel lief in einer Frequenz von 48 h akydp ein Umstieg auf

Normalmedium erfolgte.
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2.12 Klonierung und Reklonierung von Hybridomzellen

Da ein monoklonaler Antikdrper per Definition gegem einzelnes Epitop gerichtet sein
mul3, werden in normalerweise zwei Klonierungsstehnitentsprechende Hybridome mit
unspezifischen Bindungseigenschaften ausgemugiersoll also nur eine einzige Zelle der
Ausgangspunkt einer sich entwickelnden Zellpoparagein. Am Lehrstuhl fur Zellbiologie
wird v.a. die Klonierung mittels Limiting-Dilutiomnd das Verfahren der Einzellzellablage
angewandt. Bei der Limiting-Dilution wird eine Zalispension so verdinnt, dal’ pro Kavitat
einer Mikrotiterplatte statistisch entweder eineeroéleine Zelle abgelegt wird (Coller und
Coller, 1985). Bei der Einzelzellablage werden aemer Stammsuspension von
Hybridomazellen verschiedene Vorverdinnungen augreMikrotiterplatte hergestellt. Aus
jener Kavitat, bei der unter dem Lichtmikroskop bettlerer VergroR3erung ca. zehn Zellen
zu sehen sind, werden Aliquote auf leere Kavitateneilt. Ziel ist auch hier, eine Zelle pro

Kavitat abzulegen.

Ablauf der Einzelzellablage und der Reklonierungsse:

v' Zunachst wurden zur Herstellung einer Vorverdiinnaung einer Stammsuspension an
Hybridomazellen 1Qul enthommen und in eine mit Normaledium befulltevkat (2
Tropfen mit einer 10 ml-Pipette) gegeben. Unter dechtmikroskop wurde bei
mittlerer Vergrol3erung (hundertfach) die Zahl dehtbaren Zellen fur jede Kavitat
kontrolliert. Eine Verdinnungsreihe (1:10) Uber idogler vier bereits mit zwei
Tropfen Normalmedium beflillten Kavitdten reichte bela meistens, um die
gewinschte Konzentration zu erhalten.

v Die Zellen der Stammsuspension wurden aus eindkuftelrflasche entweder durch
einfaches Abklopfen oder unter Zuhilfenahme einpszell dafir konzipierten
Schabers von der Wand der Flasche abgetrennt ueid 50 ml-Zentrifugenréhrchen
durch vorsichtiges Abgiel3en tberfuhrt.

v' Bei einer Zahl von ca. zehn Zellen wurde mit eiBérpul-Pipette ein ungefahres
Volumen von 30-4Qul angezogen und bei leichtem, durch den Daumenugtee
Gegendruck wurden kleine Tropfen durch blof3e Bendigpmmit der Wand der Kavitat
abgegeben. In einem Schritt wurde so zumindest Rieide von Kavitdten einer
Mikrotiterplatte mit einem Tropfen Suspension behet

v" Unter dem Lichtmikroskop konnte nun die Zahl delefefir jede Kavitat ermittelt

und notiert werden. Von Bedeutung fur die Klonigrumaren dabei Kavitaten, die
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bloR eine Zelle enthielten. Bei einer unginstig drotZahl an Zellen pro Kavitat
wurde eine andere Vorverdinnung fur die Verteildag Zellen gewahlt.

v" Um ein Austrocknen der Kavitaten zu verhindern,deur unmittelbar im Anschlufd an
die Zahlung zwei Tropfen Normalmedium in jede Kavigegeben.

v Das gleiche Procedere erfolgte fiir die gesamte difilerplatte.

v" AnschlieBend wurde die Platte mit einem Parafilgifgn abgedichtet.

v" Nach einigen Tagen bis zum Teil auch erst nachr &feche im Brutschrank waren
erste, klonale Zellpopulationen sichtbar.

v Aus Kavitaten mit idealerweise nur einem sich eokeinden, klar begrenzten
Zellhaufen wurde fir die Subkultur mit einer 50 Rlpette eine Suspension
hergestellt. Dazu wurde das Medium duch vorsickti§eziehen und Abdricken der
Pipette so in Bewegung versetzt, dal3 die Zellegeaufbelt wurden. Es wurde in der
Mitte der Kavitat gestartet und am Rand entlangevgearbeitet.

v' 20-50 pL der Suspension wurden in eine mit 1,5-Noimalmedium gefillte 24er-
Zellkulturplatte Gberfuhrt, die mit weiteren 1,5/ Normalmedium anschlieRend
aufgeflllt wurde.

v" Nach einigen Tagen war der Bewuchs der Kavitat tmeis stark, daR auf 6er-
Zellkulturplatten nach dem gleichen Schema umgesetrden mulite.

v Von den 6er-Platten ausgehend wurde nach Bedarfkigiie Zellkulturflaschen
(175cnf), anschlieRend auf groRBe Zellkulturflaschen (17cuomd schlieRlich auf
eine Produktion im Miniperm-Bioreaktor zurtickgetgrf.

v’ Zusétzliche Screeningdurchlaufe begleiteten jedemethzelnen Produktionsschritte,
damit eine ungebrochene Funktionsfahigkeit und @p#Ezder einzelnen Klone

gesichert werden konnte.

In Abbildung 12 sind die verschiedenen Klonierungen anderen, bei der monoklonalen
Antikorperproduktion grundlegenden Produktionsgtgm graphisch dargestellt.
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Abb. 122 Schematischer Ablauf der monoklonalen Antikdrpedoiktion.

2.13 Gefrierkonservierung von Zellen

Aus mehreren Grinden ist es ratsam, sich Zellezétsichern. Kontaminationen sind nur
eine mogliche Ursache, die Sicherheitskopien notiigemacht. Daneben sind noch vor allem

der plotzliche Verlust der Antikérperproduktion dirdie Zellen und arbeitstechnische
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Grunde (zu grof3e Zahl an zu bearbeitenden Zellipldtien bei vollstdndiger Aussaat der
Fusion) entscheidende Faktoren fir eine Gefrieramsrung.

Beim Einfrieren wurde darauf geachtet, dal dieefethuf mehrere Kryorohrchen verteilt
wurden. Dies ermdglichte einerseits eine Verfugbiarkieinerer Zellzahlen und andererseits
eine grol3ere statistische Sicherheit bezuglich Benktionalitdt der in verschiedenen
Rohrchen eingefrorenen Zellen.

Eine Gefahr beim Einfrieren stellt die Entstehuran \Eiskristallen dar. Diese kénnen die
Zellen in ihrer Funktionalitat und Struktur schaehg Ein Gefrierschutzmittel verhindert eine
solche Verletzung allerdings erfolgreich. Neben deiufig verwendeten DMSO (Wells und
Bibb, 1986) kann auch Glycerin, Polyethylenglykaleo Glycerin mit Polyvinylpyrrolidon

verwendet werden (Conscience und Fischer, 1985).

Ablauf des Einfrierens:

v Die Zellen wurden zum Einfrieren zunachst bei 168@ 5 min abzentrifugiert.

v' Sie muf3ten anschlieRend in entsprechendem Ein&icrm aufgewirbelt werden, bis
sich mit freiem Auge sichtbare Zellcluster aufgelidatten und jeweils 1,8 ml in ein
Kryoréhrchen Uberfihrt werden konnten. Es mul3teaufageachtet werden, dal3 das
Einfriermedium sich in einem Temperaturbereich @6 befand, um die Toxizitat
von DMSO bei héheren Temperaturen zu verhindern.

v Um ein stufenweises Einfrieren (1°C/min.) zu geugibten und den Zellen die
Moglichkeit zu geben, Uber die osmotische Wasseatadgntrazellulares Wasser
abzugeben, wurde vorher eine mit Isopropanol gefilinfrierbox 30 min. bei 4°C
im Kuhlschrank aufbewahrt. Die Zellen wurden in diergekihlte Einfrierbox
gegeben und bei -80°C im Gefrierschrank fiir einigge bis Monate aufbewabhrt.
Maximal ist eine Lagerung bei -80°C nur fur ein datmdglich (Patel und Brown,
1984). Fur eine unbegrenzte Lagerung mussen ditutenl in den Stickstofftank mit
-196°C Uberfuihrt werden.

Ablauf des Auftauens:
v Zum Auftauen wurden die aus dem Stickstofftank emmenen Zellen zuné&chst
vorsichtig in 37°C warmen Wasser soweit aufgetduis, nur mehr ein kleiner

Eisklumpen zu erkennen war.
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v Die Suspension wurde in 10 ml 37°C warmes RPMI164Qeben, 10 min dort
inkubiert, um ein Herausdiffundieren des DMSO aen dellen sicherzustellen, und
anschliel3end in einem entsprechenden Volumen Norethlim aufgenommen.

v" Nach 24 h erfolgte ein Mediumswechsel.

2.14 Massenproduktion der monoklonalen Antikdrper

Die Massenproduktion von monoklonalen Ak wurde auéi Arten erreicht. In einem frihen
Zellkulturstadium wurde hauptsachlich auf groRe IkZédurflaschen (175 cA) zuriick-
gegriffen. Einen spéteren Schritt stellte die Pkbidu im sogenannten Miniperm (siehe
Abbildung 13) dar. Dieses besteht aus zwei Modulas System umfasst ein Produktions-
modul mit einem Volumen von 40 ml und ein Versomggmodul mit einem Fassungs-
vermodgen von 550 ml. Zweiteres besteht aus Polgcatbund ist autoklavierbar. Das
Produktionsmodul ist vom Versorgungsmodul durcheeibialysemembran mit einer
AusschluRgroRe von 12,5 kDa getrennt. Damit wird@bertreten der 146 kDa groRRen IgG-
Molektle in das Versorgungsmodul verhindert. Dimipermeable Membran verhindert eine
Diffusion sowohl der IgG-Molekile als auch anderarakromolekularer Zellprodukte und
der Zellen. Nur die notwendige Diffusion von Nabfén wie Aminosauren, Glukose und
Vitaminen ist gewahrleistet. Wichtige Komponenteie Wsase (z.B. ¢) und lonen kénnen
ungehindert passieren. Gleichzeitig kommt es auchirzer Abgabe von toxischen und sauren
Stoffwechselendprodukten der Zellen, die vom Medioeutralisiert werden (Greiner Bio-
One GmbH, 2005). Den Angaben des Herstellers QGreBie-One GmbH entsprechend
wurde darauf geachtet, vorgegebene Arbeitsschyédteauestens einzuhalten, um einerseits
ein moglichst ertragreiches Zellwachstum zu ermachaber auch andererseits keine
Verunreinigungen und Kontaminationen mit Baktenigr Pilzen zu riskieren. Dazu zéahlten
vor allem ein sorgfaltiges Vorgehen beim Wechse&s Blediums im Versorgungsmodul, bei
der Entnahme von Proben aus dem Produktionsmodet, Einhaltung geeigneter
Rotationsgeschwindigkeiten im Brutschrank und deh&tung von grundlegenden Regeln
sterilen Arbeitens in der Zellkultur. Voraussetzufily den Start einer erfolgreichen
Massenproduktion war das Erreichen einer geeignétimahl in den Zellkulturflaschen von
1 bis 5x10 Zellen/ml.
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Ablauf am Beginn einer Massenproduktion mit dem ipnm:

v

Zellen geeigneter Zahl wurden bei 1000 rpm zermgr@t und in 35 ml
Normalmedium resuspendiert.

Anschlie3end erfolgte das Einspritzen der Suspanisicdas Produktionsmodul des
Bioreaktors. Dazu wurde der Bioreaktor so auf eigeeigneten Stander gestellt, daf}
sich einer von insgesamt drei Luer-Lock- Verschgizsan hochster Stelle befand.
Vorsichtig wurde der Verschlul3 gedffnet und eingitd3@ mit der Zellsuspension
wurde Uber einen Schraubverschluld befestigt.

Der gesamte Reaktor wurde so gedreht, dafd ein rereitéerschluld hoher als die
anderen beiden lag. Dieser wurde zum Druckausgleggddffnet und die
Zellsuspension langsam eingespritzt. Es mul3te tiayaachtet werden, dald dabei
keine Luftblasen entstanden.

Die oberste VerschluRBkappe wurde wieder angebradét, Bioreaktor in die
Ausgangsposition gedreht, die Spritze abgeschraubtie Offnung verschlossen.
AnschlieRend wurde das Versorgungsmodul befllldem es zunéachst in eine
geeignete Ausgangsposition (mit dem Produktionsinodeh unten gerichtet) auf
dem Stander gebracht wurde.

Der Schraubverschlu? wurde entfernt und 350-400 Nofmalmedium konnten
eingefullt werden. Um zu starken Druck auf das Bktidnsmodul zu verhindern,
wurde dieses mit der flachen Hand vorsichtig gekirtic

Mit einer vom Hersteller empfohlenen Geschwindigkein 0,1-40 rpm erfolgte die
Bewegung der Module im Brutschrank auf einer gestigm Drehvorrichtung.

Die Handhabung und Vorgehensweise bei den einzéhnkeeitsschritten orientierte sich an
den Angaben des Herstellers ( Greiner Bio-One Gn20d5).
In Abstdnden von 3-5 Tagen wurde das Medium deslURtmnsmoduls gewechselt. Eine

leichte Verfarbung in ein gelbliches Pink deutetgadf hin, dal} die Pufferkapazitat des

Mediums Uberschritten war und ein Austausch unumgigém wurde. Zellkulturiberstéande

konnten einerseits zur Kontrolle der Zellzahl umdlererseits zur Begutachtung der Qualitat

der Suspension entnommen werden. Der wesentligksgtekt dieser Probenentnahme war

aber die Ernte der Zellen mit entsprechenden Arpiadlichten. In einer Zentrifugation

(5000 rpm) konnten die Hybridomazellen erfolgreidn den AntikGrpern getrennt werden.

Die Dauer einer Produktion erstreckte sich Ubeerifieitraum von bis zu 5-6 Wochen. Der

Ertrag war stark von der jeweiligen Zellinie abhigng
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Abb. 13: Miniperm-Bioreaktor zur Massenproduktion von Aidtipern (Aus:http://www.
greinerbioone.com/de/row/files/84228/075050 _miniRER).

2.15 Lyophilisierung

Um eine problemlose Lagerung von aufgereingten k@ngern und Antigenen zu
gewahrleisten, war es notig, sie einer Lyophilisigy zu unterziehen. Dabei wird bei
Unterdruck einer Losung das Wasser entzogen unteslien Bestandteile bleiben als Pulver
zurick. Es handelt sich um eine Sublimation beieiruck in einem dabei entstehenden
Vakuum. Da die Proben in gefrorenem Zustand in\aisgekihlte Lyophilisationsanlage
gestellt werden und ihnen dabei Flussigkeit entaogi&rd, spricht man auch von einer
Gefriertrocknung. Weiters erreicht man bei diesesrfdhren eine Aufkonzentrierung der
Probe, die bis zur weiteren Verwendung in festengrdgat-Zustand neben verschiedenen

Salzen der in Losung vorhandenen Puffer als wetf@skenes Pulver vorliegt.

Praktischer Ablauf der Lyophilisierung mit der QGeftrocknungsanlage HESICON von
Nunc:

v' Die Probenflissigkeit wurde bis zu etwa der Hatfes Fassungsvermdgens eines
Lyophilisierglaschens geflllt. Die Losung mulite oaldir den eigentlichen
Trocknungsvorgang auf mehrere dieser Lyophilisésghen verteilt werden, um
gréRere Volumina in einem Schritt lyophilisieren kénnen. Ziel dieser nicht
vollstandigen Beflillung war es, ein Austreten vatrgckneten Endprodukten aus

dem Lyophilisierglaschen zu verhindern. Dieses wumivar mit einem Plastik-
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verschluld versehen, der allerdings nur so aufgdsteerde, dald am unteren Ende
Luftlocher vorhanden waren, um die Sublimation gudglichen.

v" AnschlieBend wurden die Lyophilisierglaschen bed°@ G.N. im Gefrierschrank
tiefgefroren.

v" Nun wurden sie auf eine vorgekuhlte Halterung gegalnd in das Lyophilisiergerat
gestellt. Der obere Verschlul3 dieser Halterung seakonzipiert, daf3 eine optimale
Abdichtung des Bereichs mit den Proben moglich woanit die Bildung des
gewinschten Vakuums maoglich wurde.

v' Es wurde nun der entsprechende Unterdruck erzéiggkiihlung der Proben konstant
fortgesetzt und der Trocknungsvorgang gestartet.

v Nach Beendigung des Vorgangs, der zumindest U.MNefalkonnten die Proben
entweder im Gefrierschrank bei -20°C gelagert, ofigr weitere Verwendungen

bereitgestellt werden.

2.16 Proteinkonzentration

In der biochemischen Analytik sind exakte Konzemresbestimmungen unerlai3lich und
Voraussetzung fir zahlreiche quantitative Aussageilem lassen sich durch eine korrekte
Wahl der entsprechenden Wellenlangen auch grolsditajive Aussagen treffen. Auch die
Reinheit von Molekilen in Lésung kann mit diesen@erfahren bestimmt werden. Das
Funktionsprinzip eines sogenannten Spektralphotersdteruht auf der Wechselwirkung von
Licht einer bestimmten Wellenlange mit dem Analy&ner homogenen Lésung. Dieser
Analyt wird in eine Kivette pipettiert und absorbidie auftreffenden Lichtstrahlen einer
genau definierten Wellenlange mehr oder wenigek stad bewirkt dadurch ein spezifisches
und den Analyten charakterisierendes Mel3signalwid also die Starke der Absorption
festgestellt. Per Definition dient der Begriff Pboteter der Beschreibung eines Gerats,
welches das Ausmald einer Absorption mil3t (Schwa@99). Ein Spektralphotometer
kennzeichnet somit eine Apparatur, welche das \eikdauftreffender Lichtintensitat und
durchgehender (durch die Probe) Lichtintensitateiiirbestimmtes Spektrum beschreibt. Fur
Messungen im UV-Bereich verwendet man Quarzkivettha UV-Strahlen problemlos
passieren lassen. Fiur langwelligere Mel3bereichedemerhauptsachlich Glas- oder
Plastikklivetten verwendet (Gassen und Schrimpf9j199
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Die Absorption wird bei durchsichtigen Lésungenatudas Lambert-Beersche Gesetz nach

folgender Gleichung umschrieben (Gassen und Schritfp9):

Inlg/l = A = -ecd
Dabei ist:
* lp=Intensitat des einfallenden Lichtstrahls spezifescWellenlange
* I=Intensitat des durchlaufenden, gemessenen Liahist
* A=Absorption
» ¢=Molarer Absorptionskoeffizient
» c=Konzentration des Analyten
» d=Lange der Mel3strecke (auch als Schichtdicke rgkan

Es wird also die Intensitat eines auf den Analyafireffenden Lichtstrahls mit der Intensitéat
eines hinter dem Analyten detektierten Lichtstraf@iglichen.

In dieser Arbeit war es notwendig, die Konzentratwon Proteinmolekilen in verschiedenen
Puffern zu messen. Die Probenmessungen erfolgteai da UV-Bereich bei 280 nm. Bei
dieser Wellenlange absorbieren bevorzugt aromais@minosduren wie Tyrosin und
Tryptophan, was eine spezifische Charakterisiediager Makromolekille mdglich macht.

Fur die zu messenden IgG-Antikérpermolekile undtétne wurde in dieser Arbeit eine
Absorption von 1,4 bei einer Schichtdicke von 1 end einer Konzentration von 1 mg/mi
angenommen (Sheperd und Dean, 2000). Diese Absompient standardméaliig als Richtwert
fur IgG-Molekile. Allerdings gilt es zu beachterafdaufgrund verschiedener Tyrosin- und
Tryptophangehalte in unterschiedlichen Antikorpend Proteinen diese Werte variieren und
zudem noch Stérungen durch DNA-Molekile, Schwankangdes pH-Werts und
unterschiedliche Polaritaten stérende Elementer eirakten Messung sein konnen (Gassen
und Schrimpf, 1999).

Ablauf einer Messung:
v' Zunachst wurde 1 ml einer entsprechenden den Araljtaltenden L&sung in eine
geeignete Klvette pipettiert.
v' Die zu messenden Proben wurden nach einer entgméeh Anlaufzeit bis zur
Funktionsfahigkeit in das Photometer gestellt, woleene Kivette nur das
Losungsmittel enthielt, um einen geeigneten Refavent zu erhalten.
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v' Das Photometer wurde auf einen MeRbereich bei B8@ingestellt und die Messung
konnte fur jeweils eine Klvette beginnen.
v' Die erhaltenen Werte konnten nun durch einen dipe&portionalen Vergleich im

Dreisatz fur die Berechnung entsprechender Konagotren verwendet werden.

2.17 Herstellung des Soja-Extrakts

Ein Rohextrakt eines Sojamehls stellte sowohl disgangsbasis fur die Gewinnung reinen
Proglycinins in der praparativen Gelelektrophoreserschiedene SDS-PAGEs zur
gualitativen Bewertung von Ergebnissen, als auah vErschiedene Immunoassays dar.
Basierend auf einer Publikation aus dem Jahr 1998ll¢r et al, 1998) erfolgte die

Extraktion des Sojaproteins mit Hilfe von PBS. \6hiedene Parameter der Extraktion
wurden entsprechend den gegebenen Fragestellunygepafdt, um eine grol3tmdogliche
Ausbeute an Sojaprotein zu erhalten. Zur Herstglldas Standard-Proteinextrakts wurde
Protein Isolate Standard 0% (w/v) GMO-Mehl verwdndgieses Mehl war also frei von

gentechnisch verandertem Protein. Im Gegensatz deohaltete das Protein Isolate
Standard 2,5% (w/v) GMO-Mehl gentechnisch veramdeRrotein mit einem Anteil von

2,5% (w/v) am Gesamtprotein. Dieses Mehl wurde chlgf3lich im Dot-Blot verwendet.

Ablauf einer Proteinextraktion:
v' 0,5 g Protein Isolate Standard 0% w/v GM (besith& gentechnisch modifizierten
Proteinanteile) wurden in ein Zentrifugenréhrcheeriihrt.
15 ml PBS wurden zum Mehl pipettiert.
Es folgte eine Losung des Mehls fur eine Minutedarh Vortexer.
Anschliel3end wurde das Gemisch auf einem Schiiiitleé30 min bei RT inkubiert.

Es schlof3 sich eine Zentrifugation fir 5 min bed@®pm an.

ASERNEE N NERN

Der Uberstand wurde durch vorsichtiges Dekantieadgefiihrt und konnte im
Gefrierschrank bei -20°C aufbewahrt werden.

(\

Der Rickstand wurde verworfen.

Die Herstellung von Protein-Proben (Rohextrakten) Eeststellung der Kreuzreaktivitat
erfolgte nach dem gleichen Schema.
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2.18 Affinitatschromatographie

Chromatographische Verfahren stellen eine weséetli€omponente in der biochemischen
Analytik dar. Bei verschiedensten Proteinisolieremgspielen sie eine zentrale Rolle im
Trennverfahren. Nicht selten werden unterschiedlicbchromatographische Methoden
miteinander kombiniert, um ein bestmdgliches, aisdfies Ergebnis zu erhalten. Die am
haufigsten verwendeten Techniken stellen die Geipations-, die lonenaustauscher-, die
hydrophobe und die Affinitatschromatographie dae. ®nnen entweder konventionell unter
Niederdruck oder Hochdruck (z.B. HPLC) laufen (&assnd Schrimpf, 1999).

Grundsatzlich dienen chromatographische Techniken Taennung homogener Gemische
oder Losungen. Dabei geht ein homogenes in einrdggaes Gemisch Uber. Eine feste,
stationare Phase adsorbiert verschiedene mobileeRmait unterschiedlicher Effektivitat. Sie
durchflieBen die Festphase und es kommt zu einemRen darin geldster Stoffe. Neben der
beschriebenen Flissigkeitschromatographie kennt nmach die sogenannte Gas-
chromatographie. Hierbei wird das zu trennende &asgrh mit Hilfe eines Tragergases
durch die stationare Phase geleitet (Mortimer, 1996dieser Arbeit wurde hauptsachlich auf
affinitdtschromatographische Methoden zurickgegniff

Bei der Affinitatschromatographie binden Proteinggeund von Protein-Ligand-Wechsel-
wirkungen an die stationdre Phase des Systems dassd Schrimpf, 1999). Solche
Liganden kdnnen z.B. spezifische Proteine oderk®nper sein, die mit mehr oder weniger
grof3er Affinitat Antikbrper bzw. Antigene aus eirgrsung adsorbieren kdnnen. Man spricht
entsprechend der in diesem Fall beteiligten Moblekghselwirkungen von einer
Immunaffinitdtschromatographie. Haufig verwendeigabhden zur Antikdrperaufreinigung
sind sowohl Protein A als auch Protein G. ProteimsiGein Zellwandprotein von Bakterien
der Gattung Streptococcus. Protein A seinersditsinsZellwandprotein voistaphylococcus
aureus Das in dieser Arbeit verwendete Protein A wiréombinant inEscherichia coli
produziert und ist ein nicht glykosiliertes Molek#ls bindet die konstanten Fc-Regionen von
Antikorpern verschiedener Saugetiere der Klasseug einige Antikoérper der Klasse IgM
und IgA. In dieser Arbeit wurde Protein A zur Aufmgung monoklonaler Antikérper der
Zellinie G17E verwendet. Das Affinitatschromatodre@pMedium ProSep-rA High Capacity
Medium von Millipore diente als stationare Phasedi¢ Aufreinigung. Desweiteren wurde
anschlieBend der gereingte, monoklonale Antikokmalent an NHS-aktivierte Sepharose

gekoppelt, um spezifisch das Antigen Proglyciningewinnen. Proteine und Peptide kbnnen
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Uber ihre primaren Aminogruppen an die mit NHS stagen Carboxylgruppen der Matrix
binden.
In Abbildung 14 werden die fir die Affinitatschrotographie verwendeten Gerate

schematisch dargestellt.

Schreiber

Silikonschlauche

MeRbereich
des

Photometers

Peristaltische
Pumpe

ﬁq

Probengefal® mit Sténder zur Photometer mit Anzeige  Auffanggefall
Probenflissigkeit Befestigung der
Saule

Abb. 14: Darstellung der bendétigten Gerate und der fumigilen Ablaufrichtung (griine

Pfeile) bei einer Affinitatschromatographie.

Ablauf der Affinitatschromatographie mit Prosepti#gh Capacity Medium:

v' Zunachst wurden 2 ml Prosep-rA High Capacity Mediumeine entsprechende
Chromatographiesédule von Neolab gegossen. Entsprdchden Angaben im
Handbuch von Millipore wurde das Medium in klein&chritten in die Saule
pipettiert. Dabei mul3te darauf geachtet werden, sieift keine Luftblasen bildeten.
Ein leichtes handisches Klopfen an die Saulenwavdrkte einen Austritt der Blasen
aus dem Medium. Um einen Durchflul? des Puffers imdiMm zu gewahrleisten,
wurde der untere Verschlul3 der Saule geoffnet. TEotkenlaufen der Saule sollte
dabei aber auf jeden Fall vermieden werden.

v' Sobald sich die festen Bestandteile des MediunageirSaule verdichtet hatten, wurde
die Vorrichtung am unteren und oberen Ende verssklo und bei 4°C Uber Nacht in
den Kuhlschrank gestellt. Ein leichter Pufferibemst verhinderte ein Austrocknen.

v' Der aufzureinigende Zellkulturtiberstand wurde ver Beinigung bei 5000 U/min 10
min bei RT zentrifugiert.

v AnschlieBend mufte der Uberstand mit einem 0,2 jtenilfBter filtriert und der

Niederschlag verworfen werden.
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Der pH-Wert wurde mit 2 oder 5 M Natronlauge au8,B-eingestellt, wobei ein
Farbumschlag in einen violetten Ton zu beobachtan (diente als Marker fir den
Durchlauf des Uberstands), und die Antikdrperlosiag zur Aufreinigung in den
Kihischrank gestellt. Es wurde allerdings daraubapéet, moglichst bald die
Aufreinigung zu starten, um die Qualitat der Antg@molekile nicht negativ zu
beeinflussen.

Die Saule wurde mit Boratpuffer (5-10faches Saubéunmwen) &aquilibriert. Die
DurchfluBgeschwindigkeit betrug anfangs 5 ml/mindumvurde nach finaler
Etablierung des Vorgangs auf 1 ml/min eingestéllir qualitativen Kontrolle der
Eluate wurde der Schreiber auf eine Aufzeichnungsgsindigkeit von 6 cm/h und
eine Sensitivitdt von 100 mV eingestellt.

Nachdem der Boratpuffer einige Zeit durch die S@gdtaufen war, stellte sich auf
dem Schreiber eine konstant verlaufende Kurve dim, als Basislinie fur die
Aufreinigung diente.

Nun konnte der Zellkulturiberstand Uber die Saalgdn. Ein moéglicher Durchbruch
des Antikdrpers sollte dabei natirlich verhinderterden. Eine geeignete
Durchlaufgeschwindigkeit von 0,75 ml/min gewahtieis dies im Zusammenspiel
mit dem geeigneten pH-Wert jedoch reibungslos.

Nach erfolgtem Durchlauf konnte ein 10faches Sadkmen an Boratpuffer wieder
eine Ruckkehr zu den Basisbedingungen gewahrleiddas Verschwinden des
Phenolrots (aus dem Zellkulturmedium) sorgte daheh fir eine rein optische
Kontroliméglichkeit des Ablaufs.

Der gebundene Antikdrper wurde mit Citratpufferiefts

Das Eluat konnte entweder in einem Volumen, oddr eimiem Fraktionskollektor
getrennt, aufgefangen werden. Zweitere Mdoglichkdignt allerdings mehr der
Trennung unterschiedlicher Molekile und héatte iasdm Fall nur zum Sammeln
verschieden hoch konzentrierter Eluate dienen kdnmel wurde deshalb auch nur
wahrend der Etablierungsphase verwendet.

Mit einer 2 M Tris-Losung wurde der pH-Wert des &kiauf 7-7,5 eingestellt. Die
eluierte Fraktion wurde bei -20°C im Gefrierschrgekagert.

Nach der Elution wurde die S&ule erneut mit einédfadhen Saulenvolumen an
Boratpuffer aquilibriert und bei 4°C bis zum naemsGebrauch aufbewahrt. Optional

wurde sie zuerst mit HCI (pH 1,5) und dann mit P@S3pullt und anschlieRend in
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0,002% (v/v) NaNM (in PBS) aufbewahrt. Mit dieser zusatzlichen Rginig sollte eine

Kontamination mit Pilzen und Bakterien vermiedendes.

2.19 Antikorper-Biotinylierung

Mit Hilfe des EZ-Link-Sulfo-NHS-Biotinylation-Kitsvon Pierce wurde der gewonnene
Antikorper G17E biotinyliert. Biotin ist ein Vitamj das eine hohe Affinitdt zu den Proteinen
Avidin und Streptavidin aufweist. Es besitzt nuneeiGrol3e von 244 Da und kann deshalb
leicht an Proteine gebunden werden. Die biologigkkigvitat der Proteine wird dabei kaum
beeinflul3t. N-Hydroxysuccinimid (NHS)-aktivierte @inmoleklle reagieren mit primaren
Aminogruppen in Puffern mit einem pH, der sich inee Spanne von 7-9 befinden sollte.
Funktionelle Lysin-Gruppen spielen neben dem N-Teasn des Proteins die Hauptrolle bei
der Reaktion mit den Biotinmolekilen (Pierce, 2006)

Avidin seinerseits besitzt vier Bindungsstellen Riotin. Diesen Umstand verdankt es der
Tatsache, dal3 es als Tetramer vorkommt, was bedelaé pro Untereinheit genau eine
Bindungsmaglichkeit fir Biotin besteht. In Immunsags spielt diese Bindung, wie bereits

bei der allgemeinen Beschreibung der ELISA-Teclemkéhnt, eine entscheidende Rolle.

o
Na'0-S

|

Biotinylated
Molecule

Molecule with Sulfo-NHS Leaving Group
Primary Amines

Abb. 15: Schematischer Ablauf der Biotinylierung einestBins (Aushttp://www .pierce
net.com/files/1775as4.pdf

Ablauf der Biotinylierung:

v' Es wurde zunéchst die Menge an Sulfo-NHS-Biotintlig zur Biotinylierung des
Antikorpers nach den Instruktionen eines Protokdiés Herstellers (Pierce, 2006)
berechnet. Die Menge des zu biotinylierenden Ampkés wurde in mg, das Volumen
der Antikérperldsung in ml und das Molgewicht dastiRorpers (150.000 mg/ mmol)

mit der hier angefiihrten Gleichung berechnet:
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V(Antikbrpet)[ml]x c(Antikorpen [mg] + M (Antikorpe) [

[mi]

Daraus ergibt sich rechnerisch:

[mg] __20mmofBiotin) - n(Biotin)[mmol
mmoﬂ n(Antikdrpen)[mmoﬂ

m(Antikérped[mg] y n(Antikérpe)|mmol __20mmo(Biotin)

V(Amikbrpeb[ml]xV(Antikdrpeb[ml] m(AntikdrpeD[mg] n(AntikdrpeD[mmo]

= n(Biotin)[mmo]

Unter Einbezug der molaren Masse von Biotin enm@th die Formel:

443mg 5004 _,,

(Sulfo- NHS - Biotin - L('jsung)[,ul]
mmol 2,2mg

n(Biotin)[mmoI]x

Ablauf der eigentlichen Biotinylierung (Pierce, )0

v' Zunachst wurde das Sulfo-NHS-Biotin auf RT aquiéht

v" 10 mg/ml des lyophilisierten Antikdrpers wurderlix PBS-Puffer gelost.

v' Direkt vor dem Gebrauch mufdte eine 10 mM Sulfo-NBi&in-Lésung hergestellt
werden. Dabei wurden 2,2 mg Sulfo-NHS-Biotin in 500 destilliertem Wasser
gelost.

v' Das errechnete Volumen an Sulfo-NHS-Biotin-Lésungrde zur Antikdrperldsung
gegeben und das Gemisch 2 h auf Eis inkubiert.

v" Von einer ,Zebra™ Desalt Spin Column“ wurde der Verschluss abgetenaimd die
Saule in einem 15 ml-R6éhrchen bei 2500 rpm flr & atizentrifugiert. Der Durchlauf
wurde verworfen.

v' Auf die Saule wurden 2,5 mL 1 x PBS-Puffer pipettiend bei 2500 rpm fiir 2 min
abzentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen.

v Dieser Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt.

v Die biotinylierte Antikérper-Lésung wurde auf die gewaschene Saule gegeben. Die
Losung sollte hierbei in das Saulenmaterial eirghim Danach wurde die Saule bei
2500 rpm fur 2 min abzentrifugiert und der den ibigdterten Antikoérper enthaltende
Durchlauf aufbewahrt.

2.20 Herstellung einer Immunaffinitatschromatograpéule

Herstellung einer Immunaffinitatschromatogragséiule wurde ein aufgereinigter,

monoklonaler Antikdrper mit konstanter Geschwindigktiber das gewaschene Sé&ulen-

material gepumpt. Anschlie3end konnte der gekoppeltikorper dann fur die Aufreinigung

des Proglycinin-Standards zur Etablierung eineribifationskurve (siehe Kapitel 3.11)

verwendet werden.
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Ablauf der Antikorperkopplung:

v' Zunadchst wurde das NHS-aktivierte Sepharose-Saatemial (5 ml) durch eine
Zentrifugation bei 1000 rpm fiir 5 min grob vom Isgpanol, in dem es geldst war,
befreit und der Rickstand zur weiteren Bearbeittergvendet.

v' Das Rickstand wurde in 5 ml 1mM Salzsaure resuspeinchd erneut fiir 5 min bei
1000 rpm abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde @ssgnt viermal durchgefuhrt.

v Nun erfolgte eine viermalige Waschung des Matemait Carbonatpuffer (pH 7,0).
Die Parameter wie das Volumen und die Zentrifugeti@dingungen waren die selben
wie im ersten Waschzyklus. Der pH-Wert des Puffeusde auf pH 7 eingestellt, um
ein Hydrolisieren der veresterten Gruppen zu veldrin.

v' Das Saulenmaterial wurde anschlieRend in Carboffatpaufgenommen und in die
entsprechenden Séaulen gegossen. Dieses Belade®adkr funktionierte nach den
gleichen Kriterien und Bedingungen, die fur die siellung der Prosep-rA High
Capacity-Saulen gegolten hatten.

v' Fur den eigentlichen Kopplungsvorgang wurde diel&sauf Eis gestellt, was eine
verlangerte Kopplungszeit erméglichte.

v" Unter Druck wurde das Saulenmaterial nun in einemtikuierlichen Pufferstrom
(Carbonatpuffer, pH 7) verdichtet. Die Laufgeschiigkeit betrug dabei 1 ml/min.

v' Die Basislinie wurde festgesetzt, nachdem ein komniet Verlauf der Kurve auf dem
Schreiber erreicht war.

v Die Antikdrperlésung mit einer Maximalkonzentratison 1 mg/ml wurde direkt auf
die Saule pipettiert, indem der Pufferstrom kurztedorochen wurde und der
aufgereinigte und lyophilisierte Antikérper, dervou in einem Carbonat- oder PBS-
Puffer bei pH 7-7,5 gelést worden war, vorsiclaigden Rand der Saule aufgetragen
wurde, damit er, ohne die Konsistenz der beladeB&ule zu zerstéren, an der
Plastikhille abrinnen konnte.

v Die Laufgeschwindigkeit dieser Losung betrug O, &#8nin.

v' Der Durchlauf wurde sofort wieder Uber die Saulpuyept. Damit dieser Vorgang
ohne Probleme und mdglichst ziigig ablaufen konmig3te zuvor ein geschlossener
Kreislauf Uber verschiedene Schlauche hergestebtrden. Gleichzeitig sollte
allerdings auch darauf geachtet werden, daf} die d#ed?ufferstroms moglichst kurz
gehalten wurden, um die Beladungszeit nicht unniitiglie Lange zu ziehen und
damit das Ergebnis zu verschlechtern.

v Insgesamt dauerte die Beladung 30 min.

62



v Die Saule konnte .N. bei 4°C im Kihlschrank aufalex/werden.

v Alle Gruppen an der Saule, die nicht eine Bindungdam Antikdrper eingegangen
waren, mufdten noch abgesattigt werden, um spaterddre Antigenaufreinigung
unspezifische Bindungen zu verhindern. Dazu wuildeSéule je dreimal fur 10 min
mit Boratpuffer (pH 8,5) und Citratpuffer (pH 3,0ei einer Pumpgeschwindigkeit
von 1 ml/min gewaschen.

v" AnschlieBend wurde die Saule erneut mit einem Ceatpuffer (pH 7) aquilibriert.

v In diesem Zustand konnte die Saule sowohl bei 4gé@gert, oder auch direkt im
Anschluf3 zur Antigenaufreinigung verwendet werdémch hierfir wurden die

Saulenapparatur sowie die verwendeten Puffer usdrgen auf Eis gekuhlt.

2.21 Aufreinigung des Proglycinin-Standards

v' Zunachst wurde die Saule mit Carbonatpuffer (pluf)Einstellung der Basislinie der
Absorption am Schreiber aquilibriert.

v' Ein Soja-Extrakt mit einer Konzentration von 0,5mg/wurde mit einem 0,8 um
Sterilfilter von evtl. vorhandenen groR3eren Pattikend Pilzspuren befreit.

v' AnschlieBend konnte das Soja-Extrakt bei einer @gesthwindigkeit von 0,125
ml/min Uber die Saule gepumpt werden. Da es sichusstellte, dal3 ein einmaliger
Lauf zu ungeniigenden Ergebnissen fuhrte, wurdee dfeezedur zumindest einmal
wiederholt. Die Ausbeute an gebundenem Standaratkodadurch entscheidend
erhoht werden.

v" AnschlieBend muf3te die Saule mit Carbonatpuffer Tpldrneut gewaschen werden,
bis die Absorption der Basiseinstellung wieder iehtewar, das nicht gebundene
Protein des Soja-Extrakts also vollstandig ausgeleas war. Die Lauf-
geschwindigkeit dieses Vorgang belief sich aufriil@nin.

v Mit einem Citratpuffer (pH 7) wurden Verunreinigwergdurch nicht spezifisch an den
Antikdrper gebundene Proteine ausgewaschen, olenehgeitig Proglycininmolekile
mitzureil3en. Die Laufgeschwindigkeit betrug 1 mHimi

v" Nun konnte das spezifisch gebundene Proglycinirelmsir Laufgeschwindigkeit von
1 ml/min mit einem Citratpuffer (pH 3) eluiert weml In einem ersten Ansatz stellte
sich heraus, daf3 ein zehnminutiger Lauf unzureithesar. Deshalb wurde die
zeitliche Spanne und somit das durchgepumpte Sznllenen deutlich erhdht. Eine

starkere Belastung des Antikorpers bei diesem meedgH-Wert konnte dabei
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allerdings nicht verhindert werden. Trotzdem wae d@aule fir mehrere Laufe
funktionsfahig.
v' Das Eluat wurde mit 2- und 5 M Natronlauge auf eipkel-Wert von 7-7,5 eingestellt.
v Im Photometer erfolgte anschlieRend eine quantéaiiestimmung des gewonnenen
Proglycinins.
v' Fur weitere Verwendungen wurde der Proglycinin-8éad zunachst tiefgefroren,
dann lyophilisiert und anschlieRend wiederum BePE im Gefrierschrank gelagert.
v' Die Saule wurde mit Carbonatpuffer (pH 7) aquikriund bei 4°C bis zum néachsten
Gebrauch im Kuhlschrank gelagert.

2.22 Bradford-Assay

Der Bradford-Assay ist eine Farbemethode zur Qfiaietiung von Proteinen und wurde von
Bradford (Bradford, 1976) entwickelt. Mit Hilfe déarbstoffs Coomassie Brilliantblau G250
kann dabei eine quantitativ unterschiedliche Arnfad von Proteinen erzielt werden, die
anschlieBend im Photometer gemessen wird. CoomasSsiiantblau G250 hat
normalerweise bei einer Wellenlange von 470 nm imt&®meter sein Absorptionsmaximum.
Bindet der Farbstoff allerdings an Aminoséauren eirferoteins, verschiebt sich das
Absorptionsmaximum auf 595 nm. Besonders die Andoos Arginin stellt einen
spezifischen Bindungspartner fir Coomassie Brilbiau G250 dar. Daneben kommen aber
durchaus auch Bindungen zu Tyrosin, Tryptophantidiiis und Phenylalanin vor. Die

Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 1ifiml (http://www.-class.unl.edu/biochem

/protein_assay.htjnim Test werden die Ergebnisse der Bindung voanGassie Brilliantblau
G250 an BSA in einer Verdinnungsreihe als Refenasravendet und die resultierenden

Absorptionen fur die Verdinnungsreihe einer spgaifen Probe damit verglichen.

Praktischer Ablauf des Bradford-Assays:

v Zunachst wurde eine BSA-Stammldsung (1Img/ml in PSyestellt.

v' Eine 1:10 Verdinnungsreihe fir insgesamt acht ferdiigen sowohl fir die BSA-
Stammldsung als auch fur die eigentlichen Probber(ills in PBS) muldte angesetzt
werden.

v' 200 pl/Kavitat der BSA-Verdinnungen und Proben solltesciufieRend auf eine

Mikrotiterplatte pipettiert werden.
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v' Unmittelbar darauf folgte das Auftragen von 2d0Bradfordldsung. Die Inkubation
erfolgte flr 2 min bei Raumtemperatur.

v' Eine abschlieRende Messung im Photometek+e95 nm schlof3 den Test ab.

2.23 Immunoassays

Grundsatzlich werden all jene Techniken, bei degiee Wechselwirkung eines Antikorper
mit einem Analyten stattfindet, immunochemische delen genannt. Eine herausragende
Rolle in der immunochemischen Analytik spielt dalser ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Die spezifische Quantifizigruind der eigentliche Nachweis eines
Analyten erfolgt bei solchen Immunoassays Uber cheeslene Enzyme. Dazu zahlen
hauptsachlich Enzyme wie Meerrettichperoxidase (RCilkalische Phosphatase ufd
Galaktosidase. Uber geeignete Substrat- Chromogengee erfolgt eine Farbreaktion, die
dann im Spektralphotometer bei einer geeignetenleMéhge ein quantitatives MeR3signal
ergibt. Neben diesen Mdglichkeiten des Nachweised im Immunoassays vor allem auch
auf Markierungen mit Radioisotopen, fluoreszenzadti und chemilumineszenten
Reagenzien gesetzt (Schwarz, 1999).

Es werden grundsatzlich kompetitive und nicht kotitige Immunoassays unterschieden.
Diese kénnen auf homogenen oder heterogenen Pleaikétimissen beruhen. Weiters finden
auch sogenannte Sandwich-ELISAs breite Anwendunigardkterisierende Grol3en fur
Immunoassys sind vor allem das Detektionslimit,covet die Mindestmenge nachweisbarer
Analyten darstellt. Die Sensitivitat ist ein Maf flie Anderung des Signals im Verhaltnis zur
Analytkonzentration. Die Selektivitat stellt eineeNdindung des gemessenen Signals bei
einem spezifischen Analytnachweis und der Negatiticdie her (Tijsen, 1985).

Nicht kompetitive, heterogene Immunoassays stefliexe der beliebtesten Varianten dar.
Dabei wird das zu detektierende Antigen an eindgpRese gebunden und direkt mit einem
markierten Primarantikorper oder indirekt mit einemarkierten Sekundarantikérper
nachgewiesen. Beim nicht kompetitiven, homogenenISEL kommt es zu Kkeiner
Phasentrennung. Zwei unterschiedlich markierte kbngier, die unterschiedliche Epitope
eines Antigens erkennen, kommen in homogener Lésubhglem Analyten in Kontakt. Das
Enzym des ersten Antikdrpers stellt dabei das Saibdiir das Enzym des zweiten
Antikorpers dar. Ein entsprechendes Melf3signal iestbRi nur dann moglich, wenn beide
Antikorper an das Antigen binden und sich ihre Nenkngen mdglichst nahe kommen. Bei

ungenigender Anndherung der Enzyme wird bloR éiwaches, bei ausbleibender Bindung
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an das Antigen kein Signal generiert. Als Enzymediése Variante finden z.B. Glucose-
Oxidase und Peroxidase Verwendung. Beim kompetifiveomogenen ELISA wird ein
Tracer (z. B. ein markiertes Hapten) eingesetat,ndié dem eigentlichen Analyten um die
begrenzte Anzahl an freien Bindungsstellen des k@npers konkurriert. Bei steigenden
Analytkonzentrationen ist eine verminderte Bindudgs Tracers an den Antikérper
festzustellen. Bei der Bindung des Tracers an detik®rper kommt es zu einer sterischen
Hinderung des Substrates (Tijsen, 1985).

Der kompetitive, heterogene ELISA zeichnet sichcwgin Immobilisieren eines Antikorpers
bzw. eines Antigens an einer Festphase aus. Einkdper wird an einer Festphase
immobilisiert. Die Bindung des Antikorpers mit emeenzymmarkierten Antigen wird durch
freies Antigen inhibiert. Es kommt also zu einernKorrenzsituation zwischen den beiden
Antigen-Typen um die begrenzt vorhandenen Binduriggichkeiten am Antikdrper. Die
begrenzte Antikorperzahl bedingt eine Absenkung Herymaktivitdt. Es wird ein zur
Konzentration des freien Antigens indirekt propmmiles Signal generiert. In einem anderen
Ansatz kann das Antigen an der Festphase immailigsierden und der Antikorper wird mit
einem Enzym markiert. Zusammen mit dem Antikdrpelgegebenes, freies Antigen
konkurriert bei diesem Ansatz mit dem an die Festphgebundenen Antigen um die
begrenzten Bindungsstellen des Antikorpers.

Der sogenannte Sandwich-ELISA stellt eine weiteréghthkeit bei der Detektion eines
bestimmten Antigens dar. Das zu bindende Antigewddi dabei an einen immobilisierten
Antikorper und durch einen markierten Sekundaré@mtier kann dann ein erfolgreicher
Nachweis erfolgen. Allerdings ist bei einem indiexk Ansatz zu beachten, dafl3 der
Sekundarantikérper anderer Herkunft als der imnmibite Antikorper ist. Dadurch soll
verhindert werden, dald es zu ungewlnschten Interekt zwischen diesen Molekilen
kommt und damit das MelRergebnis verfalscht wirgs§Ein, 1985).

Eine Besonderheit stellt der Einsatz von Vermgtstemen, wie dem Streptavidin-Biotin-
System (zeichnet sich durch eine hohe Affinitaf)aws Erhohung der Sensitivitat dar. Durch
Biotinylierung z.B. eines Antikdrpers, der an eiesbmmtes Antigen bindet, kann eine
Signalgenerierung durch die Anbindung eines maieStreptavidins erreicht werden. In
dieser Arbeit wurde an Stelle des Streptavidins tidwidin verwendet, das eine
deglykosilierte Form von Avidin darstellt.

Um unspezifische Bindungen von sekundaren und regitReaktanden an die Festphase des

Immunoassays zu verhindern, werden jene Bindungsstedie nicht durch den
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immobilisierten Reaktanden besetzt sind, durch émk@bation mit z.B. BSA, MMP und
Tween blockiert.

Als eine wesentliche Voraussetzung fur erfolgreidtests mit der ELISA-Technik gilt die
Wabhl einer geeigneten Festphase (meistens eineoéaplatte). Zahlreiche Anbieter stellen
verschiedenste Kunststoffplatten her, die sich [uranterschiedliche Oberfachen-
eigenschaften wie z.B. unterschiedliche hydropblage und hydrophob-apolare
Charakteristika auszeichnen.

In dieser Arbeit kamen nicht kompetitive, heterogielmmunoassays sowie Sandwich-

ELISAs (direkter und indirekter Natur) zum Einsatz.

a) Verlauf des nicht kompetitiven, heterogenen Bd%ls Positivkontrolle fur verschiedene
Zellinien der Zellkultur auf Soja-Extrakt:
v' Coaten: 100 pL einer 1:10-Verdiinnungsreihe Sojaakkin Carbonatpuffer (pH 9,6,
50 mM), i.N., 4°C
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
Blockierung: 30Qul 4% (w/v) MMP + 4 % Tween (w/v) in PBS, 120 minTR
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
1. Immunreaktion: 10Ql Antikoérper-Zellkulturiiberstand (1:2 in PBS), 60mmRT
Waschen: 3x30Ql PBS-Waschpuffer
2. Immunreaktion: 100 ul Ziege-Anti-Maus-1gG-POD (D000 in PBS), 60 min, RT
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
100 pl Substratlosung, 5 min, RT
25 ul Stopp-Ldsung

S N N N U N N N

Messung: Photomet@r=450 nm

b) Verlauf des nicht kompetitiven, heterogenen EAS$Stlr aufgereinigtes Proglycinin und
Rohextrakt aus Soja (siehe Abbildung 16):
v' Coaten: 100 pl einer 1:10-Verdinnungsreihe auigigites Proglycinin (100Qg/L;
6 Verdunnungsschritte) oder 1:10-Verdinnungsreibj@-Extrakt (12 Verdinnungs-
schritte) in Carbonatpuffer (pH 9,6, 50 mM), U.B°C
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
Blockierung: 30Qul 4% (w/v) MMP + 4% Tween (w/v) in PBS, 120 min, RT
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
Immunreaktion: 10@Qu biotinylierter G17E-Antikorper (1Qg/ml), 60 min, RT

AU NEENEEN
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Waschen: 3x30QI PBS-Waschpuffer

100 pl Neutravidin-Biotin-POD-L6sung, 60 min, RT
Waschen: 3x30Ql PBS-Waschpuffer

100 pl Substratlésung, 5 min, RT

25 ul Stopp-Losung

Messung: Photomet&r=450 nm

— e
Ci ﬂ; ﬁ?ﬁ ﬁ; frﬁigﬁlnsf%ge der Reaktanden
® ) ® °
A NAYAYA
o O O

.. Stopp

ﬁ% ... G17E-Biotin (rosa)
O -

.. Substrat

.. Neutravidin (braun)-Biotin (rosa)-
POD (gelb)

.. Blockierung mit 4% MMP+49% Tween (W/As)

.. Proglycinin oder Soja-Extrakt

.. Festphase

Abb. 16: Schematischer Verlauf des nicht kompetitivenghagenen ELISAs fir gereinigtes

Proglycinin und Rohextrakt aus Soja.
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c) Verlauf des Sandwich-ELISA (siehe Abbildung:17)

v' Coaten: 100 pL einer 1:10-Verdinnungsreihe G1&ter 89.1-Antikérper (5@g/ml;
6 Wiederholungen) in Carbonatpuffer (pH 9,6, 50 m¥N., 4°C
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
Blockierung: 30Qul 4% MMP (w/v) + 4% Tween (v/v) in PBS, 120 min, RT
Waschen: 3x300l Waschpuffer
100 pL einer 1:10-Verdinnungsreihe Soja-Extrak@dunnungsschritte) in PBS,
120 min, RT
Waschen: 3x300l PBS-Waschpuffer
Immunreaktion: 10@Qu biotinylierter G17E-Antikorper (1Qg/ml), 60 min, RT
Waschen: 3x30Ql PBS-Waschpuffer
100 pl Neutravidin-Biotin-POD-L6sung, 60 min, RT
Waschen: 3x300l PBS-Waschpuffer
100 pl Substratlosung, 5 min, RT

SN NEE NN

25 ul Stopp-Ldsung

NS N N N N W NN

Messung: Photomet@r=450 nm
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Reihenfolge der Reaktanden
im ELISA

® ®o oo
Y'Y YY

.. Stopp

.. Substrat

{:; ... Neutravidin (braun)-Biotin (rosa)-
POD (gelb)

.. G17E-Biotin (rosa)

- ... Proglycinin
) :
i

.. Blockierung mit 426 MMP+4%0 Tween (WAs)

.. GleC

.. Festphase

Abb. 17: Schematischer Ablauf des Sandwich-ELISASs.

2.24 Auswertung der Immunoassays

Die Assays zeigten in dieser Arbeit einen reak@abhgingigen Verlauf. Zur Erstellung der
Standardkurven wurden die Konzentrationswerte Idgarert und auf der X-Achse
aufgetragen. Die y-Werte umfaldten die Absorptiomsveler verschieden konzentrierten
Proben. Das Ergebnis war immer eine Kurve mit eir@gmoiden Verlauf. Diese so
erhaltenen Kurven enthielten absolute MeRwerte. Vaugleichszwecken und auch um

Schwankungen verschiedenster Parameter (z.B. Tatperu standardisieren, wurden die

70



Kurven nach dem 4-Parameter-logistischen Modelld@@od und Hutt, 1974; Dudley et al.,
1985) normiert. Es sollen %B¢BNVerte erhalten werden, die Absorptionen der jegeil
Proben im Verhaltnis zu den Nullwerten beschreili@as erfolgte durch eine Transfomation
der erhaltenen Daten mit folgender Formel:
%B/Bo = (A-A)/(AmaxAo)*100

Dabei ist:

* A=Absorption der Probe

» A¢=Absorption ohne Probe

* Anac=Absorption bei maximaler Probenmenge

Die %B/By-Werte sind prozentuale Angaben und befinden semehtsprechend in einem
Bereich von 0 bis 100%. Der Bereich von 20-80% et eigentliche MelRbereich, wobei bei
20 % (IGyg) die untere und bei 80% (3¢} die obere Nachweisgrenze liegt. Bei 50%s¢)C
befindet sich der Testmittelpunkt, wo die genaudstesung moglich ist.

Pro Probe wurden bei den verschiedenen Testsystenweils drei Wiederholungen auf einer
Mikrotiterplatte zur Bestimmung des Mittelwerteses jeweiligen MelR3punkts herangezogen
(Giersch, 1993b). Die statistische Signifikanz weurdit den sich allgemein eingebirgerten
Signifikanzniveaus von 5% bzw. auch 0,3% (hochs&igmt) berticksichtigt. Dazu eignete
sich ein auch auf dem Statistikprogramm Origin altémer t-Test.

2.25 Bestimmung der Immunglobulin-Subklassen

Die Bestimmung der Klasse und Subklasse eines figmén Immunglobulins stellt einen
wichtigen Parameter bei der Charakterisierung eiAesikbrpermolekils dar. Sowohl
chemische als auch biologische Eigenschaften deekielnen Klassen und Subklassen sind
verschieden und betreffen Unterschiede in der tbk&it und in ihrer Fahigkeit zur
intermolekularen Interaktion mit anderen Biomolekiil Die Reaktivitat mit Protein A hatte
fur affinitatschromatographische Untersuchungedi@ser Dissertationsarbeit eine besondere
Bedeutung. Da beim Screening der Zellkulturibed#aein 1gG-spezifischer Sekundar-
antikorper verwendet wurde, wurde eine gesondedstiBmung der Klasse nicht durch-
geflhrt. Die Subklasse und der Leichtkettentyp warthit einem Sub-Isotyping Kit von Bio-
Rad identifiziert. Dieser enthalt ultrareine sulsslenspezifische Anti-Seren fur das Maus-
IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3, IgM, IgA, die undAi-Kette.
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Ablauf der Subklassenbestimmung (gemal3 den Vorgdéeierstellers):
v' Coaten: 100 pL Soja-Extrakt (20 pg/mL Gesamtpndtiei PBS, 60 min, RT

v" Waschen: 3x300l Waschpuffer

v' Blockierung: 30Qul 1% Magermilch (w/v) in PBS, 30 min, RT

v" Waschen: 3x30Ql Waschpuffer

v 1. Immunreaktion: 10Ql Zellkulturiberstand der Zellinie G17E, 60 min, RT

v' Waschen: 3x30Ql PBS-Waschpuffer

v' 2. Immunreaktion: 100 uL subklassenspezifischesir¢en-Anti-Maus (1:3000 in
PBS), 60 min, RT Waschen: 3x300PBS-Waschpuffer

v 3. Immunreaktion: 100 pL Ziege-Anti-Kaninchen-PQD3000 in PBS), 60 min, RT

v" Waschen: 3x30Ql PBS-Waschpuffer

v" Enzymreaktion 100 pL Substratlésung, 10 min, RT

v' Abstoppen: 50 puL Stopp-Ldsung.

v' Messung: Photometér415 nm

Jeweils eine Reihe auf der ELISA-Platte wurde fuflhMerte des Substrats bzw. des Serums

verwendet.
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Reihenfolge der Reaktanden
im ELISA
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.. Ziege-Anti-Kaninchen-POD (gelb)

.. Kaninchen-Anti-Maus

.. G17E

.. Blockierung mit 126 MMP (w/v)
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.. Soja-Extrakt

.. Festphase

Abb. 18 Schematischer Ablauf des Assays zu Bestimmung 8ebklassen eines

Antikorpers.

2.26 Kreuzreaktivitat

Um genauere Aussagen zur Selektivitat eines Antida@& machen zu kdnnen, stellt der Test
maoglicher kreuzreagierender Substanzen ein MuldarKreuzreaktivitat handelt es sich im
eigentlichen Sinne des Wortes, wenn der zu testehatkorper entweder strukturell
unterschiedliche Epitope bindet, oder wenn gleiepdope auf unterschiedlichen Antigenen

erkannt werden (Tijssen, 1985). Es werden alsorsctieedliche Proben (Protein-Extrakte,
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siehe Kapitel 3.12) in einem Immunoassay getesidt die Kreuzreaktivitat mit folgender
Formel errechnet:
KR (%)=[P]/[kP]
Dabei ist:
* KR (%)=Keuzreaktivitat in Prozent
* [P]=Konzentration der Probe bei £

* [kP]=Konzentration der kreuzreagierenden Probd®@gi

Ablauf eines Immunoassays zur Feststellung der Zeaktivitdt (Schema des heterogenen,
nicht kompetitiven ELISAS zur Etablierung einer iahtionskurve, siehe Kapitel 2.23, b):

v' Coaten: 1:10-Verdiinnungsreihe des Soja-Extrakts wamschiedener Proteinproben
(gleiche Extraktionsmethode, die fir das Soja-Ettraerwendet wurde) in
Carbonatpuffer (pH 9,6, 50 mM), U. N., 4°C
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
Blockierung: 30Qul 4% MMP + 4% Tween (w/v) in PBS, 120 min, RT
Waschen: 3x30Ql Waschpuffer
Immunreaktion: 10@u biotinylierter G17E-Antikoérper (1@g/ml), 60 min, RT
Waschen: 3x300l PBS-Waschpuffer
100 pl Neutravidin-Biotin-Losung, 60 min, RT
Waschen: 3x30Ql PBS-Waschpuffer
100 pl Substratlésung, 5 min, RT
25 ul Stopp-Losung

N N N N N U N N NN

Messung: Photomet@r=450 nm

2.27 Epitopmapping

Zur weiteren Charakterisierung des gewonnenen monalen Antikérpers G17E wurde auf

ein sogenanntes Epitopmapping zurtckgegriffen. Audémd auf der These, dal3 ein
monoklonaler Antikérper nur ein bestimmtes Epitpezfisch erkennt, kann diese Methode
dazu verwendet werden, selektiv nach der Spezé#itéigs Antikdrpers zu suchen. Da solche
Antikérper zum Teil nur wenige Aminosauren langetépe erkennen, kann es vorkommen,
dal3 Antigene ahnlicher Konformation oder solche demen die Epitopsequenz fur ahnliche
Funktionen des exprimierten Epitops steht, vom i&irper kreuzreaktiv gebunden werden.

74



Ablauf des ELISAs (&hnliches Schema wie beim berde#schriebenen Sandwich-ELISA in
Kapitel 2.23, c):

v

SN NEE NN

<

AN NEENEEN

Coaten: 20@ Ziege-Anti-Maus-IgG (hg/ml in PBS), 4. N., 4°C

Waschen: 3x30Ql Waschpuffer

Blockierung: 30Qul 4% (w/v) MMP + 4% Tween (w/v) in PBS, 120 min, RT
Waschen: 3x300l Waschpuffer

Immunreaktion: 20Qul biotinylierter G17E-Antikérper (0,2ig/ml in PBS), 60 min,
RT

Waschen: 3x300l PBS-Waschpuffer

200 pl jeweils Epitop Al (1Qug/ml), Epitop B1 (10ug/ml), Epitop 3 (10ug/ml),
Leerwert (PBS), 60 min, RT

200 pL Neutravidin-Biotin-POD-L6sung, 60 min, RT

Waschen: 3x300l PBS-Waschpuffer

200 pL Substratlésung, 5 min, RT

50 pL Stopp-LOosung

Messung: Photomet@r=450 nm
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3 Ergebnisse

Im Ergebnisteil meiner Arbeit soll der chronolodisc Ablauf zur Gewinnung eines
monoklonalen Antikérpers gegen ein allergenes ppiton Proglycinin aufgezeigt werden.
Einer der zentralen Punkte zur Generierung enthpreter Resultate war zunachst die
Antigenaufreinigung. Das Screening der von verstgmen Zellinien produzierten Antikdrper
im Western-Blot ermdglichte eine spezifische Chemagierung und Selektion derselben. Die
Etablierung einer Kalibrationskurve mit einem awsgelten monoklonalen Antikorper stellte
eine unumgangliche Voraussetzung sowohl fur den ntijaiven Nachweis von
aufgereinigtem Proglycinin als auch von in SojarBkt enthaltenem Proglycinin dar. Die
Selektivitat bezlglich eines allergenen Epitops dadNachweis mdglicher Kreuzreaktivitat
mit verschiedenen Protein-Extrakten waren wichtRggameter fir eine aussagekréftigere
Charakterisierung des ausgewahlten Antikorpers.

Des weiteren soll im Ergebnisteil auch gezeigt warddalR verschiedene experimentelle
Strategien (siehe Entwicklung geeigneter ELISA-Fatelh verfolgt wurden, um zu
bestmoglichen Ergebnissen zu gelangen.

3.1 Antigenaufreinigung

Die Antigenaufreinigung erstreckte sich Uber mehrArbeitsschritte und startete mit der
Herstellung des Soja-Extrakts. Die Gewinnung deja-$wooteine beruhte auf einer PBS-
Extraktion (siehe Kapitel 2.17). Das Ausgangsmatewar ein entfettetes und von
gentechnischen Veranderungen freies Standard-Sbja(feotein Isolate Standard 0%).
Dieses Extrakt wurde nun flr einen weiteren Aufggingsschritt in der praparativen
Gelelektrophorese (siehe Abbildung 9) verwendet. Dexlauf einer typischen Aufreinigung
des Soja-Extrakts Uber die praparative SDS-PAGHnigibbildung 19 dokumentiert. Das
Ergebnis daraus konnte in einer SDS-PAGE qualitathal3t werden. Zwei Banden (siehe
Abbildung 20) konnten in einem nicht reduzieren&eobenpuffer mit Hilfe der Coomassie-
Farbung sichtbar gemacht werden. Sie lagen beidBarmeich von 50 kDa. Da sie sehr eng
beeinander lagen, eine Trennung mit den verwendgpgaraturen somit nicht moglich war
und zusatzliche Aufreinigungsschritte zeitlich zufveendig gewesen waren, erschien es
sinnvoll, bei ausreichend vorhandenen Mengen mitldoe Proteinen zu immunisieren.

Anschlie3end wurden mit den in der Zellkultur gewenen Antikorpern, weitere
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Selektionsschritte unternommen. Eine qualitativev®gung der Proteine muf3te allerdings
zuvor noch mit einer MALDI-TOF-Untersuchung untemmoen werden.
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Abb. 19 Verlauf einer typischen Prbteinau

. Dabei symbolisiert:

Die rote Linie den Verlauf des Markers.

Die schwarze Linie den Bereich der Antigenbanden.
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Abb. 20: Darstellung der erhaltenen Produkte aus der paipan Gelelektrophorese in einer
SDS-PAGE (Silberfarbung).

Dabei symbolisieren die blauen Linien den Proteindard.

Die rote Linie die Probe in nicht reduzierendem Werguffer. Die beiden
erhaltenen Banden sind zusatzlich rot gekennzeichne

3.2 MALDI-TOF

Die MALDI-TOF-Untersuchung wurde in Zusammenarlmit dem Lehrstuhl fir Proteomik
der TU Minchen ausgefihrt. Aus einem SDS-Gel wyedeeils eine der beiden Banden

vorsichtig mit einem Skalpell ausgeschnitten, mitvess Wasser in ein Eppendorf-
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Reaktionsgefald gegeben und dem Institut zur eigbati massenspektroskopischen
Begutachtung Ubergeben. Es konnte eindeutig nachgew werden, dald es sich bei der
oberen Bande um das gesuchte, homotrimere Proteigly€inin [mit der Untereinheit
AlaBlb sowie einem Molekulargewicht von 53,61 kDahne die abgespaltenen
Signalpeptide)] und bei der unteren Bande fa@onglycinin (47,89 kDa) handelte (siehe
Abbildung 20).
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Abb. 21: Darstellung der massenspektroskopischen Unteusigclder oberen Bande (siehe
Abbildung 20, rot gekennzeichnete Spur), die demleldil Proglycinin entspricht.
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Abb. 22: Darstellung der massenspektroskopischen Unteusigcer unteren Bande (siehe
Abbildung 20, rot gekennzeichnete Spur), die dem olekil B-Conglycinin
entspricht.

78



3.3 Produktion von Hybridomazellen und Screeningat@edener Zellinien im
ELISA

Mit diesen beiden Proteinen wurden zwei CD-1-M&ussprung: Swiss Mause) immunisiert
(siehe Kapitel 2.8). Die aus der Milz der Mauseaxerten B-Lymphozyten konnten fur die
Fusion mit Myelomzellen zu Hybridomen verwendet desr (siehe Kapitel 2.10). In einem
nicht kompetitiven, heterogenen ELISA-Format soléme Vorauswahl von Antikorper
produzierenden Hybridomen vorgenommen werden, idee ®elektivitat fir das Soja-Extrakt
aufwiesen (siehe Kapitel 2.23, a und 3.3).

Zunéchst muldte sichergestellt werden, daf die wonHlybridomen gebildeten Antikérper
verschiedener Kavitaten der drei ausgesaten ZalWplatten auch tatsachlich positiv auf
eines der beiden Sojaproteine reagierten. Dazu evwid bereits beschriebenes, nicht
kompetitives, heterogenes ELISA-Testformat verwén(@ehe 2.23, a). Die einzelnen
Ergebnisse werden hier nicht einzeln angefuhrsiean den Western-Blots Beriicksichtigung
finden, bzw. genauer definiert werden.

Insgesamt laRt sich sagen, dalR 30 Zellinien ideietit wurden, die eine Selektivitat fur das
Soja-Extrakt aufwiesen. Ob eine Affinitat zu Praghyn oder zu3-Conglycinin bestand, galt
es in einem Screening im Western-Blot nachzuwe(siethe Kapitel 2.4 und 3.5).

3.4 Screening verschiedener Zellinien im Dot-Blot

In einem Dot-Blot konnten anschlieBend an die Sungwersuche mit den Zellkultur-
Uberstanden Positivklone zusatzlich auf ihre Saeleéit Gberprift werden. Dieser Test konnte
allerdings keine spezifische Interaktion mit eineler beiden Proteine bestatigen. Er war
vielmehr dazu gedacht, unnétige, sehr viel aufwged Western-Blots bei entsprechenden
Negativergebnissen oder schwachen Farbsignalen dauf Membran, zeitsparend zu
verhindern. In einem Standardverfahren wurden Wegene Klone mit den in der
praparativen Gelelektrophorese aufgereinigten Priocé@den, einem 0%-Soja-Extrakt und
einem 2,5%-Soja-Extrakt in Kontakt gebracht. Eimet&ln-Probe wurde auf eine Membran
aufgetragen. Nach einem Trocknungsvorgang erfadgitechlieend die immunchemische
Charakterisierung mit verschiedenen Antikorperdddturiberstanden als Primér- und einem
zweiten Antikorper (Ziege-Anti-Maus-1gG-POD) alskBadarantikdrper (siehe Kapitel 2.5).
Zur Kontrolle wurden auch ein Primar- und Sekundéapkgat von SDI verwendet. Die
Bezeichnung SDI (siehe Abbildung 23) umschreibt Arevendung des GMO-spezifischen
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Antikorpers (Primarkonjugat) zur Detektion von CP&PS, einem gentechnisch in die
Pflanze eingefihrten Protein, das eine Resistegergeas Herbizid Glyphosat ermoglicht.
Dieser Antikorper war Teil eines Kits der Firma S[Btrategic Diagnostics Inc.) Die
verschiedenen Bezeichnungen wie 4/4, 5/4... benedierentsprechenden Klone aus der
Zellkultur.

Die beiden Soja-Extrakte dienten als Positiv-Kolfldro Bei der Negativ-Kontrolle

(Leerwert) wurde der Coatingschritt mit reinem RBBzogen.
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Abb. 23: Verschiedene, exemplarische Klone in Wechselwigkumit drei verschiedenen
Antigenen, die alle die entsprechenden Proteinglfarmin und B-Conglycinin
enthielten. Dabei entspricht:

B ... aufgereinigtes Protein-Extrakt (beide Banden)
0% ... 0% - Soja-Extrakt

2,5% ... 2,5%-Soja-Extrakt

L ... Leerwert

Eine schwache Farbung beim 0%-Soja-Extrakt undekamfarbung beim 2,5%-Soja-Extrakt,
die mit dem GMO-spezifischen SDI-Antikdrper behdhdairden, stellt ein Beispiel fur eine
unspezifische Bindung beim 0%-Soja-Extrakt dar,edasich bei dem von der Firma SDI
verwendeten Antikorper um einen CP4EPSPS-spezéisdntikdrper handeln sollte. Die
nicht gegluckte Bindung des CP4EPSPS-spezifischaik@pers an das 2,5%-Soja-Extrakt
konnte auf verschiedene Gruinde zurtckzufuhren Seihr wahrscheinlich ist eine Inkubation
des Membranstiicks in einem falschen Reagenz. Wmeendung des nicht kompetitiven,
heterogenen ELISA-Protokolls (siehe Kapitel 2.2B,sbllte das theoretisch zu erwartende
Ergebnis (Bindung des CP4EPSPS-Antikorpers an c&-Extrakt und keine Bindung an
das 0%-Extrakt) bestatigt werden. Dazu wurde ahgslauf eine 1:10-Verdinnungsreihe fur
das Soja-Extrakt verzichtet und nur eine 1:1000eNienung verwendet. Fur die erste und

zweite Immunreaktion wurde das CP4EPSPS-spezifi®timar- und ein zusatzliches
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Sekundarkonjugat von SDI herangezogen. Es konnteigifewerden, dal3 sich nun die
erwarteten Ergebnisse einstellten (siehe Abbildit®). Die Verwendung des SDI-
Antikorpers in diesem Dot-Blot-Format erbrachtehtidie gewiinschten Ergebnisse. Mit den
verschiedenen Zellkulturiberstanden konnte allgslibestéatigt werden, dafd eine genauere

Charakterisierung aller Zellinien im Western-Blotrchgefltihrt werden sollte.

1,4 5

0,0 -
2,5 % - Extrakt 0 % - Extrakt
Abb. 24: Vergleich der Absorptionen im ELISA eines 2,5%#takts mit einem 0%-Extrakt
nach Inkubation mit einem SDI-Priméar- und Sekundéaplgat.

3.5 Screening verschiedener Zellinien im Westeiwi-Bl

Die Western-Blots dienten zur genaueren spezifisclarakterisierung ausgewahlter
Zellinien. Mit ihnen sollte die Spezifitdt der Akdirper fur eine der aufgereinigten
Proteinbanden in den Zellkulturtiberstanden untétswerden. Zunachst mufte allerdings ein
Referenzantikdrper gesucht werden. Der Klon Gl7#ltestsich als besonders geeignet
heraus. Eine hohere OD (bei 450 nm) im Zellkultarégning im nicht kompetitiven,

heterogenen ELISA (siehe Kapitel 2.23, a) machten au einer probaten Referenz. Das
Auffinden weiterer Proglycinin-spezifischer Antilg@ar war allerdings aus vor allem zwei
Grinden interessant. Einerseits war es damit ntighaf ein Repertoire von Antikérpern
zurtckzugreifen, die mdglicherweise verschiedendéopp von Proglycinin erkennen und
damit fir die Etablierung eines Sandwich-ELISA-Bkatlls herangezogen werden konnten.
Andererseits sollten Antikorper identifiziert wergdederen Selektivitat fup-Conglycinin in

zukunftigen Arbeiten Méglichkeiten der Anwendungvgérleisten werden.
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Ablauf des Referenz-Western-Blots (siehe Abbild@by[grobes Schema des Ablaufs wurde
bereits in den Kapiteln SDS-PAGE (siehe Kapitel) 218d Western-Blot (siehe Kapitel 2.4)
erwahnt]:

v' Ein 0%-Soja-Extrakt (1 : 1000 in PBS) wurde in ei8DS-PAGE auf insgesamt
sechs Spuren aufgetrennt (10%iges Trenngel) unctimem Semidry-Verfahren
geblottet.

v' Die Membran wurde in der Mitte durchgeschnittefP(B8teinspuren jeweils).

v" AnschlieBend erfolgte fur eine Halfte (drei Spaltater Blottingmembran die
Immunreaktion mit einer 1:1000-Verdinnung (in PBEs Antikorper-Zellkultur-
uberstandes G17E fur 60 min bei RT. Die anderetéldfurde in einer India-Ink-
Farbelbsung entwickelt.

v' Es schlossen sich drei Waschschritte zu je 3 mierimfiach konzentriertem PBS-
Waschpuffer an.

v' AnschlieBend wurde die Membran in eine 1:10000-Wending (in PBS) des
Sekundarantikérpers (Ziege-anti-Maus-lgG-POD) deldgei leichtem Schutteln
erfolgte eine Inkubation fir 60 min bei RT.

v Drei letzte Waschschritte in einfach konzentriertBBS-Waschpuffer fir je 3 min
folgten.

v 30 ml des Membransubstrats wurden fir 90 min utgiehtem Schuitteln fur die
Farbreaktion verwendet.

v' Die Membran wurde anschlieRend getrocknet.

Die India-Ink-Farbung ermdglichte eine Visualisiegu aller aus der SDS-PAGE
transferierten Proteine. In der anderen Halfte wurdir das Antigen Proglycinin vom
Antikdrper G17E spezifisch markiert. Durch das égakusammenlegen der zuvor getrennten
Halften konnte eine Linie von der immunologisch efidgbten Proteinbande zur Bande
gleicher Molekilmasse und gleicher horizontaler d.ader India-Ink-gefarbten Membran
gezogen werden. Eine eindeutige Zuordnung zur abBemde der Proteinaufreinigung und

somit zu Proglycinin war damit méglich (vgl. Abhildg 25).
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50 kDa

Abb. 25: Darstellung der Etablierung eines Referenz-WasBots mit dem Antikorper
G17E.

¢ Die violette Linie die mit dem Antikorper G17E inbierte rechte Halfte der

Membran.

Ablauf des Western-Blots zum Auffinden maoglichdtemnativer Antikérper zu G17E [grobes
Schema des Ablaufs bereits in den Kapiteln zur $2§e (siehe Kapitel 2.3) und zum
Western-Blot (siehe Kapitel 2.4) erwahnt]:

v' Ein 0%-Soja-Extrakt (1 : 1000 in PBS) wurde in ei8®S-PAGE auf insgesamt zehn
Spuren aufgetrennt (10%iges Trenngel) und in eiSemidry-Verfahren geblottet.

v' Die Membranen wurden in jeweils drei Teile gesdenit Der erste Teil umfasste
dabei zwei Proteinspalten, der zweite und dritteejés drei.

v' AnschlieBend erfolgte fiir den ersten Teil (zwei 18p) der Blottingmembran die
Immunreaktion mit einer 1:1000 Verdinnung (in PB&s Antikorper-Zellkultur-
Uberstandes G17E fur 60 min bei RT. Der zweite Weilde weiters halbiert und jede
Halfte mit einem Zellkulturiberstand einer zu teslen Zellinie in verschiedenen
Verdinnungen 60 min bei RT inkubiert (1:100 undODQ in PBS). Auf gleiche
Weise wurde mit dem dritten Teil der Blottingmembrait dem Zellkulturiberstand
einer anderen Zellinie verfahren.

v' Es schlossen sich drei Waschschritte zu je 3 mirimfiach konzentriertem PBS-

Waschpuffer an.
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v' AnschlieBend wurden die Membranteile in eine 1:008@rdinnung (in PBS) des
Sekundarantikorpers (Ziege-anti-Maus-lgG-POD) deldgei leichtem Schutteln
erfolgte eine Inkubation fir 60 min bei RT.

v' Drei letzte Waschritte in einfach konzentriertem SP®aschpuffer fir je 3 min
folgten.

v' 30 ml des Membransubstrats wurden fir 90 min ulgehtem Schutteln fir die
Farbreaktion verwendet.

v' Die Membran wurde anschlieRend getrocknet.

Bei der Suche nach alternativen Antikorpern zu Gk@inten auch solche gefunden werden,
die eine Selektivitat flip-Conglycinin aufwiesen. In den folgenden vier Abbihgen (siehe
Abbildungen 26, 27, 28, 29) soll exemplarisch fusgewahlte Klone das Ergebnis eines
solchen Screenings im Western-Blot gezeigt werdenjeder Abbildung wird mit einer
schwarzen Linie eine 1:1000-Verdinnung (in PBS) Aesikorpers G17E als Referenz
angezeigt. Die grine und blaue Linie bezeichnereilenzwei Verdinnungen (1:100 und
1:1000 in PBS) eines Zellkulturiiberstandes. Einer $einhaltet also eine Verdinnung eines
Zellkulturiberstandes (siehe Ablauf des WesterrtsBtom Auffinden maoglicher, alternativer
Antikorper zu G17E in Kapitel 3.5)
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Abb. 26: Darstellung eines Screenings mit den Zellkulterstinden zweier Zellinien im

Western-Blot. Beide Zellinien bilden Proglycininesgifische Antikdrper.

* Die schwarze Linie kennzeichnet den Referenz-AmpgdG17E.
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Die blaue Linie stellt den Zellkulturiiberstand deéellinie 39.1 dar (kein
Nachweis bei 1:1000).

50 kDa
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Abb. 27: Darstellung eines Screenings mit den Zellkulter8tinden zweier Zellinien im
Western-Blot. Beide Zellinien bildgitConglycinin-spezifische Antikérper.

* Die schwarze Linie kennzeichnet den Referenz-AmpedG17E.

Die blaue Linie stellt den Zellkulturiberstand detlinie 5.4 (1:100 und 1:1000
in jeweils zwei Spuren) dar.
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Abb. 28: Darstellung eines Screenings mit den Zellkulter8tinden zweier Zellinien im

Western-Blot. Beide Zellinien bilden Proglycininegifische Antikorper.

* Die schwarze Linie kennzeichnet den Referenz-Ampigb G17E.

e Die blaue Linie stellt den Zellkulturiberstand déellinie 42.1 (1:100 und

1:1000 in jeweils zwei Spuren) dar.
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Abb. 29: Darstellung eines Screenings mit den Zellkulterstinden zweier Zellinien im

Western-Blot.
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* Die schwarze Linie kennzeichnet den Referenz-Ampigb G17E.

e Die blaue Linie stellt den Zellkulturiiberstand dezllinie G16C (1:100 und
1:1000 in jeweils zwei Spuren) dar, die gegen Bigin Antikérper zu bilden

scheint.

In Summe wurden Uber 30 verschiedene ZelliniensgetteDie hier angefihrten Ergebnisse
umfassen die insgesamt gesehen interessanteremiefellDamit ist vor allem gemeint, daf3
es sich um Zellinien handelt, deren Antikdrper eseés spezifisch an nur eine Bande binden
und andererseits damit ein starkes Farbsignal ekélti werden kann. Die neben der
eigentlich gewtinschten Proglycinin- ogeConglycinin-Bande auftretenden Anfarbungen in
den niederen Verdinnungen (1:100) sind Folge uifsggrer Bindung, die durch zu hoch

konzentrierten Antikorper zustande kommen.

3.6 Massenproduktion des Antikorpers G17E im Mimpe

Die Massenproduktion des Antikorpers G17E ersteeckith Uber finf Wochen. Dabei
konnten 40 mg monoklonalen Antikérpers gewonnen desr Eine Ernte lieferte
durchschnittlich 1 mg/ml Antikorper (siehe auch Kelp4.8).

3.7 Antikorperaufreinigung

Der im Miniperm masenproduzierte Antikérper G17Er wamittelbar nach der Produktion

noch im Zellkulturmedium. Um ihn von diesem abzotren war eine Aufreinigung notig.

Eine solche Abtrennung hat den Zweck, den Antikofpe von verschiedenen Bestandteilen
des Mediums (vor allem Proteinen) verwenden zu &dnikin nicht gereinigter Antikorper

wuirde vor allem in ELISAs zu unnétigen Kreuzreaikdten fihren. Zudem wéare eine exakte
Quantifizierung des Antikérpers im Photometer niaiiiglich, da andere Proteinstrukturen
das Ergebnis verfalschen wirden.

In einer Affinitditschromatographie konnte die Aurfiigung erfolgen. Dazu wurde eine mit
Prosep-rA High Capacity Medium gefillte Saule verdet. Die Bindung der Antikorper-

Molektle beruhte auf der Affinitat von Protein A garschiedenen Immunglobulinen (siehe

Kapitel 2.18). Das Ergebnis einer solchen Immunéétschromatographie ist graphisch in
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Abbildung 30 veranschaulicht. Der Graph stammt \®ahreiber der Aufreinigungsanlage.

Solche Aufreinigungen wurden mehrmals durchgefihrt.
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Abb. 30: Darstellung der Aufreinigung des Antikorpers G17it der Affinitats-

chromatographie.
 Die schwarze Linie markiert den Verlauf des viaatt aufgereinigten
Zellkulturuberstandes.

» Die rote Linie beschreibt die Elution der eigeritbo Antikdrpermolekile.

3.8 Aufreinigung des Proglycinin-Standards

Um eine moglichst effektive Aufreinigung des Praghyn-Standards zu erreichen, wurden
zwei verschiedene Methoden getestet. Im erstentAnvgarde der aufgereinigte Antikérper
mit der gewaschenen, praaktivierten Sepharose iekulind anschlieRend zur Aufreinigung
von Proglycinin  verwendet. Diese Vorgehensweise fefie allerdings keine
zufriedenstellenden Ergebnisse, was zur Erprobumer eveiteren Methodik flihrte. Dabei
wurde der Antikorper mit konstanter Geschwindigkéier das gewaschene Saulenmaterial
gepumpt. Der Antikérper G17E konnte damit an dasle®énaterial gekoppelt und fur die
Aufreinigung des Standards herangezogen werden.

Das Proglycinin wurde in Form eines sterilfiltremt Soja-Extrakts (siehe Kapitel 2.17) Uber
die Saule mit dem gekoppelten Antikorper G17E gekthDie Herstellung der Saule und
Aufreinigung des Saulenstandards im Anschlul3 daxaingle in den Kapiteln 2.20 und 2.21
ausfuhrlich beschrieben. Es waren insgesamt drasddaitive Laufe mit den jeweiligen
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Elutionsprodukten aus der vorhergehenden Aufremggunotig, um mdoglichst reines
Standardprotein fur die Kalibrationskurve (siehepka 3.11) zu erhalten. In den
Abbildungen 31 und 32 sind drei konsekutive Elusjomofile fir Proglycinin vom Schreiber

aufgezeichnet worden.

Abb. 31: Erste Elution des Proglycinins von der mit Gl &kappelten Immunaffinitatssaule.
» Die schwarze Linie steht fir den Durchlauf desilélarerten Soja-Extrakts.

« Die rote Linie charakterisiert das bei pH 3 elwadproglycinin.

Abb. 32 Beispielhafte Elution fur zweite (Fraktion desutbnspeak in Abbildung 31
eingesetzt) und dritte Elutionsschritte von Proglyc an der Immunaffinitats-

chromatographiesaule bei pH 3.
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* Dabei stellt die violette Linie eine Korrektur debene fir die Basislinie am
Schreiber dar.

» Die daran anfolgende griine Linie symbolisiert digestliche Elution des
gebundenen Proglycinins bei pH 3.

Der aufgereinigte Proglycinin-Standard wurde ineeistandard-SDS-PAGE qualitativ auf
die An- bzw. Abwesenheit von Verunreinigungen usiieht. Eine Silberfarbung machte eine
maoglichst genaue Begutachtung mdglich. Es konkine Spuren von Verunreinigungen
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 33).

Abb. 33: SDS-PAGE mit dem aufgereinigten Proglycinin-Stmad Silberfarbung).
* Die blaue Linie benennt den Proteinstandard.

« Die grune Linie charakterisiert den Lauf zweieolbtn eines 1:1000 Soja-
Extraktes (in PBS).

« Der rote Bereich umfal3t schliel3lich sechs Spalten mifgexeinigtem

Proglycinin (nach drei Elutionsschritten).
3.9 Bradford-Assay

Mit Hilfe des Bradford-Assays sollte eine Abschaigwer aus der Immunchromatographie
gewonnenen Proglycinin-Mengen (siehe Kapitel 3.8ndglicht werden. Eine BSA-

Verdinnungsreihe mit definierten Proteinmengen tdiatabei als Referenz (siehe Kapitel
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2.22). Eine Verdunnungsreihe des Proglycinin-Stedglavurde mit dieser Referenz zur

genaueren Gewichtsbestimmung verglichen.
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Abb. 34: Vergleich einer BSA-Verdinnungsreihe (schwarz} der Verdinnungsreihe des

aus einer Aufreinigung erhaltenen Proglycinins)(rot

Der Vergleich der beiden Kurven zeigt (siehe Ablmlg 34), da3 es sich bei den
aufgereinigten Proglycinin-Mengen nach einem Auiggingslauf um sehr geringe, mit

dieser Methode nicht spezifisch quantifizierbarerd/@&andelte. Die Mengenbestimmung der
Proteine konzentrierte sich deshalb auf die Quarmifing im Photometer und auf eine grobe
Abschatzung der silbergefarbten Proteinbanden B&S-BAGEs (Nachweisgrenze zwischen
2 und 30 ng, siehe Kapitel 2.3). Die Ergebnisssati@estimmungen waren zur Erstellung
der Verdinnungsreihen mit definierten Proglyciniefen fir eine Kalibrationskurve

notwendig. Es konnten insgesamt 2 mg reinen Proghg gewonnen werden. Die

Quantifizierung des Proteins wurde dabei durch ABszung der Protein-Mengen in den
einzelnen Banden der SDS-PAGE bestatigt.
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3.10 Subklassenbestimmung

Die Bestimmung der Subklasse und des Leichtkefpsntles verwendeten Antikorpers in
einem eigenen ELISA-Format stellte einen wichtidg&mkt bei der Charakterisierung des
Antikérpers G17E dar. Es handelt sich um einen l&mger der Subklasse Igg&mit einerk-
Leichtkette (siehe Abbildung 35).
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0,0 1l omBN . ,-, N,

Vo L S F v
\Q‘O N\%0 \Q»O ) \QO TS

Subklassen

Abb. 35: Darstellung der Ergebnisse aus der Subklassanimeshg (siehe Kapitel 2.25) des
Antikorpers G17E (Subklasse: Ig{l eichtkette k).

3.11 Etablierung einer Kalibrationskurve

Zur Etablierung einer Kalibrationskurve wurde eioht kompetitives, heterogenes ELISA-
Protokoll verwendet. Eine Verdinnungsreihe des exefgigten Proglycinin-Standards
wurde dabei zum Beschichten einer Mikrotiterplaterangezogen. Der immunchemische
Nachweis erfolgte mit einem biotinylierten G17E-kdtper. Eine Neutravidin-Biotin-POD-
Losung ermoglichte eine Sekundar-Bindung des riybérten Antikorpers (nachdem er
bereits zuvor an das Proglycinin gebunden hattégruusnutzung der Affinitat zwischen
Biotin und Neutravidin. Die Meerrettich-Peroxidas@ar Voraussetzung fur eine Signal-
generierung im Substrat. Der genaue Ablauf des E&liSt im Kapitel 2.23 (b) beschrieben.
In Abbildung 36 sind eine absolute und eine nortei&alibrationskurve mit aufgereinigtem
Proglycinin zu sehen. Der Testmittelpunkt {J®Vert) befindet sich bei 18g/L, die untere
Nachweisgrenze (I§) bei 1pg/L und die obere Nachweisgrenzedd(bei 96ug / L.
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Abb. 36. Kalibrationskurve mit aufgereinigtem Proglycinier obere Graph stellt die

absolute und der untere die normierte Kalibratioms& dar.

Eine Kalibrationskurve mufdte auch fur das Soja-dktterstellt werden, um das Verhalten
des Proglycinins im Gesamtproteinkomplex der Sofdhe zu charakterisieren. Dazu
wurde das identische, heterogene, nicht kompetitizeISA-Format wie fur die
Kalibrationskurve mit Proglycinin herangezogen lisieKapitel 2.23, b). Der einzige
Unterschied war die Verwendung einer Soja-Extra&teNinnungsreihe, anstelle einer
Verdunnungsreihe mit aufgereinigtem Proglycinini Ber in Abbildung 37 dargestellten
Kurve befindet sich der Testmittelpunkt {gNert) bei 107ug/L, die untere Nachweisgrenze
(IC20) bei 1ug/L und die obere Nachweisgrenzedjbei 989ug/L.
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Abb. 37: Kalibrationskurve mit dem Soja-Extrakt. Der obé&eaph stellt die absolute und

der untere die normierte Kalibrationskurve dar.

Zu Vergleichszwecken und auch, um moglicherweisesiiigitatsverbesserungen zu erzielen,
wurden im Zuge der Etablierung geeigneter ELISAtékolle verschiedene Parameter
verandert. Eine sowohl quantitative als auch cai@hi¢ Veranderung von Reagenzien zur
Blockierung in den ELISAs, verschiedene Sekund&kimaarmgen (siehe Abbildungen 37, 38,
39) und verschiedene Inkubationszeiten der untedlithen Reagenzien in den ELISA-
Formaten wurden dabei angepaldt. Exemplarisch fésediBestrebungen soll hier der
Vergleich zwischen der Anwendung des biotinylierteh7E-Antikorpers und eines Ziege-
Anti-Maus-POD-Antikoérpers als Sekundarantikdrpergeatellt werden (siehe Abbildung
39). In Abbildung 38 ist zunadchst eine absolute uramierte Kalibrationskurve mit

94



aufgereinigtem Proglycinin unter Verwendung desggtnti-Maus-POD-Antikérpers als
Sekundarantikdrper zu sehen. Auch hier wurde dd&&apitel 2.23 (b) beschriebene ELISA-

Format verwendet. Anstell

e des biotinylierten Aitiers G17E als Primarantikdrper wurde

allerdings ein nicht biotinylierter G17E-Antikdrpeerwendet. Der Testmittelpunkt {&

Wert) befindet sich bei Ag/L, die untere Nachweisgrenze {f§Cbei 0,1ug/L und die obere
Nachweisgrenze (I§) bei 107,5ug/L.
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5

mit dem Soja-Extrakt unter Amdeing des Ziege-Anti-Maus-

POD-AnNtikorpers. Der obere Graph stellt die absolutd der untere die normierte

Kalibrationskurve

dar.
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Abb. 39: Vergleich der normierten Kalibrationskurven mitend Soja-Extrakt unter
Anwendung des Ziege-anti-Maus-POD-Antikérpers (st und des
biotinylierten G17E-Antikdrpers (rot).

Beim Vergleich der beiden Detektionssysteme kanm ndautlich erkennen, dal3 die
Standardabweichungen des Ziege-Anti-Maus-POD-Systdeautlich ausgepragter sind als
jene des Neutravidin-Biotin-POD-Systems. Die unfdeehweisgrenze bei Verwendung des
Ziege-Anti-Maus-POD-Antikérpers (Kg=0,1 pg/L) liegt allerdings unterhalb jener des
Neutravidin-Biotin-POD-Systems (V=1 ng/L). Aufgrund der gunstigeren Standard-
abweichungen fiel die Wahl trotzdem auf das leeztystem.
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Mit Hilfe eines im Methodenteil erlauterten Sandwi€LISAs (siehe Kapitel 2.23, c) sollte
eine Sensitivitdtsverbesserung erzielt werden. Zwaus dem Screening der
Zellkulturiberstande im Western-Blot getestete Karper wurden dazu verwendet (G16C
und 39.1). Es erfolgte zunéchst eine Beschichtumegy dMikrotiterplatte mit einem der beiden
Antikorper. Daran schlol3 sich eine Inkubation miend Soja-Extrakt und zur

Vervollstdndigung des Sandwich-Formats eine Inkobamit dem biotinylierten Antikdrper

G17E an. Der detaillierte Ablauf des ELISAs ist Kapitel 2.23 (c) beschrieben. Hier soll

exemplarisch das Ergebnis eines ELISAs mit demkénpier G16C veranschaulicht werden.

1,4
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Abb. 40: Kalibrationskurve eines Sandwich-ELISAs unter Wendung des Antikdrpers
G16C. Der obere Graph stellt die absolute und detera die normierte

Kalibrationskurve dar.
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Man kann bei diesem Sandwich-ELISA ein auf3erst @gdflintergrundrauschen und damit
verbunden, eine dementsprechend grof3e Standarddmngi bemerken. Die Verwendung

dieses Modells zur Detektion von Proglycinin wudader nicht in Betracht gezogen.

3.12 Kreuzreaktivitat

Bei den Ergebnissen der Kreuzreaktivitatstests evwat allem auf den Vergleich zwischen
den Soja-Extrakten und dem Erdnuf3-Extrakt geacltehr ahnliche Epitope mufdten hier
bertcksichtigt werden (Beardslegé al, 2000). Das in Kapitel 2.23 (b) verwendete ELISA-
Format diente als Grundlage fiur den hier verwemdeétesay. Mit verschiedenen Mehl-
Extrakten wurde eine Mikrotiterplatte beschicht&s folgte eine Inkubation mit dem
biotinylierten G17E-Antikdrper und daran anschlie®emit der Neutravidin-Biotin-POD-
Lésung. Die Protein-Extraktion fir die verschiedendehle verlief nach dem gleichen
Schema (siehe Kapitel 2.17). Die Protein-Extraktdgdnder Pflanzen wurden zur
Kreuzreaktivitatsbestimmung verwendet: 0%-Soja,ndR] Bio-Soja (BioS), Kletterbohne,
Weizen, Bio-Weizen, Mais. In Tabelle 10 werden diest der jeweiligen Konzentration am
Testmittelpunkt charakterisiert. Die massenbezog@&erechnung der Kreuzreaktivitat
erfolgte nach dem in Kapitel 2.24 beschriebenen e®eh Sie beschreibt das
Bindungsverhalten des Antikérpers G17E zu kreuzezagden Analyten im Vergleich zum
Zielanalyten. In Abbildung 41 sind die verschiedeniéreuzreaktivitaten der einzelnen
Protein-Extrakte in einem Saulen-Diagramm dargistlls Zielanalyt diente das 0% Soja-
Extrakt. Erwartungsgemal verhielt sich Bio-Soja@mier massenbezogenen Kreuzreaktivitat
von 60,3% sehr &hnlich. Mit einer Kreuzreaktivitéin 13,9% blieb die in der Literatur
erwahnte Kreuzraktivitat zur Erdnul3 unter den etgtahohen Werten (Beardsles al,
2000).
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Tabelle 10 Kreuzreaktivitat des monoklonalen Antikorpers G17

Kreuzreagierendes Konzentration bei Kreuzreaktivitat,
50% B/By (ng/L) massenbezogen (%)
0% Soja-Extrakt 107 100
Erdnuf3 770 13,9
Bio-Soja 177,5 60,3
Erbse 69457 0,2
Kletterbohne 8513 1,3
Weizen 97771 0,1
Bio-Weizen 97643 0,1
Mais (Darius) 124463 <0,1
100
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Abb. 41: Vergleich der Kreuzreaktivitaten von G17E (mihd&oja-Extrakt als Referenz)
mit verschiedenen Protein-Extrakten. Der Testnptiekt betragt 50% B/§-107
ug/L fur das Soja-Extrakt als Bezugssubstanz.

3.13 Epitopmapping

Ein Epitopmapping war ein weiterer Schritt bei dé&harakterisierung selektiver
Eigenschaften des Antikorpers G17E.

In einer Publikation von Beardslee (Beardst¢el, 2000) konnten bei Soja zwei allergene

Determinanten gefunden werden. Es wurden sechsorgiBiroteine konstruiert, die
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Uberlappende Regionen des Precursormolekiils Gh@R¥iZugangsnummer bei Swiss-Prot:
P04776) aufwiesen, das eben die AlaBlb-Untereiresitzt und nach Abspaltung der
Signalpeptide zu einem trimeren Proglycinin wirdit Merschiedenen Patientenseren konnte
nun die Reaktivitdt der IgE-Molekile mit den jevgedn Proben getestet und damit
gemeinsame, allergene Determinanten identifizierden. Dazu wurde im methodischen Teill
vor allem auf Immunoblotting und Sandwich-ELISAsrimkgegriffen. Es konnten zwei
allergene Epitope identifiziert werden, die auchnfi¢chkeit mit dem Allergen Ara h3 der
Erdnul3 Arachis hypogagaKreuzreaktivitat aufweisen (Beardsleteal, 2000):

* Epitop A (GGSILSGFTLEFLEHAFSV) entspricht der Pasmit im Molekil von

Aminosaure 217-235
* Epitop B (GAIVTVKGGLSVI) entspricht der Position ifolekldl von Aminosaure
253-265

In meiner Arbeit wurden diese Epitope nun jeweitlsdeen Enden um einige Aminosauren
verlangert, damit vor allem im ELISA eine besser@dsition der Epitope erzielt werden
konnte. Am N-terminalen Ende wurden die Sequenzadem biotinyliert, um eine
entsprechende Reaktion mit Neutravidin im ELISAgewahrleisten.
Die Synthese erfolgte durch die Firma INBIOS Sumd umfasste folgende zwei Sequenzen:

» Epitop A1 (ENEGGSILSGFTLEFLEHAFSVDKQIA)

» Epitop B1 (EGEDKGAIVTVKGGLSVIKPPTD)
Um Sequenzvergleiche der besagten Epitope mit andBroteinmolekilen anstellen zu
kénnen, wurde auf eine Proteindatenbank zurickijegri Die Untersuchung sollte
Aufschlu3 darlber geben, inwieweit der Antikorpedl7& evtl. kreuzreaktiv ahnliche
Sequenzen erkennen kénnte. Es wurden jeweils &irEgitope A, Al, B und Bl in der
SWISS-PROT-Datenbank Sequenzvergleiche unter Velwen eines spezifischen
Programms (BLAST) durchgefuhrt. Das Programm BLA&Tgleicht dabei eine spezifische
Aminosauresequenz mit allen in der entsprechendeateiRdatenbank enthaltenen
Sequenzen. Der Vergleich sollte sowohl fiir die rirsglich in der Publikation von Beardslee
(Beardsleeet al, 2000) erwdhnten Sequenzen, als auch fur die mmten Sequenzen
angewendet werden. Zusatzliche bzw. weniger zurtieénde Kreuzreaktivitat durch die fur
das ELISA-Format durchgefiihrten Abanderungen (Sexperlangerung und Biotinylierung)

sollte damit entsprechend sichtbar werden.
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Die Sequenzvergleiche der verschiedenen Epitopeddn erwdhnten Proteindatenbank
(SWISS-PROT) lieferten folgende Ergebnisse:

a) Epitop A: Es ist deutlich zu erkennen, daR dieiSgitop Ahnlichkeiten mit vor allem der
Erdnul3 aufweist (siehe Bezeichnung ARAHY in dekéin Spalte von Abbildung 42). Eine
Kreuzreaktivitatsuntersuchung mit dieser Speziess sganit notig. Wie bereits erwahnt, war
dieser Umstand keinesfalls Uberraschend, da beéBedsdslee (Beardslee et al., 2000) diese

Homologie aufgezeigt hatte.

Hatches on query sequence Hatches on hit sequences (sort scale)
-y ]

Subnissi
s ' Lo RN

GLYGLSOYEH

GLYG3_SOYEH

085205 S0YEN
089204 S0YEN
Q9507 _ARAKY
QaI6T2_ARAKY
082356 _ARAKY
QBLKN1_ARAKY
Q9FZ11_ARAKY
Q6T2T4_ARAKY
(647H4_RRAKY
0647H3 _ARAKY
QAGH37 ARAKY
(BTG5 ARAKY
(1H206_3GAKH
LEGB4_VICFR

GLYG2_SOYBH

. 1 |
L ————————————|

Tdentity 8 25 90 75 1084

Abb. 42: Vergleich von Epitop A mit verschiedenen Spezies Proteindatenbank SWISS-
PROT (Aus:http://www.expasy.org/cgi-bin/blast)plDie Ubereinstimmung nimmt

von griin nach rot ab.

Im der Graphik (siehe Abbildung 42) sind am linkeand in schwarzer Farbe verschiedene
Kennumern von Protein-Sequenzen in der SWISS-Pabetibank angegeben. Mit der
Umschreibung ,Matches on query sequence” sind feeguenzen gemeint, die eine mehr
oder weniger groRe Ahnlichkeit mit der untersuch®muenz besitzen. Zudem wird hier
angezeigt (durch die Dimension der Querbalken),welcher Region die Sequenzen
Ubereinstimmen. Die Farbe grin gibt eine 100%idle (minoséuren sind identisch), die

Farbe rot eine 0%ige (alle Aminoséuren unterscimegieh an den einzelnen Positionen)
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Ubereinstimmung an. Die Bezeichnung ,Matches on d@tjuence* beschreibt, welche
Position des mit der untersuchten Sequenz vergleh@®roteins eine signifikante Ahnlichkeit
aufweist. Standardmaiig werden 25% als untere @réimzdie Signifikanz angenommen
(Claverie und Notredame, 2003). Die vorgenommenesscBreibungen gelten neben
Abbildung 42 auch fur Abbildung 43, 44 und 45.

b) Epitop Al: Die Sequenzahnlichkeit zur Erdnu3rkenauch durch die Modifikation nicht

wesentlich verandert werden. Allerdings war dashaoht ein prioritares Ziel, da der

Antikorper sowieso nur die eigentliche Zielsequéagitop A oder B) erkennen sollte.

Hatches on query sequence Hatches on hit sequences (sort scale

bnission 1 0
1 1 10 30 8090 130180 270 380 460 662

GLYG2_SOYBN
054974_S0YEN
LEGA2_PER
0Q9T18P5_PEA
053154_LUPAL
053153_LUPAL
095HJ4_CICAR
0647H2_ARAHY
0647H1_ARAHY
LEGA_PERA
083971 _VICFA
041763 _VICSA

1158_CUCHA
LEGB7_VICFR
LEGB2_VICFR

ission -
Identity L] 25 50 7 100%
Abb. 43: Vergleich von Epitop A1 mit verschiedenen SpedesProteindatenbank SWISS-
PROT (Aus:http://www.expasy.org/cgi-bin/blast)pDie Ubereinstimmung nimmt

von griin nach rot ab.

102



c)Epitop B: Hier erkennt man wesentlich deutlichéligereinstimmungen zur ErdnuR aber
auch zu verschiedenen Soja-Proteinen. Als Beispgel das Protein Q54974 SOYBN
(Kennummer bei SWISS-PROT)

Hatches on query sequence Hatches on hit sequences (ayrt scale)
—

Subnission i I 110 3050 80110160 220 290 370 563

GLYG3_30YBN
GLYGLSOYBN
185205 _SOYEN
85204_50YEN
64 7H2 _ARAHY
LEGA_PER
LEGA2_FEA
99384 _YICFA
183971 _YICFA
41676 _YICNA
9TaP5.PEA
141762 _YICSA
GLYG2_S0YBN
154924 _SOYEN
{1BGH57 _ARAHY
Q9FZ11_ARAHY
(BINGS, ARAHY
GLYGS_S0YBN
GLYG4_S0YBN
1143452 _SOYEN
095H.4_CICAR
95612 _SOYEN
(195611 _SOYEN
(195908_50YEN
Q7GC77_SOYEN
1139922 _GLYSO
039921 _GLYS0
(1NABE.9FAEA
F93768_SOYEN
93787 _SOYEN

Subnission
[
Identity 8 % 8 7 106}

Abb. 44: Vergleich von Epitop B mit verschiedenen Spezles Proteindatenbank SWISS-
Prot (Aus: http://www.expasy.org/cgi-bin/blast)pl Die Ubereinstimmung nimmt

von griin nach rot ab.
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d) Die Ahnlichkeit mit anderen Protein-Sequenzemmt insgesamt ab. Die Zahl an
verschiedenen Spezies mit einer geringen Ahnli¢higgimt allerdings zu.

Hatches on query sequence Hatches on hit sequences (zgrt scale)

b

ion 1 1 0

1 110 3050 80110 160 220280 370 563

GLYG1_SOYEN
GLYG3_SOYEN
0832U5_50YEN
085204_S0YEN
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0647H2_ARAHY
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OBINGS_ARAHY
053154_LUPAL
053153 _LUPAL
0950H7_ARAHY
Q5I6T2_ARAHY

GLYGA,!

OBLKN1_ARAHY
043452 _S0YEN
095612 _SOYBN
093611 _SOYEN
095908_S0YEN
Q7GC77_SOYEN
OGT2T4_ARAHY
0647H4_ARAHY
0647H3_ARAHY
039922 _GLYS0
039921_GLYS0
Q1HABS_9FABA
P33768_SOYEN
P33767_SOYEN
038712_AHAHP
0BLK20_CASCR

P

ion

| .
Identity ® 25 58 75 106%

Abb. 45: Vergleich von Epitop B1 mit verschiedenen Speres Proteindatenbank SWISS-

Prot (Aus: http://www.expasy.org/cgi-bin/blast)pl Die Ubereinstimmung nimmt

von griin nach rot ab.

Die Ergebnisse aus allen Sequenzvergleichen kdwieefolgt zusammengefaldt werden:

Die Ahnlichkeit der Sequenzen von Epitop A und B &®jabohne zur ErdnuR war aus
besagter Publikation von Beardslee (Beardgleal, 2000) bekannt. Die Ergebnisse der
Kreuzreaktivitatsmessungen mit einem Protein-Extdaser Pflanze wurden in dieser Arbeit
betrachtet (siehe Kapitel 3.12). Die zum Teil vartiene Ahnlichkeit der Epitope A und B
mit Sequenzen anderer Leguminosen wurde erwaggg duch diese Spezies Proglycinin als
Speicherprotein verwenden. Auch zu diesem Punkti@ukKreuzreaktivititsmessungen mit
entsprechenden Extrakten durchgefihrt, um die Be¢elSequenzerkennung des Antikorpers
G17E im Proteom zu verfestigen. Insgesamt ergdit sine glinstigere Ausgangslage fur das
Epitop Al. Es scheint eine geringere Sequenzatkditlzu anderen Proteinen aufzuweisen

und deshalb verstarkte Kreuzreaktivitdt auszus@bhe Die Affinitdt von G17E zu diesem
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Epitop konnte eindeutig, wie im Anschlul® gezeigtdwnachgewiesen werden. Gleichzeitig
konnte eine Affinitdt zu B1 ausgeschlossen werden.

Zudem wurde auch eine HydrophobizitatsbestimmunmKion nach Kyte und Doolittle in
Swiss-Prot) fur die beiden Epitope Al und B1 vomamen. Fir ein weiteres, biotinyliertes
Peptid 3 (NGLEELRVKESDRLSA), das am Lehrstuhl zuvor andere Zwecke verwendet
wurde, konnte wie fur Al und Bl mit der Hydrophatitsbestimmung ein
charakterisierender Parameter untersucht werdeneinenmégliche Abweichung im Assay
genauer definieren zu konnen. Fir das Peptid 3geef@ufgrund der Kirze des Molekils
keine graphische Auswertung.

Eine weitere Charakterisierung der Epitope Al unfl @urch die Bestimmung ihrer
Hydrophobizitat war aus folgenden Griinden notwendig

e Einerseits sollte damit das richtige Mikrotiterpéat-Material gefunden werden
(geeignete hydrophile oder hydrophobe Oberflaclygmsichaften). Bei einem stark
hydrophilen Molekl vereinfacht eine zum Beispigbtophile Oberflache der Platte
eine Anbindung des Molekuls. Mit einer Mikrotiteste von Greiner (MICROLON
96K) mit sowohl hydrophoben als auch hydrophileageBschaften konnte fur die
weder UbermaRig hydrophilen noch hydrophoben Epitdp, B1 (siehe Abbildungen
46 und 47) und Epitop 3 ein geeignetes Bindungsnahigefunden werden.

* Andererseits konnte mit der Hydrophobizitatsbestimgrausgesagt werden, ob eine
entsprechende Interaktion mit den hydrophilen Abesichen des Proteins
Proglycinin zu erwarten war, was mit den in Abbiidu46 und 47 dargestellten, im
Schnitt negativen Hydrophobizitatswerten (nur leigbsitiv bei Epitop Al) bestatigt

werden konnte.
Die Untersuchung der Hydrophobizitatswerte fur &piAl und Bl ergab die in Abbildung

46 und 47 graphisch dargestellten Ergebnisse. baen Graphen vorhandene Bezeichnung

»Position” gibt die Position einer Aminosaure img#d an.
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Abb. 46. Hydrophobizitatsskala nach Kyte und Doolittle fapitop Al (Aus:http://www.
expasy.org/cgi-bin/blast.pl’y1
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Abb. 47: Hydrophobizitatsskala nach Kyte und Doolittle fapitop B1 (Aus:http://www.
expasy.org/cqgi-bin/blast.pl’p1

Die Hydrophobizitatsbestimmungen bestatigten eineltschnittliche Hydrophobizitat von
0,026 fur das Epitop Al und -0,239 fir Epitop Blwso -0,544 fiur das zur Kontrolle
verwendete Peptid 3.

Die Bindungseigenschaften von G17E mit den verlédegeEpitopen Al und B1 und fir
Peptid 3 konnten im angefiihrten Immunoassay (skdptel 2.27) charakterisiert werden.
Das Peptid 3 sollte idealerweise kein signifikarfségnal im ELISA entwickeln und damit

106



eine Bestatigung fur eine nicht vorhandene Krelwtinggit des Antikbrpers mit Molekilen
nur aufgrund ahnlicher Grof3e und damit ahnlicheéaréktionsmaoglichkeiten im Elisa sein.

Um entsprechend aussagekréftige Ergebnisse zuenrhalar es notig, das ELISA-Protokoll
durch Veranderung verschiedener Parameter zu \svesHierzu zahlten vor allem die
Optimierung der Konzentration des Primarantikdrpetes Blockierungsmittels und des
biotinylierten G17E-Antikorpers. Besonders auffjilivar die Anderung der Konzentration
des biotinylierten Antikdrpers G17E (siehe Abbilden 48 und 49). Zusammenfassend laf3t
sich sagen, dal3 das Peptid Al eine signifikanteRd&wirkung mit dem Antikdrper G17E
eingeht (siehe Abbildung 49).
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Abb. 48. Vergleich verschiedener Epitope zur Spezifitésdib@nmung des Antikorpers G17E
(10 pg/ml G17E).
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Abb. 49: Vergleich verschiedener Epitope zur Spezifitddsb@nung des Antikorpers G17E
(0,1pg/ml G17E).
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Betrachtungen zur Arbeit

In der hier durchgefuhrten Arbeit, sollte ein moloslaler Antikérper gegen das allergene
Protein Proglycinin und ein Testsystem zum Nachwdeisselben entwickelt werden. Dazu
wurde das entsprechende Protein biochemisch (mesneboja-Extrakt, siehe Kapitel 2.17)
mit einer praparativen Gelelektrophorese aufgegeiniAufgrund der massenmaligen
Ahnlichkeit zum globularen SpeicherprotgirConglycinin und der sich damit ergebenden
Schwierigkeiten (Auftrennung nur Uber zusatzlichafrAinigungsschritte zum Beispiel mit
einer isoelektrischen Fokusierung mdglich) bei sipezifischen Gewinnung nur eines der
beiden Proteine, wurden die ungetrennten Produkée Hlektrophorese beide zur
Immunisierung zweier Mause verwendet. Diese Vorgsheise bot den Vorteil, da durch
Selektion in der Zellkultur und mit Hilfe der WesteBlots neben Proglycinin-spezifischen
Antikorpern auch solche geggiaConglycinin gefunden werden konnten. Letztere kénn
sich in zukunftigen Arbeiten der Identifizierung nv@-Conglycinin in unterschiedlichen
Matrices (zum Beispiel Mehl-Extrakten), als intesa@ste Nebenprodukte fur verschiedenste,
in der Diskussion im Anschlu3 erwéhnten, Anwendungerausstellen.

Die experimentelle Vorgehensweise erstreckte sicméehst auf die ausschlieliliche
Gewinnung ausreichender Antigenmengen fir die Imsmeming zweier Mause. Nach Erhalt
entsprechender Mindestmengen konnte diese ausgeféiden. Einer ersten Maus wurde die
Milz entnommen, die B-Lymphozyten gewonnen und eifgsion mit Tumorzellen
vorgenommen. Die erhaltenen Hybridome konnten inZidlkultur vermehrt, einer ersten
Selektion unterzogen und subkloniert werden. Eimaiteren und sehr aussagekraftigen
Selektionsschritt zur Selektivitatsbestimmung detikkrper verschiedener Zellinien stellten
die zahlreichen Western-Blots dar. Die einzelnellirden sollten bezuglich ihrer Selektivitat
fur Proglycinin bzwB-Conglycinin charakterisiert werden. Zur Etabliegugines Testsystems
fiel die Wahl auf den Proglycinin-spezifischen Adtiper G17E. Dieser wurde auch in
groéReren Mengen im Miniperm-System gewonnen. InereifProtein A-Affinitats-
chromatographie konnte eine Aufreinigung erfolgéme Immunaffinitats- chromatographie
mit dem Antikérper ermdglichte eine Gewinnung hethen Antigens, das zur Etablierung
einer Kalibrationskurve im ELISA verwendet wurdeiefe Methodik zeichnet sich durch
eine kurze Testdauer, einfache Praparation dereRrahd eine hohe Sensitivitat aus (Bauer

und Gareis, 1989). Daraus folgend muf3 bei der iEklmng eines Immunoassay-Protokolls
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besonderes Augenmerk auf die Gewdahrleistung ebesediSensitivitat aber auch der
Selektivitat gelegt werden (Kramer, 2002). Eine tBigierung von G17E war

Ausgangspunkt der Entwicklung eines optimierten eRébdnssystems im ELISA. Dabei
wurde die natirliche Affinitat zwischen Neutravidind Biotin ausgenutzt. Ein nicht
aufgereinigtes Soja-Extrakt diente dazu, die Wdahdaing des Antikorpers mit dem in das
gesamte Proteom eingebundenen Proglycinin zu bebelm: Die Untersuchung mdglicher
kreuzreagierender Proteinstrukturen stellte eineaitenen, wichtigen Punkt bei der
Charakterisierung des Antikdrpers dar. Der Nachwaiser Epitopspezifitdt ermdglichte

schlief3lich eine noch genauere Einordnung des inchemischen Verhaltens von G17E.

4.2 Praparative Gelelektrophorese

Mit der préaparativen Gelelektrophorese sollte dieravissetzung fur ein moglichst reines
Immunogen gelegt werden. Die Aufreinigung stelltehsals sehr zeitaufwendig heraus.
Gleichzeitig bendtigte man fur ausreichende Antigengen zur Erstimmunisierung einer
Maus bis zu zehn Laufe. Trotz des Aufwands gelangieht, die Parameter der Aufreinigung
so zu verandern, daf’ die beiden Proteinbanden ragiyinin undp-Conglycinin getrennt
werden konnten und trotzdem ausreichende Mengen ¥erfigung standen.
Glucklicherweise konnte dieses Problem erfolgreicigangen werden, indem beide Proteine
in einem Gemisch fir die Immunisierung verwendetdea und erst spater die Klone der
Zellkultur beziglich ihrer Spezifitat fur eines deeiden Antigene in einem Screening im
Western-Blot zugeordnet wurden. Insgesamt gesdbé#te glie praparative Gelelektrophorese
eine durchaus geeignete Methode zur Aufreinigung Rooteinen dar. Eine entsprechende
Apparatur war am Lehrstuhl bereits vorhanden. Dnstéllung der nétigen Parameter fir den
Lauf konnten unter Anwendung von Referenzpunktes @nem Handbuch von Bio-Rad
bewerkstelligt werden. Alternativen unter den gegmmn, methodischen Voraussetzungen
waren eine praparative isoelektrische Fokusierudsp aus Kostengrinden bei der
Neubeschaffung nicht in Betracht gezogen wurde dasl praparative Ausschneiden der
entsprechenden Proteinbanden aus SDS-Gelen. Digsézshren hatte allerdings weitere
Reinigungsschritte zur Entfernung ungewuinschter,dee Immunisierung fur die Mause
zusatzlich toxischer Substanzen, erfordert. Zudeéwew pro Bande nicht mehr als ca. 200 ng
(maximale untere Nachweisgrenze bei Coomassie R@jlmu gewinnen gewesen. GrolRere
Mengen an Soja-Extrakt als Ausgangsmaterial habi@f® ein Verschmieren oder eine

Uberlagerung der Banden bewirkt.
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4.3 SDS-Gele

Die Herstellung geeigneter SDS-Gele basierte aof Zeil bereits etablierten Protokollen.
Aufbauend auf diesen konnten Variationen in Konagian (vor allem von Acrylamid) und
anderen Parametern wie Spannung, Stromstarke uaftidiavorgenommen werden. Zur
Anfarbung der Gele wurde hauptséachlich auf dieeBidybung zurtckgegriffen. lhre sehr viel
sensitivere Nachweisgrenze (5-30 ng) im GegensatzCpomassie-Farbung (200-400 ng)
machte sie besonders bei der qualitativen Analgseadfgereinigten Proglycininmengen zur
Methode erster Wahl. Nebenbei wurde die India-l1ékbking als einfache Farbemethode zur
Anfarbung von auf Western-Blot transferierte Pnog¢eiverwendet. Der Vorteil dieser
Anfarbung liegt im schnellen und unkomplizierten I&f (nicht mehrere Entwicklungs-

schritte notig, siehe Kapitel 2.3)

4.4 \Western-Blot

Der Western-Blot stellte in dieser Arbeit ein wiges Hilfsmittel bei der Auffindung von
Proglycinin-spezifischen, Antikdrper-produzierendégllinien dar. In einem Semidry- Blot-
Verfahren konnte auf einfache Art und Weise dieelalitat der Antikérper einzelner
Zellinien fur einzelne Proteine nachgewiesen werd@ald tatsachlich, wie in der
theoretischen Grundiberlegung vor der Immunisieruegmutet, auch Zellinien mig-
Conglycinin-spezifischen Antikdrpern gebildet wundé&dnnte sich fur zukinftige Arbeiten
als guinstiger Startpunkt erweisen. Die Abdeckunyrerer allergener Proteinstrukturen aus
Soja mit spezifischen Antikdrpern kdnnte sich atsieteressantes Fernziel herausstellen.
Die Etablierung geeigneter Parameter fir die effektimmunchemische Analyse der
Spezifitat von Antikorpern setzte allerdings eindgwaendige Vorbereitungsphase voraus. In
zahlreichen Experimenten wurden die Konzentratioden beteiligten Reaktanden variiert,
Laufzeiten des Blotting-Verfahrens angepaldt undacleéedene Blockierungsmdglichkeiten
(zeitlicher und qualitativer Natur) durchgespiebo konnte z.B. die Erhéhung der
Konzentration des Magermilchpuvers zur Blockierungpezifischer Bindungsstellen auf der
Blotting-Membran von 2% auf 4% (w/v) eine entscleside Verminderung des Hintergrund-

rauschens bewirken.
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4.5 Immunisierung

Eine erfolgreiche Immunisierung war eine wichtiger&ussetzung fur die Gewinnung
maoglichst sensitiver und spezifischer Antikbrpeenientsprechend sorgfaltig mul3te sie mit
jeweils genigenden Mengen an Immunogen ablaufea.adDs der Immunisierungstabelle
(siehe Tabelle 9) ersichtlichen zeitlichen Schwargan héngen mit der nicht immer
rechtzeitig vorhandenen Menge immunogenen, aufggten Proteins zusammen. Die
eigentliche, praktische Vorgehensweise bei der Imsierung basierte auf Informationen aus
entsprechender Literatur (Peters und BaumgarteA0)19nd den Erfahrungswerten am
Lehrstuhl tatiger Mitarbeiter. Die in PBS geldstAntigene, muf3ten mit einem Freunds
Adjuvans vermischt werden. Der Zweck dieses Adjgvast eine Maximierung der
Immunantwort durch eine verlangsamte Abgabe degy&mé an den Kdorper und somit eine
optimale Exposition desselben. Das inklompletteuRdsche Adjuvans (iIFA) stellt eine
einfache Wasser-in-Ol Emulsion, die aus dem in BBIBsten Antigen, einem Mineraldl und
einem Emulgator besteht. Die Zugabe von getrocknetend hitzeinaktivierten-
Mycobacterium-tuberculosum-Erregern fiuhrt zum segeten kompletten Freundschen
Adjuvans (cFA). Eine Aktivierung der Makrophagennléckung der Lymphocyten zum
Antigen, verbesserte Antigenprasentation und eirepdibildung sind Grinde fir eine
optimale Wirkung des Adjuvans (Peters und Baumgat®90). Bei der Erstimmunisierung
empfiehlt sich zur Steigerung der Immunantwort éfeewendung von cFA. Darauf folgende
Immunisierungen sollten mit iFA durchgefihrt werdgfu et al, 1989). Eine erfolgreiche
Immunisierung muf3 normalerweise Uber mehrere Mohetgurch durchgefihrt werden, da
anfangs hauptséachlich IgM sezernierende B-Lymplercyangeregt werden (Roiét al,
1987). In Gen-Segmenten, die fur die Antigen-Birgkseite codieren, kommt es zu
Hypermutationen, die fur die Affinitatsreifung deéntikorpers verantwortlich sind. Es
werden affine B-Lymphocyten gebildet, die sich mitnehmender zeitlicher Dauer der
Immunisierung vermehrt teilen und eine héhere Atffinzum Antigen bewirken (Weinand,
1990).

Zusammenfassend lafdt sich sagen, dal? die nichtriransgeichend vorhandene Menge an
aufgereinigtem Antigen und somit eine teilweise eg@malige Immunisierung ein
limitierender Faktor im zeitlichen Ablauf der Immsierung war. Trotz dieses Umstandes
konnten allerdings nach relativ kurzen Periodenriedénstellende Immunreaktionen der

Tiere erzielt werden. Neben den zeitlichen Verdmingen beschrankte die geringe
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Antigenmenge die Immunisierung auf zwei Tiere, waseinem grof3eren Risiko verbunden

war, tatséchlich aber den Ausgang des Projektd gafédhrdete.

4.6 Zellkultur

Zur Gewinnung der fur die Zellfusion nétigen B-Lyhgzyten muldte zunachst einer Maus
erfolgreich die Milz entfernt werden. Bei einem 8itbrn der Fusion und einer erfolglosen
Verwendung von eingefrorenen B-Lymphozyten hattedsel zur Sicherheit weitergezogene
Maus zurickgegriffen werden kdénnen. Die Maus korthuech Genickbruch schnell getotet
werden. Beim Herausschneiden der Milz war besondarauf zu achten, dal es zu keinen
groRBeren Verletzungen des Darms kam, was eine teri@mntaminationsgefahr mit vor allem
bakteriellen Keimen und Pilzen zur Folge gehabtehddie B-Lymphozyten wurden unter
Zuhilfenahme des Fusogens Polyethylenglykol mit déyelomzellinie PAI-B Ag8lI
fusioniert. Die verwendete Myelomzellinie zeichngith durch einen, wie bereits im
praktischen Teil ausfuhrlich beschriebenen, gecietis Deffekt aus, der die
Nukleinsduresynthese beeinflult und die Bildung dewyms Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HGPRT) verhinderte. Bdadwar die Selektion auf einem
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-Medium (HAT-Mediumin der Zellkultur maoglich.
Diese Zellinie zeichnet sich zudem durch hohe Fsseten und einen besonders gunstigen
Wachstumsverlauf aus (Giersch, 1993b).Die Bestingnder durch ein entsprechendes
Protokoll von Roche empfohlenen Konzentration sdwayh Myelomzellen als auch an B-
Lymphozyten erfolgte mit der Neubauer Zahlkamméf.Milzzellen sollten idealerweise mit
2x10 Myelomzellen in entsprechenden Volumina fiir disibno verwendet werden. Die als
Fusionsprodukt erhaltenen Hybridome mufiten in detlkdtur einer HAT-Selektion
unterzogen werden, um schnell wachsende, unfusienMyelomzellen selektiv abzutdten.
Die tagliche Kontrolle der Zellkulturplatten war @at fur ein moglichst frihzeitiges
Auffinden von sich rund ausbreitenden Zellpopula¢io. Die Verwendung geeigneter
Zellkulturmedien und der regelméRige Wechsel dbeselsicherte einen problemlosen
Wachstumsprozel3 der Zellen. Die einzelnen Kavitatenorden parallel zu den
kulturtechnischen Behandlungen einem Screening hdueinen heterogenen, nicht
kompetitiven ELISA unterzogen (siehe Kapitel 2.3, Kavitaten mit moglichst geeigneten
Klonen, die sich durch eine hohe OD bei 450 nm eugbneten, wurden in grof3ere

Zellkulturplatten umgesetzt, erneut getestet unidemesrmehrt.
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4.7 Screening der Zellinien im Western-Blot

Die verschiedenen aus der Zellkultur durch Selekaochaltenen Zellinien muf3ten auf ihre
Selektivitat bezuglich Proglycinin getestet werdBazu wurden die Zellkulturiiberstande zur
Detektion einer im Western-Blot transferierten Pyominbande verwendet (siehe Kapitel 2.4
und 3.5). Nebenbei konnten mit dieser Technik geaole Zellinien identifiziert werden, die
eine spezifische Affinitat fur das Speicherprot@iConglycinin aus Soja zeigten. Diese
Antikorper wurden allerdings aus Zeitgrinden niciiters charakterisiert. Allerdings
konnten auch sie in Zukunft ein interessantes MRorsgsobjekt und Ausgangspunkt fir
verschiedenste Anwendungen (wie der entwickeltgliycmin- Antikorper selbst) sein.

Die Zellinie G17E wurde sehr spezifisch an die gesdte Proteinbande Proglycinin
gebunden und war damit pradestiniert, eine effekibetektion des Allergens Proglycinin zu
gewahrleisten. Neben dieser Zellinie wurden auah dellinie G16C und 39.1 fur die
Entwicklung eine Sandwich-Elisas verwendet. Es daaron auszugehen, dal’ der Antikorper
G17E nicht exakt die gleichen Epitope wie die beidaederen Antikérper erkennen wirde.
Die Etablierung eines Sandwich-Systems mit eindrehaSensitivitat sollte somit eigentlich
maoglich sein, was allerdings aufgrund grof3en Hgmendrauschens im ELISA nicht gelang.
GroRR3e Standardabweichungen konnten nicht vermigdgaden (siehe Abbildung 40). Eine
unginstige Blockierung (4% (w/v) Magermilchpulverdu4% (w/v) Tween) kdnnte neben
falschen Konzentrationen sowohl des Priméar- alé @es Sekundarantikdrpers der Grund fir
das Fehlschlagen des Assays sein (siehe verwendetzentrationen verschiedener

Reagenzien in Kapitel 2.23, c).

4.8 Massenproduktion in Zellkulturflaschen und irmderm

Der Antikorper G17E wurde massenproduziert, um fileitere Anwendungen in
ausreichendem MaRe vorhanden zu sein. Dazu bediemtenich sowohl der 175 ¢m
Zellkulturflaschen als auch des Miniperm-Systemss dich auf unkomplizierte und
dementsprechend schnelle Art und Weise fur die iktooh grof3erer Mengen eignet, ohne
jedoch mit fur die industrielle Produktion verwetete Fermentern vergleichbar zu sein.
Problematisch bei der Produktion von Antikérpern inMiniperm ist die
Kontaminationsgefahr. Die Module dirfen nicht mitkkéhohl behandelt werden und das
Abflammen von Deckeln und den verschiedenen Offeangst nach Herstellerangaben
(Greiner Bio-One GmbH, 2005) untersagt. In Summennk® mit diesen beiden
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Moglichkeiten der Massenproduktion eine beachtlithenge von ca. 40 mg Antikdrper
gewonnen werden. Dabei konnte durchschnittlich éeage von bis zu 1 mg/ml bei einer
Zellzahl von bis zu 10 Zellen/ml pro Ernte dem Bioreaktor entnommen werdelm
Vergleich dazu wurden bei Antikdrpern gegen Triazéi einer Zellzahl von bis zu 1,2x10
Zellen/ml maximal 0,8-2 mg/ml gewonnen (Giersch uschapermeier, 1998), was einer
grolBeren Produktionsleistung entspricht, doch daustzeigt, dal’ sich die Ausbeute an G17E

in einem nicht ungewdhnlichen Toleranzbereich befan

4.9 Aufreinigung des monoklonalen Antikérpers G17E

Die Aufreinigung des monoklonalen Antikorpers egtel standardmafig mit einer Protein-A
Affinitatschromatographiesaule. Dabei nitzt man diéinitat zwischen Protein A und
verschiedenen Immunglobulinen darunter eben auGh Molekilen aus. Dieses Verfahren

stellte sich in der Handhabung als leicht zu bezhele und effiziente Methode heraus.

4.10 Subklassenbestimmung von G17E

Die Bestimmung der Subklasse war ein wichtiger @clum das IgG-Molekil als solches zu
identifizieren und auch eine entsprechende Bedmimgi vorhandener Untereinheiten zu
erhalten. In einem ELISA-Format (siehe Kapitel 2.@bd 3.10) konnte die An- bzw.
Abwesenheit verschiedener Subklassen nachgewiesedem Die Anwesenheit anderer
Immunglobuline hatte auf einen nicht ausreicherhidrten oder aufgereinigten Antikoérper
hingewiesen und damit den Antikorper seiner monudden Identitat beraubt. Wie erwartet
konnte allerdings die Immunglobulinklasse 1gG bigtawerden. Dieser Umstand war
allerdings bereits durch die Verwendung des Ziega-Maus-lgG-Antikorpers im

Zellkulturscreening gewabhrleistet. Die Subklass€,jgund einek-Leichtkette konnten als

weitere charakterisierende Parameter nachgewiessfew.

4.11 Gewinnung von reinem Proglycinin

Die Gewinnung reinen Standard-Proglycinins warbeaussetzung fir die Etablierung einer

Kalibrationskurve. Eine aufwendige Arbeit stellteabeéi die kovalente Kopplung des

monoklonalen Antikérpers an das NHS-aktivierte S@pbe Saulenmaterial dar. Zwei

Methoden wurden zu diesem Zweck getestet. In eidrsatz wurde der Antikdrper mit dem
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Saulenmaterial vorinkubiert, abgesattigt und dandie Plastiksdule gegossen. Jeder dieser
einzelnen Vorgange wurde durch Zentrifugations- Wddschschritte begleitet. In einem
anderen Ansatz (schlie3lich auch dem verwendetemderte der Antikbrper in einem von
einer Pumpe angetriebenen Pufferstrom Uber dastdbareeine Saule gegossene, aktivierte
Sepharosematerial. Eine Absattigung mit geeignBigdifern bewirkte ein Hydrolisieren der
reaktiven Gruppen und damit den Verlust der Bindf#ggkeit flir die Antikdrpermolekile.
Die Saule konnte im Kuhlschrank bei 4 ° C langeeé dnd fur mehrere Aufreinigungen des
Antigens verwendet werden.

Zur eigentlichen Aufreinigung von Proglycinin diergin das gesamte Proteom enthaltendes
Soja-Extrakt als Ausgangsbasis. Der Antikorper kerspezifisch die in einem Pufferstrom
durch die Saule flieRenden Proglycinin-Molekiile dein. Bei der Etablierung der
experimentellen Vorgehensweise stellte sich heidaf$,das durchgelaufene Eluat mindestens
zweimal erneut Uber die Saule laufen muf3te, um geninschten Erfolg zu erzielen.
Gleichzeitig mufdten exzessive Inkubationszeitermieglen werden, damit der gebundene
Antikdrper nicht zu sehr v.a. erhéhten Temperatunemd einer daraus folgenden
Denaturierung zum Opfer fiel. Das Ergebnis der sligefliihrten Aufreinigungen konnte in
einer SDS-PAGE dargestellt werden. Die Reinheit Eesglycinins wurde durch die hohe
Sensitivitat der Silberfarbung (Nachweisgrenze Heig) bestatigt. Neben den gewinschten
Proglycinin-Banden konnten keine anderen Proteikiren nachgewiesen werden.
Insgesamt wurde eine Menge von 2 mg an reinem Amtgewonnen, wobei etwa 500 flr

die Entwicklung einer Kalibrationskurve verwendetrden.

4.12 Etablierung der Immunoassays

Die Entwicklung entsprechender Test-Formate zumhiWacs von Proglycinin stellte einen
zentralen Tatigkeitsbereich in dieser Arbeit daes@dere Wichtigkeit hatte dabei die
Klarung von Qualitdt und Quantitat bzw. Konzentrativerschiedener Immunreagenzien,
Analyten und Blockierungsmittel. Die Verwendungesrgeeigneten Blockierungsmittels zur
Eliminierung unspezifischen Hintergrundrauschenglltet sich dabei als besondere
Herausforderung heraus. Mit der Verwendung von 4¥igMMP (w/v) mit 4% Tween (w/v)

in PBS konnte jedoch eine sehr effektive Losung Besblems gefunden werden. Die
verschiedenen in der Arbeit beschriebenen ELISAdRalle sind die jeweils beste,

experimentell optimierte Endversion von zahlreichenbesserungsschritten.
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Ein heterogener, nicht kompetitiver ELISA war dieru@dlage einer aussagekraftigen
Kalibrationskurve. Das verwendete Protokoll war hau¢oraussetzung fir quantitative
Bestimmungen von Proglycinin in einem Soja-Extraktl Kreuzreaktivitatsmessungen mit
verschiedenen Reagenzien. Der erhaltene Testnuitiei{ICso-Wert) der Kalibrationskurve
befand sich bei 13ug/L, die untere Nachweisgrenze {§C bei 1 pg/L und die obere
Nachweisgrenze (l§g) bei 96 pg/L. Eine Beschreibung des Verhaltens von G17E bei
Anwesenheit von in das gesamte Proteom von Sojegriertem Proglycinin lieferte
aufschluRreiche Referenzpunkte fir Proben, wie vl in moglichen, anwendungs-
orientierten Testverfahren hps. vorkommen. Dermggtlpunkt (IGg-Wert) befand sich hier
bei 107ug/L. Die untere Nachweisgrenze g lag unverandert bei jig/L und die obere
Nachweisgrenze (I§) stieg auf 98qug/L. Diese Veranderung des Testmittelpunkts und der

oberen Nachweisgrenze laR3t sich auf die verand&ttrixbedingungen zurickfihren.

4.13 Quantifizierung von Antikérpern und Proteinen

Die Quantifizierung der Proteine und Antikdrpernkilke erfolgte hauptsachlich mit dem
Photometer bei 280 nm. Es wurde eine standardmagerption von 1,4 flr Antikdrper
und Proteine verwendet (Sheperd und Dean, 200@)ndiglichen Fehlerquellen bei solchen
quantitativen Absorptionsmessungen betreffen véenalevtl. unreine Proben, die zum
Beispiel DNA-Molekile enthalten kdnnen, Luftblasamd ungeeignete Losungsmittel fir die
jeweiligen Proteine. Zudem muld darauf geachtet @rerdal® die Referenz auch tatséchlich
jene chemischen Komponenten enthalt, die fir eingliciies Hintergrundrauschen
verantwortlich sein konnten. Parallel dazu wurdee Hrgebnisse durch grobe visuelle
Konzentrationsabschéatzungen uber die Nachweisgraumzelen Proteinbanden der SDS-Gele
bestatigt. Der Versuch mit Hilfe des Bradford-Assayu einer aussagekraftigen
Quantifizierung der aufgereinigten Antigenmengergelangen, funktionierte nur fur gro3ere

Proteinmengen, da die Nachweisgrenze des Testsantdprechend ausreichend war.

4.14 Kreuzreaktivitat

Die Bestimmung der Kreuzreaktivitat ist ein unumgjéaher Parameter bei der exakten
Charakterisierung eines monoklonalen Antikérperab® wird die Wechselwirkung des

Antikorpers mit vor allem strukturell und in der dsenz sehr dhnlichen Substanzen (hier
Proteinen) beschrieben. Eine genauere Definitioondjegender Parameter und eine
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Auflistung der MeRRbedingungen der absolvierten Kreaktivitatsversuche wurde im
Methoden- als auch im Ergebnisteil eingehend estéuBei den Ergebnissen laf3t sich
feststellen, dal3 das Biosoja-Produkt eine hohe Zfeaktivitat aufweist, was allerdings
durchaus plausibel erscheint, da es sich natldicth bei dieser Substanz um ein zur
Bezugssubtanz nahezu identisches, Proglycinin ketiiles Soja-Extrakt handelt. Die
befiirchtete starke Kreuzreaktivitat zur Erdnuf3,adiéspezifischen, zu Soja sequenzgleichen
Epitopen hatte beruhen kénnen (Beardgeal, 2000), fand in den erhaltenen Ergebnissen

keine Bestatigung.

4.15 Epitopmapping

Eine genauere Betrachtung der Epitopspezifitittsteine Moglichkeit dar, die tatsachlich
monoklonale Natur des Antikdrpers durch eine weit@estatigung zu unterstreichen.
Gleichzeitig war es damit moglich, die Fahigkeits dentikbrpers allergene Sequenzen zu
erkennen, in einem ELISA nachzuweisen. Ziel war @& spezifische Bindung des
Antikdrpers an allergene Sequenzen (Beardgteal, 2000) zu bestétigen. Die bereits
beschriebenen Epitope Al, B1 und ein Kontroll-Reftiwurden in einem eigens etablierten
Sandwich-ELISA bezuglich ihrer Bindungsfahigkeit dan Antikbrper G17E getestet. Es
stellte sich heraus, dal3 eine dominierende Affinitiim Epitop Al bestand. Das
Hintergrundrauschen im Sandwich-ELISA konnte dutteh Einsatz eines geeigneten Ziege-
Anti-Maus-Primarantikorpers erfolgreich auf einehtisignifikante Ebene reduziert werden.
Zudem stellte sich heraus, dal3 die etwas hydraghidatur von Peptid 3 zu keinen
unerwinschten Randsignalen fuhrte und deshalb glieeptid als Kontroll-Peptid geeignet

war.

4.16 Anwendungsmoglichkeiten des Antikdrpers G17E

Als mdgliche Anwendungsgebiete des Antikdrpers um@r hier entwickelten

Detektionssysteme konnten vor allem zwei Bereighdriage kommen. Einerseits wéren
zahlreiche Verwendungszwecke in der Allergiediagikogorstellbar. Andererseits kénnten
damit zusammenhangend effektive Ansatze zum Nashvediergener Sequenzen in
Lebensmitteln bewerkstelligt werden. Mittlerweilend nach Aussagen des Deutschen
Allergie- und Asthmabundes funf bis sieben Proziet Bevolkerung von Nahrungsmittel-

allergien betroffen (Aushttp://www.daab.de/nahrung.phpin der von der EU initiierten
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Novel Food Verordnung aus dem Jahre 1997 wird tseaeif die Notwendigkeit hingewiesen,
vor allem das Inverkehrbringen von gentechnischamgerten Lebensmitteln zu regeln.
Zudem sollten Lebensmittel mit neuartigen chemiscB&ukturen und verschiedenen neuen
Herstellungsprozessen aber auch Produkte mit aherg Potential gekennzeichnet und
etikettiert werden (Jangt al, 1997). Dazu mussen allerdings geeignete Detekhethoden
und Nachweisverfahren etabliert werden. Der inatidgbeit entwickelte Antikdrper wirde
sich besonders in der Detektion des spezifischemgéms Proglycinin in Biosensoren eignen.
Uber die Moglichkeit der Anwendung von Antikorpeals Bindungsproteine in Biosensoren
wurde in der Literatur hingewiesen (Hoekal, 2002). Biosensoren sind Geréate, die ein mit
einem Transducer-System verbundenes biologischesmdglt (z.B. Antikdrper) zur
Generierung eines Mel3-Signals verwenden. Die StdekeSignals ist dabei proportional zur
Konzentration eines durch den Antikdrper gebundanganden (Campbell, 1991).

Die bereits erwéhnte Anwendungsmaoglichkeit des k&mpers in der Allergiediagnostik ist
vor allem indirekter Natur. Das mit dem Antikorarfgereinigte Proglycinin konnte bei der
Anamnese zur Erstellung einer aussagkraftigen @ spezifischen Diagnose verwendet
werden. Die bereits in der Einleitung erwahnten koz beschriebenen Diagnoseverfahren
wie der Prick-Test, Epi- und Intrakutantests und Beibetest waren hier sicherlich ein

geeignetes Anwendungsgebiet.
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5 Zusammenfassung

Die zunehmende Notwendigkeit im Interesse von gllearn verschiedene Lebensmittel im
Hinblick auf ihr allergenes Potential sichtbar uiid jeden verstandlich zu beschreiben, setzt
die Entwicklung dementsprechender Detektionsmethoderaus. Zudem ist in der
medizinischen Diagnostik die Verfugbarkeit von Adlenen in hochreiner Form von
entscheidender Bedeutung. In der hier vorliegenfldreit wurde sowohl ein gegen das
Allergen Proglycinin (aus Soja) gerichteter, momwidler Antikorper entwickelt als auch
durch ihn gebundenes Antigen in hochreiner Forralerh.

Dazu wurde zunachst in einer praparativen Gelektymgse das Antigen aus einem Soja-
Extrakt gewonnen. Uber eine praparative SDS-PAGHamzwei Proteinbanden isoliert, die
in der massenspektrometrischen Untersuchung afgyenoin undp-Conglycinin identifiziert
werden konnten. Da eine weitere Auftrennung dersera®allig eng nebeneinander liegenden
Proteine (53,61 kDa Molekulargewicht bei Proglyeiaond 47,89 kDa bdi-Conglycinin) mit
hohem methodischen und zeitlichen Aufwand verburgiamesen ware, wurden zwei CD-1
Mause mit einer Mischung beider Proteine immunisi®ie aus der Milz der Mause
extrahierten B-Lymphozyten wurden mit PAFB\g8Il-Myelomzellen fusioniert und die
entstandenen Hybridome vermehrt und kloniert. @digh, die Antikorper unterschiedlicher
Spezifitdét gegen die beiden Soja-Proteine sezéemiekonnten im Screening mit Western-
Blot identifiziert werden. Bei Zellkulturen, die ine Entwicklung entweder Pro- od@r
Conglycinin-spezifischer Zellinien ermdéglichten, rkaen zwei gegen diese Proteine
gerichtete Antikdrper generiert werden. Die Anti@r gegenp-Conglycinin konnten im
Rahmen dieser Arbeit aus Zeitgrinden nicht chariziktet werden. Kinftige Arbeiten mit
diesen Zellinien durften allerdings zufriedenstatle Moglichkeiten fur den Nachweis dieses
Speicherproteins aus Soja ergeben.

Im Anschlu@ an die Auswahl einer Proglycinin-selet Zellinie erfolgte eine
Massenproduktion des entsprechenden Antikdrper&E@h7Zellkulturfermenter miniPERM.
Dabei konnte ein Ertrag von 40 mg an Antikorper iedtz werden. Eine
affinitdtschromatographische Aufreinigung mit einrotein-A Saule gewahrleistete die
Produktion einer moéglichst von Fremdproteinen agis Zellkultur freien Antikdrperlésung.
Diese Antikorper dienten in einer Immunaffinitdtemimatographie als kovalent an NHS-
aktivierte Sepharose gebundene Bindungspartnd?riiglycininmolektle. Diese konnten aus
Soja-Extrakten extrahiert und mit Hilfe eines QGi&fers (pH 3) von der Saule eluiert

werden.
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Eine Menge von 10 mg des Antikorpers wurde bioterylund fur die Entwicklung eines
ELISAs zum quantitativen Nachweis von in der Imnflinadtschromatographie
gewonnenem Proglycinin verwendet (die Ausgangsbdsis die Entwicklung einer
Standardkurve). Ein heterogenes, nicht kompetitiEelsISA-Format erwies sich als
geeignetes quantitatives Nachweisverfahren fir alkesgene Proglycinin. Die Detektion
unter Ausnutzung der naturlichen Affinitat zwischdiotin (GUber den biotinylierten
Antikoérper) und Neutravidin konnte als besondersigigetes Verfahren identifiziert werden.
Die untere Nachweisgrenze im optimierten ELISA &gtrlug/L. Der Testmittelpunkt liegt
bei 13 pg/L. Versuche zur Kreuzreaktivitat mit verschiedersuf gleiche Art und Weise
extrahierten Protein-Extrakten bestatigten einer sghezifische Bindungsfahigkeit des
monoklonalen Antikérpers G17E flir Proglycinin. EiBestimmung der Subklasse und des
Leichtkettentyps (Subklasse Igfs und «-Leichtkette) stellte einen weiteren
Charakterisierungsschritt des Antikorpers G17E Darch Epitopmapping konnte schlief3lich
eindeutig die spezifische Affinitat des Antikrpe@&l7E fir ein allergenes Epitop von

Proglycinin bestatigt werden.

121



6 Literatur

ADACHI, M., KANAMORI, J., MASUDA, T., YAGASAKI, K., KITAMURA, K.,
MIKAMI, B., UTSUMI, S. (2003) Crystal structure gbybean 11 S globulin: Glycinin A3B4
homohexamer. PNAS. 100: 7395-7400

AMERSHAM BIOSCIENCES EUROPE GMBH (1999) Protein &l®phoresis Technical

Manual. Freiburg

ARGOS, P., NIELSEN, N.C. (1985) Structural simitgtbetween legumin and vicilin storage
proteins from legumes. Embo Journal. 4: 1111-1117

BAUER, J., GAREIS, M. (1989) Analytical methods fomycotoxins. Dtsch. Tieraztl.
Wochenschr. 96: 346-50

BEARDSLEE, T.A., ZEECE, M.G., SARATH, G., MARKWELLJ.P. (2000) Soybean
glycinin G1 acidic chain shares IgE epitopes wittamut allergen Ara h 3. International

Archives of Allergy and Immunology. 123: 299-307

BERNHARDT, R., HANNEMANN, F., HWANG, K (2006) Grundpraktikum Bio-
wissenschaften fir Bioinformatikerht(p://209.85.135.104/search?q=cache:SK2eTet-z_QJ:
www.unisaarland.de/fak8/heinzle/de/teaching/Gruaiftkum_Bioinf/V4_Bernhardt 2006.p

df+diskontinuierliche+proteinelektrophorese+im+soslyacrylamidgel&hl=de&ct=clnk&cd
=2) Stand: 23.01.2007

BIORAD (2000) Model 491 Prep Cell Instruction Mahudiinchen
BRADFORD, M.M (1976) A rapid and sensitive methadt the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle ofgiein-dye binding. Anal. Biochem. 72: 248-

254

BROCKHAUS, F.A. GmbH (1984) Der neue Brockhaus-kexi u. Worterbuch in funf
Banden. Neue Stalling GmbH, Oldenburg

122



CAMPBELL, A.M. (1991) Monoclonal antibody and imnasensor technology. Elsevier
Science Publishers, Amsterdam

CHRISPEELS, M.J., HIGGINS, T.J.V., SPENCER, D. (2p&ssembly of storage protein
oligomers in the endoplasmic reticulum and processif the polypeptides in the protein
bodies of developing cotyledones. Journal of Calldg)y. 93: 306-313

CLAVERIE, J.M., NOTREDAME, C. (2003) Bioinformatider Dummies. Wiley Publishing
Inc., New York

COLLER, H., COLLER, B. (1983) Poisson statisticablysis of repetive subcloning by the
limiting dilution technique as a way of assessiggridoma monoclonality. In: “Methods in

Enzymology”, J.J., Langone, H., Van Vunakis (Hrs§gademic Press, New York, 412-417

CONSCIENCE, J.F., FISCHER, F. (1985) An improvedservation technique for cells of
hemopoietic origin. Cryobiology. 22: 495-498

DEUTSCHER ALLERGIE- UND ASTHMABUND e.V.-NAHRUNGSMITEL ALLERGIE
(2007) Nahrungsmittel-Allergieh(tp://www.daab.de/nahrung.phtand: 23.01. 2007

DUDLEY, R.A., EDWARDS, P., EKINS, R.P., FINNEY, D,JMC KENZIE, 1.G.M.,
RAAB, G.M., RODBARD, D., ROGERS, R.P.C. (1985) Geiides for immunoassay data
processing. Clinical Chemistry. 31: 1264-1271

GASSEN, H.G., SCHRIMPF, G. (1999) Gentechnischehida@en. Spektrum Akademischer
Verlag, Heidelberg

GIERSCH, T. (1993a) A new monoclonal antibody fue sensitive detection of atrazine with
immunoassay in microtiter plate and dipstick formddurnal of Agricultural and Food

Chemistry. 41: 1006-1011

GIERSCH, T. (1993b) Monoklonale Antikorper fur digmweltanalytik-Herstellung und

Anwendung monoklonaler Antikérper gegen Triazinlgd®. Habilitationsschrift, Fakultat

123



fur Landwirtschaft und Gartenbau, Technische UmENat Munchen in Freising-
Weihenstephan

GIERSCH, T., SCHAPERMEIER, S. (1998) Monoclonalilamdy production in serum-free
medium. GIT International Edition. 1: 113-117

GREINER BIO-ONE (2005) Instruction Manual Miniperfrickenhausen

HEMPELMANN, E., KAMINSKY, R., (1986) Electrophoresi7: 481-481

HOCK, B., SEIFERT, M., KRAMER, K. (2002) Engineegirreceptors and antibodies for

biosensors. Biosens. Bioelectron. 17: 239-49

HU, J.G., DIE, A., YOKOYAMA, T., KITAGAWY, T. (1989 Studies on the optimal
immunization schedule of mouse as an experimemniaia. The effect of antigen dose and

adjuvant type. Chemical Pharmaceutical Bulletin. 8%2-3046

JALIL, M.E. (1971) Sojabohne. In: Handbuch der Lamtschaft und Ernahrung in den
Entwicklungslandern. P. v. BLANCKENBURG, H.D. CREMRE(Hrsg.), Verlag Eugen
Ulmer, Stuttgart, 371-378

JANEWAY, C.A., TRAVERS, P., WALPORT, M., SHLOMCHIKJ.. (2002) Immunologie.
Spektrum  Akademischer Verlag GmbH (Gustav Fischebleidelberg, Berlin

JANY, K.L., KIENER, G., TOMICIC, G., GREINER, R. B7) Novel Food Verordnung
(EC) Nr. 258 / 97 Kennzeichnung und Nachweisvedahvon neuartigen Lebensmitteln.
Molekularbiologisches Zentrum der Bundesforschungst fir Erndhrung (Wissenschafts-

kreis Griine Gentechnik). Karlsruhe

KOHLER, G., MILSTEIN, C. (1975) Continuous culturesfused cells secreting antibody of
predefined specifity. Nature. 256: 495-497

124



KRAMER, K. (2002) Evolutionary affinity and seledty optimization of a pesticide-
selective antibody utilizing a hapten-selective inmoglobulin repertoire. Environ. Sci.
Technol. 36: 4892-8

LOFFLER, G. (1999) Basiswissen Biochemie. Springdertag, Berlin

MARUYAMA, N., ADACHI, M., TAKAHASH)I, K., YAGASAKI, K., KOHNO, M.,
MOREIRA, M.A., HERMODSON, M.A., LARKINS, B.A., NIESEN, N.C. (1979) Partial
characterization of the acidic and basic polypestiedf glycinin. Journal of Biological
Chemistry. 254: 9921-9926

MORTIMER, C.E. (1996) Chemie: Das Basiswissen déer@ie. Georg Thieme Verlag,
Stuttgart

MULLER, U., WEBER, W., HOFFMANN, A., FRANKE, S., LNGE, R., VIETHS, S.
(1998) Commercial soybean lecithins: a source aldém allergens? Zeitschrift fir

Lebensmitteluntersuchung und -forschung. 207: 31-3

ORTHOEFER, F.T. (1978) Processing and Utilizatitm.Soybean Physiology, Agronomy
and Utilization. A.G. NORMAN (Hrsg.), Academic PsedNew York, 219-246

OSBORNE, T.B. (1924) The Vegetable Proteins. Longgnalew York

PADLAN, E.A. (1994) Anatomy of the antibody moleeuMolecular immunology. 31: 169-
217

PATEL, R., BROWN, J.C. (1984) Hybridoma preservatit -70°C: a simple and economical
procedure for the short-term storage and individwemlovery of hybridomas. Journal of
Immunological Methods. 71: 211-215

PETERS, J.H., BAUMGARTEN, H. (1990) Monoklonale #Atirper-Herstellung und

Charakterisierung. Springer-Verlag, Berlin
PIERCE (2006) Instructions EZ-Link Sulfo-NHS-Bioglation Kit. Rockford

125



POEHLMAN, .M. (1979) Breeding Field Crops. Avi Highing Company, Westport/

Connecticut

RODBARD, D., HUTT, D.M. (1974) Statistical analysi§ radioimmunoassays and immuno-
radiometric (labelled antibody) assay: A generaineighted, iterative, least-squares method
for logistic curve fitting. In: Radio-immunoassaydarelated procedures in Medicine, Vol.1,

International Atomic Energy Agency, Wien, 165-192

ROITT, .M., BROSTOFF, J., MALE, D.K. (1987) Kurzdsshrbuch der Immunologie.
Georg Thieme Verlag, Stuttgart

SCHUSTER, W. H. (2000) Sojabohne. In: Leguminosemr XKornnutzung. W.H.
SCHUSTER (Hrsg.), J. ALKAMPER, R. MARQUARD, A. STAHKN, L. STAHLIN
(http://geb.uni-giessen.de/geb/volltexte/2000/33dand: 23.01.2007

SCHWARZ, S. (1999) Labordiagnostische Methoden. BIR) Innsbruck

SDI (Stand 2005) Soja RUR Kit User’'s Guide 7099998wark (USA)

SHEPHERD, P., DEAN, C. (2000) Monoclonal Antibodi€xford University Press, Oxford

SHEWRY, P.R., TATHAM, A.S. (1990) The prolamin sage proteins of cereal seeds:

structure and evolution. Biochemistry Journal. 2612

SHI, Q., JACKOWSKI, G. (1998) One-dimensional pagdamide gel electrophoresis. In:
Gel Electrophoresis of Proteins: A Practical ApginaB.D. HAMES (Hrsg.) Oxford
University Press, Oxford

STASWICK, P.E., HERMODSON, M.A., NIELSEN, N.C. (188 Identification of the

cystines that link the acidic and basic componesftsthe glycin subunits. Journal of
Biological Chemistry. 259: 13431-13435

126



TAKENAKA, Y., OKUDA, E., NAKAGAWA, S., MIKAMI, B., UTSUMI, S. (2001)
Crystal structures of recombinant and native saylfe€onglycinin homotrimers. Eur. J.
Biochem. 268: 3595-3604

TIJSEN, P. (1985) Laboratory techniques in biochstimiand molecular biology-practice and
theory of enzyme immunoassays. Elsevier Sciencédpebs, Amsterdam

WEINAND, R.G. (1990) Somatic Mutation, affinity ma#tion and the antibody repertoire:
A computer model. Journal of theoretical Biolog#31343-382

WELLS, D.E., BIBB, W.F. (1986) A method for freegirhybridoma clones in 96-well
microculture plates. Methods in Enzymology. 1217-4P2

WIKIPEDIA (2006) Allergie qttp://de.wikipedia.org/wiki/Allergie Stand: 13.07.2006

127



7 Danksagung

Ganz besonders mdchte ich mich beim Leiter destutstfir Zellbiologie Herrn Prof. Dr.
Bertold Hock bedanken, der mir die Moglichkeit gabjch mit dieser interessanten,
wissenschatftlichen Thematik zu befassen. Die stsiBlwollenden Ratschlage und Tips

trugen sehr zur erfolgreichen Klarung zahlreiclaehficher Problemstellungen bei.

Ein besonderer Dank gilt Herrn PD Dr. Karl Kraméer als Doktorvater stets bemuiht war,
mit Zuckerbrot und Peitsche das Gelingen der Arbaitgewahrleisten. Seine zahlreichen
Ratschlage und konstruktive Kritik ermoglichten eiigiges und effektives Vorankommen

bei verschiedensten Fragestellungen und den Eats#tagekraftiger Ergebnisse.

Uberaus dankbar bin ich dem Lehrstuhl fuir Proteosteik TU Miinchen unter der Leitung von
Frau Prof. Dr. Dr. Angelika GoOrg. Die dort vorgenoene massenspektrometrische
Untersuchung meiner Produkte aus der praparativelel€ktrophorese durch Herrn Dr.

Gerold Reil war Garant fur ein Weiterkommen in eiessentiellen Fragestellung.

Ein besonderer Dank gilt Herrn Dr. Ralph Lausteder, mich in die praktische Entwicklung
monoklonaler Antikdrper einweihte. Seine hilfsberaind unkomplizierte Art ermdglichten

einen schnellen Einstieg in die wissenschaftlichieelsweise.

Herrn Dr. Holger Geue danke ich fir die hilfreicleenfihrung in die biochemische
Methodik.

Besonders hervorheben und mich bei ihr bedankerhtadch Frau Andrea Hubauer, die
mich mit groBem Engagement beim Arbeiten in detkd#élr unterstitzte und zudem den

reibungslosen Ablauf burokratischer Aufgaben geleégtete.

Keinesfalls vergessen mdchte ich die hilfsbereitg zuvorkommende Art von Frau Michaela

Krétz-Fahning.

Weiters bedanke ich mich bei allen am LehrstuhlAgitbiologie tatigen Dissertanten: Martin
Alberti, Kathrin Huber, Ulf Kausch, Carolin KrafKatja Neuberger, Julia Wiebe, Nicola

Wolf. lhre mir gegenlber stets entgegenkommendeuhigl ermdglichte ein angenehmes

128



Arbeitsklima. AulRerdem bewirkte der fachliche Awsteh von Erfahrungswerten neue

Sichtweisen und ldeen bei verschiedenen Probleawmi¢her Natur.

Erwdhnen mochte ich zudem die Unterstitzung meiAdoeit durch Praktikanten,

Bachelorstudenten und Diplomanden. Besonders tmrkeben sind dabei Herr Simon
Leuchs und Herr Achim Schéaffauer. In Teamarbeit fken zu einem entscheidenden
Zeitpunkt gegen Ende der praktischen Arbeit zatieiprotokollarische Verbesserungen und

daraus resultierend, Uberzeugende Ergebnisse geaneerzielt werden.

AbschlielRend méchte ich mich bei meiner Familie dig Unterstiitzung in den gesamten

Jahren der beruflichen Ausbildung bedanken.

129



