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-1- Abstract

Abstract

The affinity chromatography is based on the paritchromatography, which was
developed by Martin and Synge. Thereby specifieradtions between the sample protein and

the stationary phase will occur.

This master thesis deals with the development @rdibody column to validate or obtain
the pure parvalbumins. The gained fish proteinlwamised for further researches by the matrix-
assisted laser desorption ionization-time of fligiass spectrometry (MALDI-TOF-MS).

At the beginning of the work the primary monocloaatibodies are cleaned on a HiTrap
Protein G column and their concentrations are tafed by using a BSA standard curve. After
that standard dilution series of three samplessbf fike redfish, Alaska Pollock or cod fish, are
prepared and their protein concentrations are whéted by a sandwich-ELISA. During this
work appeared that a milk powder solution is thst Imeedium to block unspecific bonding sites.
To reach the goal of this thesis five columns areetbped. Three of them are purchased from
Thermo Scientific and include agarose beads forpitweein immobilization. The two other
columns are from GE Health Care and they are degbd\NHS-activated sepharose. Besides six
performed sandwich-ELISA, also two indirect ELISAeadone, to proof the resulting flow-
through and elutions of the columns. Finally, tWioSSpages have taken place to examine the

molecular size of the components of the flow thigube elutions and some fish samples.

To sum up, for the development of antibody colunfos the detection of fish
parvalbumin should more attempts be done with atbbstances, like magnetic beads, aptamers,

or molecular imprinted polymers (MIP).
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1. Einleitung

1. Einleitung

Als Nahrungsmittel- bzw. Lebensmittelallergie wilce abwehrende Schutzreaktion des
Immunsystems bezeichnet, die gegen spezielle Lelittak bzw. Nahrungsmittelinhaltsstoffe
gerichtet ist. Ausgeldst wird diese Abwehrreaktaurch Allergene, wobei es sich meist um
Proteine handelt. Die Haufigkeit einer Allergien isiter anderem von dem Alter abh&ngig, so
sind ca. 2 - 6 % der Kinder in Deutschland von eioebensmittelallergie betroffen, bei den
Erwachsenen liegt die Quote bei nur zwei bis dm@iz€nt. Zu den am haufigsten Allergie
auslésenden Nahrungsmitteln gehéren neben der Kelihnndem Huhnereiweil3 und Nissen auch
Fisch und Fischerzeugnisse.

Das Hauptallergen im Fisch ist das ParvalbuminsBieein C&' - bindendes Protein mit
einem geringen Molekulargewicht von ca. 12 kDa. Ubar hinaus ist es sehr hitzestabil und
kommt vorwiegend im weil3en Muskelfleisch vielerdfispezies vor. Wie oft eine Fischallergie
auftritt und gegen welche Fischart sie gerichtgthangt stark mit den lokalen Essgewohnheiten
bzw. der Fischverfugbarkeit zusammen. Zudem |ossErwasserfische, wie Hering, Kabeljau
oder Rotbarsch eher eine Allergie aus als Su3wiasder (Lachs, Aal oder Zander) [1, 2, 3, 4,
5].

Um das allergieauslosende Parvalbumin aus einzélisehproben zu gewinnen, werden
Antikorpersaulen entwickelt, die nach dem Prinzigr dAffinitatschromatographie arbeiten.
Somit konnte das gewonnene reine Parvalbumin zurergdnachweis bzw. fir die
Fischartendifferenzierung genutzt werden. Im Fokegt hierbei jedoch die Voranreicherung
dieses Proteins fur weiterfihrende Untersuchungérden Matrix gestitzten Laserdesorptions-

lonisations- Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-HMS).
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1.1 Affinitdtschromatographie

Bei der Chromatographie handelt es sich allgemeineinen physikalisch-chemischen Prozess
zur Stofftrennung, wobei das zu trennende Gemisdblchen zwei Phasen verteilt wird. Diese
zwei Phasen sind zum einen die stationdre (ruhefda¥e und zum anderen die mobile (sich
bewegende) Phase. Grundlegend bei diesem Verfabterdass die beiden Phasen nicht
miteinander mischbar sind [6, 7, 8]. Das Prinzip Werteilungschromatographie wurde von
Martin und Snyge entwickelt, wofir sie 1952 den Blpbeis erhielten [6, 7]. Anhand von
chromatographischen Methoden ist es mdoglich veegeme Proteine nach ihrer Loslichkeit,
GrolR3e oder Affinitat an bestimmte Oberflachensuitgt auszusortieren [9].

Im Rahmen dieser Masterarbeit wurde die Affinithtematographie fir die Entwicklung von
Antikorpersaulen verwendet. Das Prinzip davonnsAlbbildung 1 dargestellt. Bei dieser Art der
Chromatographie wird die Trennung von Substanzgdgmis durch spezifische
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase ausgefiQ, 11, 9, 12]. Das Herauslosen der
einzelnen Substanzen (z.B. eines Proteins) baaidrtder Ligandenspezifitat, welche einer
Antigen-Antikoérper-Reaktion gleich kommt [13]. DAffinitatschromatographie ist im Prinzip
nur von den individuellen strukturellen und funktedlen Eigenschaften der jeweiligen Proteine
abhangig und somit Giben das Molekulargewicht ued.didung keinen Einfluss aus [14]. Durch
das Verfahren ist es moglich einzelne Proteine eilnem komplexen Gemisch zu reinigen,
wodurch eine hohe Reinheit erreicht werden kann.iziterer Vorteil ist, dass das jeweilige
Protein in einer hohen Konzentration vorliegt, darmerhalb der Saule angereichert wird und in
kleinen Mengen eluiert werden kann [14]. Allerdirggbt es auch Nachteile die diese Methode
mit sich bringt. Zum einen entstehen hohe Kostemnl&eBeschaffung der einzelnen Materialien,
sofern es auch passende Saulen erhéltlich sindmgglicherweise kann nur eine einmalige
Benutzung vorliegen. Auf der anderen Seite mussMidrix bzw. die gesamte Séaule selbst
hergestellt werden, wenn fir das entsprechendeiRrobch nichts verflgbar ist. Dies bedeutet
gleichzeitig einen hoéheren Zeitaufwand [14, 10,. Bi der Affinitatschromatographie ist die
Saule mit der stationédren Phase gefillt. Dieseehéestus kleinen Kdrnern (Beads), an die sich
die Antikdrper binden [15]. Beispiele fur diese Bdasind u. a. Agarose- und Sepharose-
Verbindungen. Wenn anschlie3end ein Proteingemassimobile Phase durch die S&aule lauft,
kommt es nur zu der Interaktion zwischen dem Ampkd auf der Séaule und dem Protein,
welches die passende Epitopstruktur besitzt. Namh din Waschschritt erfolgt ist, wodurch
unerwinschte Begleitstoffe beseitigt werden soll@jy wird die Elution eingeleitet um das
Protein wieder von dem Antikorper zu trennen [I4. gibt unterschiedliche Methoden fiur die

Elution, u. a durch Verdnderungen der Temperatar ags pH-Wertes [13]. Dartiber hinaus
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auch durch unterschiedliche PufferzusammensetzungeBezug auf die Konzentration .
chaotropen Salzen [12Um die erhaltenen Elutionen zu Uberprifen bzw.aungewahrleister
dass das gewulnschirotein in der Probe vorhanden ist, empfiehlt ef €inen SD-Page

durchzufihren [9].

Antik6rper Proteingemisch Waschen Eluieren
koppeln zugeben
1 1. 0 ]
= { eve
4 = oo 2
v/ eVom
| b v | ] i
; e = Ep O3 s =
= E_ o =
— B —0 —
— E ©= b
— I —® =
b ., o= —
B = T o S
— ] —0 =t 3
E - B, 93 E —
— £ o— b —
Elﬁ q ........ L o
1 (. - 1
"’v Gereinigtes fe®
=" Protein o & 2
l.—. e g0
J { | l
Analyse

Abbildung 1: Prinzip Affinitatschromatographie (1)

Fur die Immobilisierung der Antikorper an die Samittels der Affinitatschromatograph
werden in dieser Arbeit Agarc- und Sepharose-Beads verwendet.

Die Agarose ist ein glycosidisiverbundenes Polysaccharid aussBlaktose und 3-Anhydro-
L-galactose, das aus verschiedenen Rotalgenartemgewavird. Es handelt sich dabei um

lineares ungeladenes Molekil, das mit ProteinenNwkleinsduren nur geringfligig interagie
Darlber hnaus ist Agarose ein guter Gelbildner. Dieses Robtsarid hat eineweil3e bis
gelbliche Farbung und ist atgeruchloser Feststokommerziell erhaltlich. Die Summenformr
der Agarose ist GH1509 mit einer Molaren Masse von 306,46 g/mol und Abbildung 2 zeigt
die dazugehdérige Strukturforn [16, 17].

OH OH o
0

o 0 /71"

OH O

Abbildung 2: Struktur von Agarose (2)
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Bei der Sepharose hingegen handelt es sich ledighe einen Handelsnamen fur quervernetze
Agarose und steht fur Separation-Pharmacia-Agaiese wird haufig als stationare Phase bei
Chromatographie-Verfahren verwendet. Die fir digdeeit genutzte Sepharose ist noch mit N-
Hydroxysuccinimid (NHS) versetzt und wird als NHIS#aierte Sepharose bezeichnet. Diese ist
ein in kristalliner Form vorliegender, farb- undrgehsloser Feststoff. Die folgende Abbildung 3
zeigt die Struktur einer NHS-aktivierten Sephardse 18].

® NH»

Abbildung 3: Struktur NHS-aktivierter Sepharose (3)

1.2 Methoden zur Ergebnistberprifung

Fur diese Arbeit werden verschiedene Verfahrenwagdet, um die Effektivitat der Affinitats-
chromatographie zu untersuchen, dazu gehodren déBAElUNd die SDS-Page. Nach der
Immobilisierung der Antikdrper an die Saule werdka erhaltenen Durchflisse mit moglichen
Antikorperriickstdnden mit Hilfe eines IndirektenIBRA auf ihre Proteinkonzentration getestet.
Weiterhin wird der direkte Sandwich-ELISA genutmin die entstehenden Durchfliisse der
Fischproben interpretieren zu kdnnen. AbschliefEmabglicht die SDS-Page die Bestimmung
der Molekulgro3en der Substanzen in den Durchfiugsel Elutionen, um zu Prufen ob das

Fischeiweil® Parvalbumin darin enthalten ist.

1.2.1 ELISA

Die Abkurzung ,ELISA" bedeutet Enzyme Linked Immwsaobent Assay und es handelt sich
dabei um ein immunologisches Nachweisverfahrenches auf spezifischen Antigen-
Antikorper-Reaktionen beruht. Aufgrund eines Farbohflages konnen die Antigen-
konzentrationen bestimmt werden. Dieses Verfahietetoeinige Vorteile, wie einen hohen
Probendurchlauf, eine relativ einfache Handhabund aine Automatisierung ist maoglich.
Jedoch zahlt die Verfugbarkeit und Selektion detilk&mper eher zu den Nachteilen [20]. Zum
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Nachweis der Konzentrationen an Parvalbumin in @eveiligen Losungen wurden wéahre
dieser Arbeit zwei verschiedene Arten des ELISAwaTdet, zum einen der Sandw-ELISA
und zum anderen ein Indkter ELISA. Es handelt sich bei beiden Vhren um Nicht-
kompetitive Tests undliese beruhen somit auf dem Grundprinzdger Antigel-Antikdrper-
Komplexbildung. As Messgro3edienen dabei die Antigene, deren Konzentration kd
gemessen werden kann. D die Intensitdt der Enzym- SubstR¢aktion stimmt mit de
Antigenkonzentration bei dem ni-kompetitiven Test tberein [21, 22].

Der Sandwich=LISA wird zumeist eingesetzt, wenn eine Quangfiang von Antigenen i
geringen Konzentrainen erfolgen sc. Abbildung 4 veranschaulicht den Aufbau eir
SandwichELISA, bei dem zwemonoklonaleAntikdrper an zwei unterschiedlichen Stellen
der Oberflache des nachzuweisenden Antigens b (4). Als Antigen dienen fiir diese Arbe

Proben verschiedener Fischarten, wie Rotbarsclskal&eelachs und Kabelj

HRAF-Linked Aﬂ'ﬁibidy

— HRP

{.' ~ T™MB
J ‘ Substrate
Deatection

Antibody | /-\ ###*#

Capture Antibody

Sandwich ELISA

Abbildung 4: Aufbau eines Sandwich-ELISA (5)

Bei demindirekten ELISA handelt es sich um eine mit Antige beschichtete Mikrotiterplat
und zahlt somit zu den einfacheren Assayt [22]. Die Antigene werden mit Hilfe eine
Coating- bzw. Bindungspuffes an die Platte gebundeAnschlielRend wird eine Pro mit
Antikorpern ath die Mikrotiterplatte gegebe Die enthaltenen Antikorper binden dann an
Antigene. Der Nachweis der Reaktion erfolgt audr Bber einen enzymmarkierten Antikorg
wie z.B. Uber eine AntMaus IgG Peroxida: [22]. Darauf folgt dic Zugabe einer
Substratlosung, wodurch es genauso wie bei demwsehn-ELISA zu einer Baufarbung

kommt, welche mit Schwefelsaure gestoppt w
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Die Intensitdt der Gelbfarbung wird auch hier nhitteles ELIS/-Readers bestimmt.
Abbildung 5ist der Aufbau eines Indirekten ELISA dargestt

—E  Enzym-markierter
Detektor-Antikdrper

Antikorper in der Probe

| ‘ | Antigen-beschichtete Platte

Abbildung 5: Antigen-beschichtete Platte/ Indirekter ELISA (6)

Als Antikdrper werden fur die einzelnen ELI-Versuche monoklonale Antikdrper verwenc
welche spezifische Antikorper sind, die nur eintgpieines Antigens lokalisieren kdnnen.
besitzen eine hohe Selektivitdt und end kaum Kreuzreaktionen mit sehr &hnlichen Epitc
zu beobachten. Daher sind sie gut geeignet flrEdisvicklung eines Sandwi-ELISA [20].
Darliber hinaus sind die hier verwendeten Antikorpach speziesmultireaktiv und gec
Fischparvalbumin gerichtet. Das bedeutet, dassnsie einer ahnlich hohen Affinitat
Parvalbumine verschiedener Fischarten binden kgnwen Alaska Seelachs, Kabeu oder

Hering.

1.2.2 SDS-Page

Die Abklrzung SD3Rage steht fur Sodit-DodecylSulfate Polyacrylamid Gelelektrophore
und es handelt sich dabei um eine elektrophoregisiennung von Proteinen anhand if
Molekulgrof3e. Dieses Verfahren wurde 1970 Ulrich Laemmli entwickelt. In Abhangigke
von dem GroRenspektrum der zu untersuchenden Reoteeisen die Gele unterschiedlic
Acrylamidkonzentrationen auf, dabei werden im Ndfallagute Auftrennungen im Bereich v«
12 bis 14 %igen Gelen errei [24]. Fur die Trennung von Proteinen in einem GrofRenble
von 50 bis 200 kDa eignen sich eher Gele mit einedrigeren Acrylamidgehalt, wahrend
niedermolekulare Proteine (-50 kDA) Gele mit einem hoheren Gehalt besser [25].
SDS-Page ist ein disktinuierliches denaturierendes Verfahren, da e$ scs einen
grobporigen Sammelgel (pH= 6,8) und einem feingariJrenngel (pH= 8,8) zusammensi
(7). Das sich im oberen Bereich des Gelkonstruktsndefide Sammelgel best eine deutlich
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geringere Menge an Acrylamid gegeniber dem Trennmél nur ca. 4 %. Aufgrund der
Grobporigkeit dieses Gels wandern die Proben sthdneth das Sammelgel und werden an der
Grenze zum Trenngel fokussiert [27]. Somit habee@ Broteine in den Proben denselben
Startpunkt und es ergibt sich dadurch eine gréBarelenschérfe [25]. In den Gelen und dem
Elektrophoresepuffer befinden sich unterschiedlibbveen, wodurch es zu unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeiten kommt. Die Proteineragich in dem Sinne zwischen dem
schnell wandernden Clorid-lonen (Leition) und demgsam wandernden Glycin-lonen (Folge-
lon) ein. Die Chlorid-lonen haben eine hohe elgitaretische Mobilitat aufgrund ihrer
negativen Ladung und ihrer geringen Molekllgro3g].[Auf der anderen Seite wandert das
Glycin deutlich langsamer, da es als Zwitterionliegt, denn der pH-Wert des Sammelgels mit
6,8 liegt nahe dem Isoelektrischen Punkt von Glynin6,06 [27, 25, 28]. Im Trenngel jedoch
mit dem pH-Wert von 8,8 wandert das Glycin schmells die Probenmolekile.

Die Denaturierung bei dem SDS-Page erfolgt, wie dame schon sagt, durch das Sodium
Dodecyl Sulfat, die Abbildung 6 zeigt die Struktdes SDS. Dies ist ein anionisches
grenzflachenaktives Detergenz, das den ProteingéiennProben eine negative Ladung verleiht.
Es koppelt sich in einer Konzentration von ca. g SDS pro g Protein an sie. Durch die
Zugabe von SDS zerfallen die Proteine weitgehesdrbinre Sekundéarstruktur [28, 27, 25, 26].
Um anschliel3end die noch bestehenden Disulfidbriek#gzubrechen wird 2-Mercaptoethanol

eingesetzt.

Nach dem die Gelelektrophorese abgeschlossenirst,mit dem Farbstoff Coomassie Blue die
Farbung der Gele durchgefuhrt um die einzelnen Barsichtbar zu machen. Dabei erfolgt die
Fixierung der Proteine und gleichzeitig erhalteresdi eine positive Ladung [27]. Die
Nachweisgrenze flr diesen Farbstoff liegt zwiscBérund 100 ng [28]. Abschlie3end werden

die Gele in ein Entfarbungsmedium gegeben und dgsbiis kann fotografisch dokumentiert

werden.
o
HSC HMWDR s A
P
0

Abbildung 6: Struktur Sodium Dodecyl Sulfate (8)
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1.3 Fischallergie

Neben den Nahrungsmittelallergien gegeniber MiRbhgemise und Huhnereiweil3, gehort
auch die Fischallergie zu den am haufigsten aefidgn Lebensmittelallergien. Dartberhinaus
kann Fisch schon in nur sehr geringen Mengen A#sggnptome auslosen [31, 32, 33]. Fisch ist
in der Lage Uberempfindlichkeitsreaktionen auszemisdie durch das Immunglobulin IgE
vermittelt werden. Es kann bereits nach ca. 30 Mimzu ersten Anzeichen einer Fischallergie
kommen, durch das Essen von Fisch, das Einatmerigochgerichen oder Dampfen oder nur
durch direkten Kontakt. Zu diesen Symptomen gehovemdnderungen der Haut, wie
Ausschlage, Anschwellen oder Ekzeme, Beschwerdens déastrointestinaltrakts
(Bauchkrampfe), gefolgt von Atemwegsproblemen,idier einen anaphylaktischen Schock bis
zum Tod fuhren kénnen [34, 35]. Fischallergienemetor allem in den Gegenden auf, wo viel
Fisch verzehrt wird. Somit unterscheidet sich awom Region zu Region gegen welche
Fischarten dort die Allergie gerichtet ist (1998udem l6sen Salzwasserfische, wie Hering,

Kabeljau oder Rotbarsch eher eine Allergie ausSé@iBwasserfische (Lachs, Aal oder Zander)

[1].

Ausloser fur eine Fischallergie ist das Parvalbymias bei dieser Arbeit als Antigen eingesetzt
wird. Dies ist ein C& - bindendes Protein mit einem geringen Molekulaigkt von ca. 12
kDa. Daruber hinaus ist es sehr hitzestabil und rkowmorwiegend im weil3en Muskelfleisch
vieler Fischspezies vor [35, 36]. Dieses saure éirotvurde 1934 zum ersten Mal in den
Muskeln von Fischen und Amphibien entdeckt undlisth den hohen Gehalt an verschiedenen
Aminosauren gekennzeichnet. Bei den Parvalbuminemd wzwischen o- und -
Abstammungslinien unterschieden, obwohl insgesamischen 2 bis max. 8 Isoformen
existieren je nach Fischspezies [33, 34]. &-Barvalbumine ist die Lys-Ala-Aminosauresequenz
charakteristisch und fur digParvalbumine die Ala-Ala-Sequenz. Auf der einerieSenthalten
a-Parvalbumine weniger saure Aminoséauren, wahrefideiuanderen Seite dgParvalbumine
Cd*-lonen besser und starker binden kénnen [37]. Reéevalbumine besitzen eine ahnliche
Tertiarstruktur, die aus drei homologen Domanemeldut ist. Jede Domane verflgt Uber zwei
Helices und werden als AB, CD und EF bezeichnetisZwen den Domé&nen befindet sich
jeweils eine Schleife (loop). Die Schleifen der Cind EF-Domane sind in der Lage ein
Calcium-lon stark zu binden, wobei die Reaktionersibel ist. Die EF-Domane wir aufgrund
seiner raumlichen Anordnung auch als EF-Hand bbreic weil sie dem Daumen und

Zeigefinger der rechten menschlichen Hand ahnéln3a.
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Die nachfolgende Abbildung 7 macht die Strukturesifarvalbumins mit seinen drei Domanen

deutlich.

Abbildung 7: Struktur Parvalbumin (9)

1.4 Zielformulierung

Das Ziel dieser Masterthesis ist die Entwicklungeei AntikGrpersdule zum Nachweis von
Fischparvalbumin unter Verwendung der Affinitatsmhatographie. Dazu werden verschiedene
Materialien benutzt, wie Agarosebeads und NHS-aktie Sepharose. Im Fokus liegt dabei die
Voranreicherung bzw. Vorreinigung des Parvalbuniirsweiterfihrende Untersuchungen mit
der Matrix gestltzten Laserdesorptions- lonisatidAlsigzeit-Massenspektrometrie (MALDI-
TOF-MS). Darlberhinaus kann es auch als Vorschmitin Allergennachweis bzw. zur

Fischartendifferenzierung dienen, da das Fisch@w& Ursache fiir die Fischallergie ist.
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2. Material und Methoden:

2.1 Material:

2.1.1 Chemikalien

Die einzelnen Versuche wurden mit unterschiedlicli&memikalien durchgefuhrt. Fir die
Entwicklung der Antikérperséaulen wird zunachst édasminoLink Plus Immobilization Kit von
Thermo Scientific heran gezogen. Darin enthaltemd sineben den S&ulen auch
Natriumcyanoborohydrid und ein Quenchingpuffer. &nelRend werden leere Saulen
(illustra™ Column PD-10, empty) und NHS-activated Sepharo$@ast Flow von GE Health
Care genutzt. Um daflr notige Puffer herzustelleml viris und Glycin, sowieso Tris-HCI von
Carl Roth ben6tigt.

Fur die Antikdrperreinigung werden HiTrap ProteinHP Saulen der Firma GE Health Care
verwendet. Daruberhinaus wird Ethanal99,8 %) und Natriumazid von der Carl Roth GmbH
& Co. KG benutzt.

Zur Durchfihrung der Sandwich-ELISA und der Indiesk ELISA mussen zunachst Puffer und
andere Losungen hergestellt werden (siehe Punk#)2.Das zum Blocken verwendete
Milchpulver wurde auch von Carl Roth geliefert. Eweiteres genutztes Blockmittel ist Bovine
albumin (BSA), produziert von Sigma-Aldrich. Desteeén wurde von dieser Firma das
Bradfort Reagent zur Proteinbestimmung, Tween 20r AWaschpufferherstellung,
Tetramethylbenzidin (3,37, 5,5 - TMB) und Anti-Maukg)G Peroxidase genutzt.

Fur die Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gedefgphorese wird Roti Blue und
Bromphenolblau von der Firma Carl Roth GmbH & C& Kerwendet. Desweiteren wird dafir
und 2-Mercaptoethanok(98 %) von Sigma- Aldrich genutzt. Es wurden getalfertiggele
(Pro Gel Tris Glycin 18% 1,0 m) der Firma AnameeéKiophorese GmbH verwendet. Um die
gefarbten Banden besser auswerten zu kénnen, wéndgesamt drei verschiedene Marker
genutzt: der Sigmamarker und Color Marker von Sigiidrich, sowie ein SDS-Page Protein
Marker von Serva Electrophoresis (Anhang 1).

2.1.2 Gerate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Gerate latnutie der Vortex REAX top von
Heidolph, ein pH-Meter ino Lab pH 720 von WTW mérdlazugehdrigen Elektrode Sen Tix 61
und das Ultraschallbad Super RK 103 H von SonoramdBlin. Es wurden desweiteren zwei
verschiedene Zentrifugen verwendet, zum einen é&Be pico und zum anderen die Sigma 3-
16 PK (Rotor 19776-H). Beide Zentrifugen wurden ¥eraeus Instruments hergestellt. Um die
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Proteinkonzentrationen einzelner Antikdrperfrakénrzu testen wurden die Photometer Specord
S100 von Carl Zeiss Technology und das UV/VIS Spectter Lambda 2 von Perkin Elmer in
Anspruch genommen. Wahrend der Herstellung derkrgersaulen missen die Saulen Uber
Kopf geschiittelt werden, dies erfolgte mit dem Swhapparat ,Uberkopf-Schiittler* 3040 von
GFL- Gesellschatft fur Labortechnik mbH.

Daruberhinaus erfolgen die einzelnen Waschschgieden ELISA-Versuchen mit dem Strip-
Washer Columbus V 2.02 von SLT unter Verwendung Besgrammes: 4: EIA 3x. Die
Auswertung der Mikrotiterplatten geschah mit dens&Reader Sunrise von Tecan und mit der
dazugehorigen Software Magellan 3.1x wurden dieDgtraphisch dargestellt.

Das SDS-Page Zubehdr, wie die Gelkammer und daarfsuelle, ist das Standard Power Pack

P25 von Biometra.

2.1.3 Sonstige Materialien

Fur die einzelnen Untersuchungen wurden weitereeMaein benutzt. Dazu gehdren die
Mikrotiterplatten F96 Maxisorp von Nunc, UV-Kiuvettenikro und Einmal-Kivetten PMMA
(12,5 ml, halbmikro) von der Firma Brand GmbH & GG, sowie Dialyseschlauche Zellu
Trans/ Roth V- Serie von Carl Roth. Dariiberhinausden Eppendorf-Gefal3e in den Grolien
1,5ml und 2 ml, Zentrifugenréhrchen (50 ml), Pipett(0,5ul — 5000 ul) und Becherglaser

verwendet.

2.1.4 Pufferlésungen und Reagenzien:

Die folgenden Puffer wurden zur Durchfihrung det$A-Versuche hergestellt.

1. Coatpuffer: Natriumkarbonat-Puffer, 50 mmolpH 9,6
1,70 g NaCOs
2,86 g NaHC®
ad 1000 ml KO
2. Assaypuffer: PBS (phosphate buffered salinemétol/ |, pH 7,6

1,265 g NakPO, x H,O
12,1 g NgHPO, x HO
8,5 g NaCl

ad 1000 ml KO
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3. Waschpuffer: PBS, 8 mmol/l, pH 7,6 + 0,05 % &w0
(Polyoxyethylensorbitanmonolaurant)

4. Substratpuffer: Natriumacetatpuffer, 0,1 mopH 5,5
8,2 g/ | CHCOONa
mit 10 %iger Zitronensaure auf pH 5,5 einstellen

5. Substratlésung:  4Q0 Tetramethylbenzidin (6 mg in 1 ml Dimethylsulfdi
100ul 1 %ige HO,
in 25 ml Substratpuffer

(erst unmittelbar vor Gebrauch herstellen)

Puffer fur SDS-Page:
Substanzlésungspuffer: 0,5 M Tris-HCI, pH= 6,8

Elektrophoresepuffer: 0,025 M Tris, 0,192 M Glydinl % SDS

Probenlésung: 40@l Substanzlésungspuffer, 800 10 % SDS, 80Qul 50 %
Glycerin, 40ul 2-Mercaptoethanol, 50l 0,1 % Bromphenolblau

Farbelosung: 60 ml dest. Wasser, 20 ml Meth&tbinl Roti Blue 5x

Entfarbeldsung: 10 % Isopropanol, 10 % Eisessig

2.1.5 Monoklonale Antikorper
Fur die ELISA-Versuche wurden zwei verschiedenak@mper benutzt:
Priméarer AK: Will 3G9D5
gereinigt: 1IgG-Gehalt = 2,8 mg/ mi
Rohmaterial: IgG-Gehalt = 10,5 mg/ml
Sekundarer AK: Will 1G3G11 Fr. 3 (27.10.11)

Diese Antikdrper wurden von der Firma Biometec Gnitgrgestellt und dort wurde auch bereits

die IgG-Konzentration ermittelt.

2.1.6 Antigene

Zum Nachweis von Fischparvalbumin wurden verschmederoben verwendet, wie:
- Rotbarsch (gel6st in Wasser), Konz. 3,56 mg/ratdbstellt von St. Hartwig)

- Alaska Seelachs (gel6st in Wasser), Konz. 1,7Mhrh@hergestellt von St. Hartwig)
- Kabeljau (geldst in Wasser), Konz. 2,05 mg/mkg@estellt von St. Hartwig)
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2.2 Methoden:

2.2.1 Entwicklung von Antikorperséaulen

Fiur die Bearbeitung dieser Masterarbeit werden deeschiedene Moglichkeiten getestet um
eine funktionierende Antikérperséule zu entwickeln.

Als erstes wurde das AminoLink Plus Immobilizatigit von Thermo Scientific verwendet.
Dabei handelt es sich um mit Agarose Kigelchen dBeaersetzte Saulen. In diesem Kit sind
alle bendtigten Puffer und Lésungen enthalten, asskein zusatzlicher Arbeitsschritt zur
Herstellung dieser Puffer durchgefiihrt werden mu&se nachfolgend beschriebene
Durchfuhrung erfolgt anhand der Anleitung von Ther8tientific beziglich des gekauften Kits
(Anhang 3). Wichtig ist, bevor mit der Herstelludggser Saule begonnen werden kann, dass
zunéchst alle Komponenten des Kits auf Raumtemyreggbracht werden mussen und die
Konzentration der Antikorper mittels eines Photanethestimmt werden. Die Entfernung von
Bindungs- und Waschlésungen erfolgt Gber Zentrdten flr eine Minute bei 1000 x g in
einem 50 ml Zentrifugenréhrchen. Der erste Sclisittnun die Proteinimmobilisierung, dazu
wird die bei 4°C gekuhlte Saule durch behutsamésitten suspendiert. Anschliel3end wird der
enthaltene Lagerpuffer durch Zentrifugieren entteBevor 2 ml des Bindungs- oder Coupling
Puffer (pH=10) auf die Saule gegeben werden kénmarss das daflr vorgesehene Packchen
zunachst in 500 ml Reinstwasser geltst werden,ugenwie bei dem zweiten Puffer: PBS mit
einem pH-Wert von 7,2. Der Bindungspuffer wird @&ntzifugiert und erneut 2 ml auf die Saule
gegeben. Nach dem der restliche Puffer entferntdi@dintere Kappe angelegt wurde, kdnnen
jetzt 2-3 ml der Proteinprobe, in diesem Fall diiRorper geldst in pH 10 Couplingpuffer, auf
die Saule gegeben werden. Um spater die EffiziemzBihdung mittels einer photometrischen
Messung zu Uberpriifen sollten ca. 100der Probe zuriickbehalten werden. Darauf folgend
wird die Saule auch oben verschlossen und UbertNafiigt das Mischen der Probe mit dem
Puffer in einem ,Uber-Kopf-Schittler, um eine Bimp an die Saule zu ermdglichen. Am
nachsten Tag werden dann die beiden Kappen entferrdie nicht gebundenen Proteine durch
Zentrifugieren in einem neuen Zentrifugenréhrchen sammeln. Dieser Durchfluss muss
aufbewahrt werden, denn er wird im Weiteren zur rghidung der Effizienz mittels
verschiedener ELISA-Versuche und SDS-Page Testsutzfen Die Bestimmung der
Bindungseffizienz erfolgt durch den Vergleich deoteinkonzentrationen der nicht gebundenen
Proteine und der Start-/ Ausgangsprobe. Es wirddierSaule mit 2 ml Waschpuffer (PBS, pH
7,2) gewaschen und zentrifugiert. Dieser Schritdwioch einmal wiederholt bevor die untere

Kappe angesetzt wird und 2 ml desselben Puffersfiaggwerden, welcher aber zuvor mit 40
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Natrium-Cyanoborohydrid-Lé6sung (NaCNBH versetzt wurde. Die Saule wird komplett
verschlossen und fur vier Stunden bei Raumtempeidiar Kopf geschittelt. Aufgrund des
NaCNBH; kénnte sich Gas in der Saule gebildet haben, daliss die obere Kappe vorsichtig
entfernt werden. AnschlieRend wird die unter Kapgdsgenommen um den enthaltenen
Bindungspuffer zu entfernen. Damit die noch freBimdungsstellen an der S&aule geblockt
werden, erfolgt nun das Waschen mit 2 ml des Quegphffers. Dieser wird ab zentrifugiert
und der Schritt einmal wiederholt. Die verschlogs&aule wird erneut fur 30 Minuten durch
»uber Kopf schitteln* vermischt, nachdem 2 ml desefchingspuffers + 4@l NaCNBH;
hinzugegeben wurden. Auch hier ist wieder Vorsigdiboten bei der Offnung der S&ule. Nach
dem beide Kappen entfernt wurden, wird die Saulewr Zentrifugiert um den Puffer zu
beseitigen. Abschliel3end wird nun die Saule gewasaimd fur die Lagerung vorbereitet. Das
Waschen erfolgt mit 2 ml der mitgelieferten Wasehidg, welche wiederum ab zentrifugiert
wird. Der Schritt des Waschens wird drei bis furdlMiederholt. Ob noch Proteine in dem ab
zentrifugierten Durchfluss enthalten sind, kann tditfe der Bradford-Kontrolle tUberprift
werden. Wenn noch Protein darin enthalten ist esa@in weiterer Waschschritt durchgefihrt
werden. Um die Saule auf die bevorstehende Lagevarmubereiten werden 2 ml Lagerpuffer
(PBS + 0,05% Sodiumazid (Ng@) zugefugt und wieder entfernt. Dieser Schrittdamvei Mal
wiederholt. Nach dem die untere Kappe angelegt &iuncerden erneut 2 ml des Lagerpuffers
auf die Saule gegeben. Die Lagerung der verschiess8aule erfolgt bei 4°C. Die Abbildung 8

zeigt eine so hergestellte Saule.

Abbildung 8: Sdule nach Thermo Scientific
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Die zweite Moglichkeit, die getestet wurde um ehatikorpersaule zu entwickeln, war die
Nutzung einer NHS-aktivierte Sepharose im Batchfdteen. Die Durchfuhrung erfolgte hier
anhand der Anleitung von dem Lieferanten GE He@Hhe und ist in Anhang 4 kurz dargestellt.
Da es sich um kein gesamtes Kit sondern nur dih&@epe handelt, missen zu Beginn die
verschiedenen Puffer und Losungen hergestellt werdee der Natriumhydrogencarbonat-
Puffer (pH= 8,3), eine 1 mM HCI-L6sung, 0,1 M THEEI und ein Acetatpuffer (pH= 4-5). Es
wird auch hier wie bei allen anderen Séaulen stetsedbe Antikérper benutzt. Dazu werden als
Probenlésung 0,5 ml Antikérper und 1,5 ml des Nathydrogencarbonat-Puffers gemischt. Da
es sich um ein Batch-Verfahren handelt wird dielfaepse zunachst separat in einem Glasgefald
mit 1mM HCI-Losung gewaschen, genutzt wird dafiis d® bis 15 fache des eingesetzten
Mediumvolumens (Sepharose). Anschlie3end wird eigéstellte Probenlésung dazu gegeben
und das Gemisch bei 4 °C Gber Nacht gelagert. Achstén Tag erfolgt das Blocken, dabei wird
die L6ésung mit 1 M Tris-HCI-L6sung versetzt und fi6tunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Zum Waschen des Gemisches werden zwei verschidigifer verwendet, zum einen der 1 M
Tris-HCI (pH= 8-9) und zum anderen eine 1 M Acetiffigr (pH= 4-5). Dazu werden zunachst

3 x 1 Mediumvolumen des Tris-HCI und anschlie3end13Mediumvolumen des Acetatpuffers
zu dem Gemisch gegeben. Die einzelnen Puffermengemen durch Pipettieren wieder
entfernt. Die zwei Schritte werden drei bis secha Miederholt. Nach der Anleitung von GE
Health Care musste an dieser Stelle die gewascBepbharose-Antikdrper-Losung Uber eine
Pumpe (Abbildung 9) die entsprechende Saule gefignden. Da die hergestellte Menge jedoch
zu gering war fur die Pumpe, wurde das Gemischktireeine leere Saule gegeben und Uber
Nacht bei Raumtemperatur im ,Uber Kopf Schuttigemischt. AbschlieRend wurde die Saule
mit PBS gewaschen und zentrifugiert. Die Lagerumiplgt auch hier bei 4 °C und der
Lagerpuffer ist ebenfalls der mit 0,05% Nahersetzte PBS.

Abbildung 9: Sdule mit NHS-aktivierter Sepharose und eine Pumpe
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Fiur die dritte Variante zur Entwicklung einer Ariirbersaule wird auch die NHS-aktivierte
Sepharose von GE Health Care benutzt, allerdingd Wwer die Sepharose direkt in eine Saule
gegeben und nicht erst separat gewaschen. Die fbihrcimg erfolgt in Anlehnung an die
Anleitung von Thermo Scientific (Anhang 5). Es wamddie gleichen Puffer und Lésungen
verwendet, wie bei der zweiten Moglichkeit zur &fhlerstellung. Zu Beginn werden 5 ml der
NHS-aktivierten Sepharose in eine leere Saule gegahd zentrifugiert um die Lagerflissigkeit
zu entfernen. Anschliel3end werden 5 ml ReinstwadseSaule zugefligt um die Sepharose zu
waschen und es erfolgt wieder ein zentrifugiereevd® 2 ml Probenlésung, bestehend aus den
Antikorpern geldst im Couplingpuffer, in die Saulgegeben werden, werden 5 ml
Natriumhydrogencarbonat zugefiigt, ab zentrifugied die S&dule unten verschlossen. Nach der
Probenzugabe wird die Saule oben verschlossenluneirfe Stunde bei Raumtemperatur Uber
Kopf geschittelt. Es werden nun beide Kappen enttiem die Saule zu zentrifugieren und der
erhaltene Durchfluss wird zurtickbehalten. Zusatzhird 1ml PBS zugegeben und auch dieser
abzentrifugierte Durchfluss wird nicht verworfenertau wie bei der zweiten Methoden wird
zum Blocken Tris HCI benutzt. Daher wird die unt&appe angelegt und 2 ml dieser Lésung
auf die Saule gegeben. Nach VerschlieBen der oléeffenng wird die Saule fur 15-20 Minuten
bei Raumtemperatur Uber Kopf geschuttelt. Nachneiletzten Zentrifugieren wird die Saule mit
6 ml PBS gewaschen und zu der nachfolgenden Lagemanden erneut 6 ml PBS + 0,05%
Natriumazid durch die Saule laufen gelassen. Wammnoch 1 ml der Lésung in der Saule

enthalten ist, wird die Saule verschlossen unctis€l gelagert.

Nach dem nun die einzelnen Saulen nach dem jewrilgghema entwickelt wurden, kann damit
begonnen werden das Parvalbumin aus den Fischpmbésvolieren. Dies geschieht bei allen
Saulen gleich, nach einem Generellen Protokoll fdie Affinitatsreinigung. Alle
Zentrifugierschritte erfolgen auch hier bei 1009 ®ir eine Minute. Zunachst missen auch hier
die entsprechenden Puffer und Lésungen erzeugtenewie PBS als Bindungs-/ Waschpulffer,
0,1 M Glycine-HCI (pH 2,5-3) also Elutionspuffer &inl M Tris HCI (pH 8,5-9) als
Neutralisationspuffer. Die Fischproben wurden insd& gelost bei -20°C tiefgefroren gelagert
und mussen vor der Verwendung aufgetaut werdene/Aes missen die bei 4°C gelagerten
Saulen auf Raumtemperatur gebracht werden und aechbeide Kappen gel6st wurden, wird
die Saule zentrifugiert um die Lagerlosung zu enda. Anschlielend werden 6 ml des
Bindungs-/ Waschpuffers durch die Saule laufen spela und 2 ml der Fischprobe in der
jeweiligen Verdinnung (1:2, 1:10 oder 1:5) auf &i&ule gegeben. Nach dem die Probe die
Saule passiert hat wird die untere Kappe angeledtweitere 20Qu des Puffers zugefluigt. Die
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Séule wird nun fur 15- 60 min bei RaumtemperatucklWippen gemischt um die Bindung der
Probe an die Saule zu ermdéglichen. Nach Abschlwess Bindungsphase wird die Saule
zentrifugiert und ohne das Zentrifugenréhrchen zechgeln, wird 1 ml des Bindungs-/
Waschpuffer zugefiigt und wieder zentrifugiert. [@enaltene Durchfluss wird zurtickbehalten
um spéter die Effizienz zu bestimmen. Das Wascleersdule erfolgt mit 2 ml Waschpuffer und
anschlieBendem Zentrifugieren, dieser Schritt wirgei bis vier Mal wiederholt. Um das
Parvalbumin wieder von der Sdule zu gewinnen erfdig Elution mit 2 ml Glycin-HCI. Die
einzelnen Elutionen werden in Zentrifugenréhrcheaesagnmelt, in denen 10@l des
Neutralisationspuffers (Tris HCI) vorgelegt sind.ieDElution erfolgt auch hier durch
Zentrifugieren und das ganze wird pro Séaule zwes loirei Mal wiederholt. Die
Proteinbestimmung kann anschlieRend direkt miteleem SDS-Page oder Protein Assay
durchgefuhrt werden. Vor der Lagerung werden 4 mdBngs-/ Waschpuffer durch die Saule
laufen gelassen, bevor die untere Kappe angelebabschlielend 4 ml Waschpuffer mit 0,05%
Natriumazid auf die Sdule gegeben werden. NachdlerB&ule vollstandig verschlossen wurde,

wird sie wieder bei 4°C gelagert.

2.2.2 Reinigung der gelieferten Antikbrper

Bevor die Antikdrper mittels der Affinitditschromgtaphie an die Saulen gebunden werden,
missen zunachst das Antikdrperrohmaterial gereiggtien. Fir die Reinigung der jeweiligen
Antikdrper wurden ,HiTrap Protein G HP-Saulen* vbiealthcare BioSciences verwendet, wie
in  Abbildung 10 dargestellt. Um die Antikdrper anied Saule mittels einer
AffinitAtschromatographie zu binden, muss zunaaise antikorperhaltige Flussigkeit dafur
vorbereitet werden. Diese Flussigkeit wird auch Afzitesflissigkeit, Kulturiiberstand oder
Antiserum bezeichnet. Dies geschieht in dem diauhgsmit Antikérpern bei 4000 U/min (4 °C)
zentrifugiert wird und anschlieRend der Uberstamdp das zentrifugierte Aszites, mit PBS
(phosphate buffered saline) in folgendem Verhalkmisiiinnt wird: 3 ml Aszites + 40 ml PBS.
Die Kulturiberstande sollten dafur auf 0,5 mg/ mit RBS vorverdinnt werden. Die
antikorperhaltige Flussigkeit ist zur Affinitatsnggung vorbereitet, wenn die verdiinnte Lésung
mittels einem 0,4um Filter gefiltert wurde. AnschlielBend wird nun &istes die Protein G-
Saule vorbereitet, in dem das in der Saule entimalEhanol abgelassen wird. Das Ethanol ist
enthalten um ein Trockenlaufen der Saule zu vedimdda sie ansonsten unbrauchbar wird.
Anschlie3end wird die Saule mit ca. 3 ml Reinstwaggewaschen und 3 ml gefilterter PBS
werden als Startpuffer auf die Séule gegeben. Digade der einzelnen Ldsungen erfolgt

tropfchenweise mit Hilfe von geeigneten Spritzener DStartpuffer wird mit einer
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Geschwindigkeit von 1 ml pro Minute langsam durad Saule laufen gelassen. Wenn das PBS
vollstandig die Saule passiert hat, wird die Prat&y die antikbrperhaltige Flussigkeit, mit einer
langsameren Geschwindigkeit von 0,5 ml/ Minute Hudie Saule getropft. Neben den
Antikdrpern befinden sich auch noch andere Protemeler Probe, diese muissen mittels
gefiltertem PBS aus der Saule gewaschen werderzuiesten ob die durchlaufende Flussigkeit
proteinfrei ist, wird die sogenannte BradfortkoHgodurchgefiihrt. Dafir werden auf einer
Mikrotiterplatte 50ul Bradfort/ well vorgelegt und anschliel3end wird &ropfen der durch die
Saule laufenden Losung auf ein well gegeben. Wenteie in dieser Lésung enthalten sind,
entsteht bei der Reaktion mit dem Bradfort Reagene Blaufarbung. Erst wenn keine Proteine
mehr nachgewiesen werden mit Hilfe der Bradfortkalte, wird die Elution des gebunden
Antikorpers durch 0,25M Essigséaure eingeleitet. Eligtion beruht auf einer pH-Wertanderung.
Der als Startpuffer eingesetzte PBS besitzt eihéi\fert von 7,6, wahrend die Essigsaure einen
pH-Wert von 3 hat. Die aus der Saule austreteldeate werden in 0,5 ml Aliquoten in 1,5 ml
Eppendorf-Gefal3e aufgefangen, die vorher mit dlBv Tris HCI, welches einen pH-Wert von
11 hat, gesammelt. Das Tris HCI dient zur Neutielisrg. Um keine bzw. nur geringe Verluste
an Antikdrpern zu haben, wird erst nach dem Auféangles ersten 0,5 ml Aliquoten eine
Bradfortkontrolle durchgefuhrt. Es ist davon aushen, dass die hochsten Konzentrationen an
Antikorpern zu Beginn eluieren. Da es sich bei Aatkorpern um Proteine handelt, kommt es
bei der Bradfortkontrolle zu einer Blaufarbung. D&#ulenchromatographie kann beendet
werden, wenn keine Blaufarbung bei der Kontrollehmauftritt. Um das Eluat von dem Tris
HCI zu befreien, muss eine Dialyse vollzogen werd2azu wird der Dialyseschlauch auf die
entsprechende Lange zugeschnitten und fur 20 Minut&Vasser eingelegt. Die Unterseite des
Schlauches wird mit Clips verschlossen und dermgésanhalt aller Eppendorf-GefalRe wird in
den Schlauch Ubertragen. Mit steigender Anzahl diquéten sinkt die Konzentration an
Antikdrpern, daher ist es auch mdoglich die erstdns34 Aliquoten in einen separaten Schlauch
zu Uberfihren, um ein spateres Aufzentrifugiererveumeiden. Der Dialyseschlauch wird mit
Clips luftdicht verschlossen und tGber Nacht inreihPBS gefiillten Gefald gegeben. Die Dialyse
erfolgt im Kihlschrank (4°C). Am nachsten Tag wilel Inhalt des Schlauches in entsprechend
grof3e Gefal3e gegeben und die Konzentration dek@&per kann mittels eines Photometers bei
280 nm bestimmt werden. Die erhaltenen Extinkticersgv konnen mit Hilfe einer erstellten
BSA-Standardkurve auf die Antikorperkonzentrationgerechnet werden. Sollten diese Werte
Zu gering sein, muss eine Aufkonzentrierung bei0400 min bei 4 °C vorgenommen werden.

Anschlie3end werden dann erneut die aufkonzerdridttuate photometrisch vermessen (4).
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Abbildung 10: HiTrap Protein G HP-S&ule zur Antikorperreinigung

2.2.3 Erstellen einer BSA-Standardkurve zur Proteibestimmung

Um die Konzentrationen der gereinigten Antikdrperaestimmen ist es vorher nétig eine BSA-
Standardkurve zu erstellen. Mit der daraus ernsftelGeradengleichung kann dann aus den
Extinktionswerten der photometrischen Messung diaz€ntration in mg/ ml berechnet werden.
Zur Ermittlung dieser Kurve muss zunachst eine B&hdinnungsreihe hergestellt werden,
ausgehend von der grof3ten Konzentration. Tabelteidt die durchgefuhrte Berechnung zur
Herstellung der Verdinnungsreihe.

Tabelle 1: Berechnung fiir BSA-Verdiinnung

Konzentration in mg/ m Menge an BSA-L6sung MengdP8S (ml)
2,5 (= Stammldsung) 25 mg 10
2,0 1,6 ml 0,4
1,5 1,2ml 0,8
1,0 0,8 ml 1,2
0,5 0,4 ml 1,6
0,25 0,2 ml 1,8

Anhand dieser Werte lassen sich die Mengen an B&Ashg und PBS-Puffer ablesen, die zur
Herstellung der Verdunnungsreihe benotigt werdemschlielend werden die einzelnen
Konzentrationen in einem Photometer mit einer UVapba vermessen. Dafir werden 10@ler

jeweiligen Losung in eine UV-Klvette pipettiert uadr Messung in das Photometer gestellt.
Bevor die Messung mit Hilfe einer Software auf en€omputer per Mausklick ausgefihrt
wird, miussen die Parameter eingestellt werdenidsedn Fall wurde nur eine Wellenlange von
280 nm eingestellt. Es wird jeweils eine Dreifacstbemung vollzogen. Diese Extinktionswerte

der einzelnen Konzentrationen kénnen dann mit Hiie Microsoft Excel in einem Diagramm



-24- 2. Material und Methoden

dargestellt werden, woraus sich die BSA-Standandkumit der Geradengleichung ergibt. Die
Abbildung 11 zeigt eine solche BSA-Standardkurye (4

BSA-Standard bei UV-Messung

0,50 y =0,144x + 0,078
0,45 R?=0,986
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Abbildung 11: BSA-Standardkurve vom 19.01.2011

2.2.4 Durchfuhrung der ELISA-Versuche

Zunachst wurden verschiedene Sandwich-ELISA vodmpg um die Elutionen und
maoglicherweise parvalbuminhaltigen Durchflisse zwerjirifen. Das dazugehorige
Durchfuhrungsprotokolls ist dem Anhang 6 zu entnethnEs ist zu beachten, dass bei allen
Inkubationsschritten die Platte immer mit Alufobdgedeckt werden muss! Die Abbildung 12

zeigt einen schematischen Ablauf der einzelneni®eHir einen Sandwich-ELISA.
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tikdrper Waschen -“Konjugat Wasche Substrat A ten
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g Alnkubiersn A A A A J

Abbildung 12: Testprinzip fiir Sandwich-ELISA (10)

Der erste Schritt bei der Durchfiihrung eines SadMELISA ist die Erstellung eines ELISA-
Plans, wie er in Tabelle 2 dargestellt ist. Darairfd festgehalten, mit welchen Antikérper-
Verdinnungen und mit welchen nachzuweisenden AmiiEnzentrationen die Mikrotiterplatte

benetzt werden soll.
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Tabelle 2: Schema eines ELISA-Plans

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I o T m| Ol O W >

Zunachst sollten die Parameter festgelegt werdefghe flr den Versuch genutzt werden. Dazu
werden Ergebnisse aus vorhergegangenen VersuchermzgyeDiese Parameter sind die Lange
der Inkubationszeiten aller Proben zur Bindung i@nMikrotiterplatte, die Konzentrationen der
Antigene und welches Blockmittel genutzt werden. sol

Bei dem ersten Schritt, dem Coating, werden zunéchs zu verwendenden primaren
monoklonalen speziesmultireaktiven Antikdrper (pmA&usgewahlt und damit anschliel3end
eine aus Vorversuchen festgelegte 1:1000 VerdunmaitgCoating-Puffer hergestellt. Die
pMAK’s kénnen direkt verwendet werden, da sie béC4in I6slicher Form im Kuhlschrank
gelagert werden. Bei dem Coating-Puffer handelt seh um einen selbst angesetzten
Natriumcarbonat-Puffer mit einem pH-Wert von 9,@r\Vdieser Verdiinnung werden 1pl0in

die dafir vorgesehenen Kapazitaten oder wells aufMikrotiterplatte aufgebracht. Die Platte
wird nun mit Alufolie bedeckt und Uber Nacht benei Temperatur von 4 °C in einem
Kahlschrank inkubiert, somit wird der pmAK an dielkvbtiterplatte gebunden. Die Alufolie
dient dabei dem Schutz vor Fremdsubstanzen, wiéclsgeoder Staub. Desweiteren wird so
eine Hemmung der lichtempfindlichen Reagenzien, vdie Substratlosung oder die
Meerrettichperoxidase, die an die smAK’s (sekunddmenoklonale speziesmultireaktiven
Antikoérper) gebunden ist, vermieden.

Am néachsten Tag werden die nicht an die Platte mgdmen Antikorper durch Waschen mit
einem Waschpuffer entfernt. Fur alle Waschvorgdegees Versuches wird stets dasselbe
Waschprogramm verwendet, in diesem Fall ProgramialA:3x mit 3 Waschdurchgangen a
300 ul. Freie unspezifische Bindungsstellen werden inchsten Schritt mit 1 %iger
Milchpulver-Lésung in PBS geblockt. Bei der Herktey der Milchpulver-Losung in PBS ist zu

beachten, dass es zu einer Schaumbildung kommen ¥Wan dieser Verdinnung werden 2d0
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auf jede zu blockende Kapazitat gegeben und furtuhd® bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend dieser Zeit sollten die einzelnen Antigsafigen hergestellt werden. Zunachst wurden
fur die einzelnen Fischproben Verdinnungsreihemdstellt mit folgenden Konzentrationen:
2,0; 1,5; 1,0; 0,75; 0,5; 0,25 und 0,1 mg/ml undieadem auch 1:5; 1:10 und 1:100
Verdinnungen, welche mit PBS hergestellt wurdenriBer hinaus wurden die von den
jeweiligen Saulen gewonnenen Durchflisse unverdibentitzt.

Nach dem die Platten mit dem Blockmittel gewaschemden, um somit nicht adsorbierte
Substanzen zu entfernen, werden 1Bl0 der Antigenlésungen auf die entsprechenden
Kapazitaten aufgebracht. Da es sich um mehrereg@miidssungen handelt, ist dem vorher
angefertigten ELISA-Plan zu entnehmen welche Kaaamit welchem Antigen zu beschichten
ist. Nach einer einstiindigen Bindungsphase dergang an die primaren Antikérper kdnnen
anschlie3end die nicht gebundenen Uberschissigaari@ieile durch den Waschpuffer entfernt
werden. Der nachste Schritt ist das Auftragen aeayBh-konjugierten sekundéaren monoklonalen
speziesmultireaktiven Antikdrper (smAK) auf die sprechenden Kapazitaten. Das Enzym,
welches vorher durch den Prozess der POD-Labebundie smAK’s gebunden wurde, ist die
Meerrettichperoxidase. Auch von diesen Antikdrpevalche bei 4 °C im Kihlschrank gelagert
werden, wird eine 1:1000 Verdinnung in PBS herdjested 150ul werden pro well auf die
Mikrotiterplatte aufgebracht. Nach einer einstiediginkubationsphase bei Raumtemperatur
wird die Platte erneut gewaschen.

Von der erst kurz vor dem Gebrauch erzeugten Satlisgung werden nun 200/ well auf die
Platte gegeben und mit Alufolie abgedeckt wird Biatte dann 15-30 Minuten lang inkubiert,
bis eine nicht zu starke Blaufarbung eintritt. éate ausreichende Farbung erreicht, wird die
Enzymreaktion in den einzelnen Kapazitaten in dieicgen Reihenfolge, wie die Substratlésung
aufgegeben wurde, mit 4N Schwefelsdurepu(bQvell) gestoppt. Durch das Einhalten der
gleichen Reihenfolge und der gleichméaligen Zeitadukt wird einer hbheren Substratumsetzung
aufgrund einer langeren Einwirkzeit entgegengewiidmit sollten &hnlich hohe Signalwerte
zustande kommen. Die Messung der Signale erfolgeimem speziellen Photometer, dem
ELISA-Reader, bei 450 nm. Mit Hilfe einer Softwaf®lagellan 3.1x) auf einem an dem
Photometer angeschlossenen Computer werden dial®&mte ausgewertet und in tabellarischer

Form wiedergegeben, wie in Tabelle 3 [20].
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Tabelle 3: Signalwerte eines ELISA-Versuchs

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0,712| 0,578 0,580, O |0,366| 0,386 0,359| 0,001| 1,856| 2,345 0,606
0 0 0,001 0 0,001 0 0 0,0010,001| 0,002 0,001
0,609| 0,561 0,586 0,003| 0,332| 0,332 0,324| 0,002| 0,001 0 0,002
0,001 0 0,003 0,001 O 0 0 0,001 0,003| 0,002 0,001

0,560| 0,581} 0,624 O |0,266| 0,315 0,232| 0,001| O 0,001/ 0,001

0 0,001 0,001 0 0 0,001 0,001| 0,001 0,001| 0,002 0,001
0,564| 0,487, 0,479 O |0,055| 0,052 0,050| 0,002| 0,034| 0,040 0,056
0,001 0 0,001 0,0020,001 0 0,002 0,0080,002| 0,003 0,003

I/ OMMmMmoOoO|w >

AnschlieRend wurden Indirekte ELISA durchgefiihrtn wie Durchflisse mit eventuellen
Antikorperrickstanden zu testen. Die zwei Versuala Indirekten ELISA wurden nach dem in
Anhang 7 dargestellten Protokoll realisiert, in émhung an ein Durchfuhrungsprinzip nach
Kemeny (6). Es ist auch hier zu beachten, dassllei Inkubationsschritten die Platte immer
mit Alufolie abgedeckt werden muss, genauso wie d@n Sandwich-ELISA. Eine weitere
Gemeinsamkeit zum Sandwich-ELISA ist das Anlegene®iPlattenplans zu Beginn des
jeweiligen Versuches, auf dem die verwendeten Amiggund Antikorperproben vermerkt sind.
Der erste Schritt beim Indirekten ELISA ist das a@ also das Binden der Antigene an die
Mikrotiterplatte. Dazu werden die hier als Antigewerwendeten Fischproben auf eine
Konzentration von 1 mg/ml mit Coating-Puffer verdtinEs erfolgt eine Dreifachbestimmung
von jeder Probe und pro well werden 1BGufgetragen. Die Inkubation verlauft Gber Nacéit b
4 °C im Kuhlschrank.

Am nachsten Tag erfolgt das Waschen der Platteemém Waschpuffer, wozu auch hier das
gleiche Waschprogramm wie bei dem Sandwich-ELISAugd wird: Programm 4: EIA 3x mit
3 Waschdurchgangen a 3@0. Anschlieend werden 150 der Durchflussproben, welche
Antikdrper enthalten, in die wells pipettiert undr feine Stunde bei Raumtemperatur mit
Alufolie abgedeckt inkubiert. Die Durchflussprobgind das Ergebnis der einzelnen Elutionen
der Fischproben bei der Entwicklung der Antikorgeten und wurden in Zentrifugenrohrchen
aufgefangen.

Nachdem ein weiterer Waschschritt vollzogen wurded jetzt die Anti-Maus 1gG Peroxidase
in einer Verdiinnung von 1:1000 auf die entsprecaenaells gegeben. Es handelt sich dabei um
ein Antikérper bzw. Immunglobulin, das mit dem Eneyeerrettichperoxidase enzymatisch
verandert wurde. Von dieser Verdiunnung werden di5fro Kavitat aufgetragen und fur eine

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Es erfolgt ein letzter Waschvorgang und von derzkuor dem Gebrauch hergestellten
Substratldsung werden 2@0pro well pipettiert. Die Inkubationszeit daftiedjt zwischen 5 und
maximal 30 Minuten. Wird eine ausreichend hohe Bldaung erreicht, wird die Reaktion der
einzelnen Kavitaten, in der gleichen Reihenfolge das Substrat aufgetragen wurde, mit Hilfe
von 50ul einer 4N Schwefelsédure gestoppt. Die dadurchemade Gelbfarbung wird auch hier
mittels des ELISA-Readers bei 450 nm vermesserdiméduswertung erfolgt Uber die Software
Magellan 3.1x.

2.2.5 SDS-Page

Zu abschlieBenden Uberpriifung der Effektivitat ddfinitatschromatographie wurden die
Durchflisse und Elutionen einer SDS-Page unterzogen somit die MolekulgréRen der
enthaltenen Substanzen zu ermitteln. Bevor mitGigelektrophorese begonnen wurde, mussten
zundchst die bendtigten Puffer, wie der Substaomgspuffer, der Elektrophoresepuffer
(Laufpuffer) und die Probenlésung hergestellt wardAuch die Proben sollten bereits im
Vorfeld vorbereitet werden. Dazu werdend4ler jeweiligen Probe mit 51l der Probenlésung
gemischt und gevortext. Als Proben werden die Eld&tr einzelnen Fischproben verschiedener
entwickelter Antikdrpersaulen benutzt, zum Nachwes Fischparvalbumin bei einer Grol3e
von ca. 12 kDa. Das Schema nach dem der SDS-Pagegefiihrt wurde, ist dem Anhang 8 zu
entnehmen. Da es sich um gekaufte Tris-Glycin-GE886) der Firma Anamed Elektrophorese
GmbH handelt, wurden die ersten Schritte nach dérdaitung vollzogen. Als erstes wurden
daher die Gelkassetten aus der Ttte entfernt ubhdlestilliertem Wasser grindlich abgespuilt.
Das sich am unteren Ende der Kassette befindengleeibnd muss sorgféltig entfernt werden,
um den Geldurchtrittsspalt frei zu legen. Somitgstvahrleistet, dass das Gel Kontakt zum
Laufpuffer hat und die Proben spéter durch daswaeldern kénnen. AnschlieRend werden zwei
so vorbereitete Gele in die Elektrophoresezellegesetzt und die Kdmme entfernt, um die
jeweils 10 Kammern pro Gel freizulegen. Diese Kammeerden zunachst mit Laufpuffer fast
komplett geflllt. Es ist dabei darauf zu achterssdsich keine Luftblaschen im unteren Bereich
der Kammern bilden. Im Folgenden werden dann dieedten Proben in die entsprechenden
Kammern pipettiert. Es ist ratsam vorher einen Rlamulegen, in dem festgehalten wird in
welcher Kammer sich welche Probe befindet. Von rjdéi®be werden 2@l in die Kammer
gegeben. Als Standard werden gekaufte Marker Zigéteingesetzt um eine Einteilung der
Proteingréf3e zum Vergleich zu haben. In diesemaittlen drei verschiedene Marker benutzt

mit unterschiedlichen Bereichen von 1,06 bis 20@.Ki2on den Markern werden auch @0pro



-29- 2. Material und Methoden

Kammer pipettiert, jedoch wurden diese vorher nichit der Probenlosung verdunnt.
Desweiteren wird jetzt die gesamte Elektrophordkezmit Laufpuffer befillt und die
Gelhalterung an die Stromquelle angeschlossenPBrameter dafur liegen bei ca. 23 mA und
die maximale Voltleistung. Die Laufdauer liegt ladterstellerangaben zwischen 1 und 6
Stunden, in diesem Fall war der Lauf nach 2,5 Starlieendet. In Abbildung 13 ist der Aufbau
der SDS-Page Anlage dargestellt. Nach dem nunmdieelR durch das Gel gewandert sind und
die Stromquelle von der Zelle abgetrennt wurde, deer die zwei Gele in eine vorher
vorbereitete 10 %ige Trichloressigsaureldsung flivBnuten inkubiert. Dazu wurden die Gele
zunachst aus den Kassetten mit Hilfe eines Spaetgernt. Wahrend der 30-mindtigen
Inkubationsphase wird die Farbel6sung hergesialltie die Gele anschlieRend fur 12 bis 15
Stunden unter Schitteln gelagert werden. Es harsiltt dabei um eine Coomassie-Blue-
Farbung, wodurch das gesamte Gel eingefarbt wirch #lgenden Tag wird dann die
Entfarbelosung hergestellt, in welcher die Gele diive Stunde schiittelnd inkubiert werden.
Dadurch wird das Gel an sich wieder entfarbt urel einzelnen Probenbanden in den Gelen
werden sichtbar. Anhand der mitgefiihrten Markern@nnun die Probenbanden auf den Gelen

ausgewertet werden.

Abbildung 13: SDS-Page Aufbau
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Masterthesis wurden funf Antikis@elen hergestellt um mit Hilfe der
Affinitatschromatographie einen Nachweis fur Fismtyalbumin zu entwickeln. Zuvor musste
jedoch das Antikdrperrohmaterial gereinigt werddamit anschlie3end Tests wie Sandwich-
ELISA, Indirekte ELISA und SDS-Pages durchgefuiharden konnten um die Effizienz der

Antikorperséaulen zu tberprifen.

3.1 Entwicklung von Antikérpersaulen

Wahrend des Bearbeitungszeitraumes dieser Arbedeminsgesamt 5 Saulen entwickelt (siehe
Tabelle 4). Fur die Entwicklung der Séulen 1, 2 nevurde das AminoLink Plus Kit von
Thermo Fisher verwendet, dabei handelt es sich gardsemoleklle als Bindungsmaterial flr
die Antikérper an die Séaule. Fur die Saulen 3 uridngjegen wurde NHS-aktivierte Sepharose
in einen leeren Saulenkoérper von GE Health Carelgey Es wurde stets derselbe Antikorper
genutzt fur die Saulen, allerdings war es immee @ndere Fraktion des selbst gereinigten

Wi 11 3G9D5. Welche Fraktionen genutzt wurden st Anhang 2 zu entnehmen. Im
Gegensatz zu der ersten Saule, welche mit einamigdgon 1 ml AK und 1 ml Bindungspuffer
beflllt wurde, lag das Verduinnungsverhdltnis delleaen Saulen bei 1:3 von Antikérper zu

Bindungspuffer.

Tabelle 4: Entwickelte Antikorpersdulen

Datum 1.vom 17.4. 2.vom 5.6. 3. vom 27.6. 4. 6. 5.vom 16.7.

Thermo Fisher| Thermo Fisher| Ge Health Care NHS- Thermo Fisher
Hrs't. AminoLink Plus | AminoLink Plus | NHS-aktivierte aktivierte AminoLink Plus
Medium Immobilization | Immobilization Sepharose Sepharose | Immobilization
Kit Kit Kit
Benutzt 3 mal 3 mal 1 mal 1 mal 1 mal

Anhand der Tabelle 5 ist zu erkennen, welche Séutewelcher Probe bzw. Probenmenge
belegt worden ist und wie oft sie jeweils benutatrde. Fur die meisten Antikérpersaulen wurde
Rotbarsch als Fischprobe verwendet, welcher zuh&chdir eine Stunde auf den Saulen durch
Wippen inkubiert wurde. Im weiteren Verlauf wurdee dnkubationszeit auf ,iber Nacht*
ausgeweitet. Fur die finfte Saule wurde statt RetthaKabeljau eingesetzt und bei dem dritten
Versuch der zweiten Séaule (2.7.212) wurde dieséAiagka Seelachs benetzt.
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Tabelle 5: Verwendung der einzelnen Saulen

1. Saule Versuch Probe Dauer der Probenaufggbe
mit Rotbarsch (c = 3,56 mg/ml)

2304 1 1 ml Rb + 1 ml PBS Lh
mit Rotbarsch
25.04.1 2 0,75 ml Rb + 1,25 ml PBS Lh
mit Rotbarsch

06.06. 3 1:10 Verdinnung 1h

2. Saule
mit Rotbarsch
06.06. 1 1:10 Verdinnung 1h

mit Rotbarsch .
11.06. 2 1:10 Verdannung Uber Nacht
mit Alaska Seelachs (c = 1,71 mg/m

1:10 Verdiunnung

02.07. 3 ) Uber Nacht

3. Saule
mit Rotbarsch ..
02.07. 1 1:10 Verdinnung uber Nacht

4, Saule
mit Rotbarsch ..
02.07. 1 1:10 Verdinnung Uber Nacht

5. Saule

17.07. 1

mit Kabeljau (c = 2,05mg/ ml)

1:5 Verdiinnung uber Nacht

Die von den Saulen gewonnen Elutionen und Durchfiisserden mit einem ELISA Uberpruft.
Um die Elutionen mit Antikorperrickstanden zu testeverden Indirekte ELISA-Tests

durchgefuhrt, siehe Punkt 3.10. Die Elutionen, Weldestmdglich reines Fischparvalbumin
enthalten und die Durchflisse (méglichst ohne didsieveil3) werden mittels des Sandwich-
ELISA beurteilt.

3.2 Antikorperreinigung mit Konzentrationsbestimmung

Nach der in Punkt 2.2.2 beschriebenen Antikérpeigaing wurden die folgenden 4 Durchgange
(siehe Tabelle 6) vollzogen. Die dabei erhaltenexktftonen wurden anschlielend in einem UV-
Photometer bei 280 nm vermessen, die dazu gehoéripamktionen und berechneten
Konzentrationen sind in der Anhang 2 zu finden D& gewonnenen Fraktionen des

Wi 11 3G9D5 wurden fur alle ELISA-Versuche und dietwicklung der Antikdrpersaulen

verwendet.
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Tabelle 6: durchgefiihrte Antikérperreinigungen

22.03.2012 02.04.2012 21.05.2012 | 12.07.2012
Durchgang 1., 2., 3. 4. 5. 1. 2. 3 1. 2.

™

Menge Reinst-wasser (ml 3 3 5 3 45 |3 |5 |5 4 4
Menge PBS 7,6 (ml) 3 3 3 3 4 3 3 83 4 al
Menge Probe (ml) 3,2 3 3 28 18 226|29| 25| 26
Menge PBS 7,6 (ml) 99 8 9 11 95 12 45 21 6,5 7
Menge Essigsaure (ml) 4 4 3 3 3 443| 4 | 25 3

Anzahl gewonnener

Fraktionen

Die Berechnung der Konzentrationen der einzelnesktfemen erfolgte mit der ermittelten

Geradengleichung der BSA-Standardkurve, dargestetobildung 14. Die zur Erstellung der

Kurve benétigten Konzentrationen wurden wie im RuUlR.3 beschrieben hergestellt und bei
280 nm gemessen (Tabelle 7). Mit Hilfe der SoftwMerosoft Excel konnte dann eine

graphische Darstellung der Extinktionsmittelweméneckelt werden (4).

Tabelle 7: Daten zur Erstellung der BSA-Standardkurve

Konzentration (mg/ ml) 1. Wert| 2. Wert| 3. Wert| Mittelwert
0,25 0,0966| 0,097| 0,0972 0,0970Q
0,5 0,1644| 0,166 0,1668  0,1660
1,0 0,2194| 0,219 0,2192  0,2190
1,5 0,3085| 0,3082 10,3082  0,3080
2.0 0,3792| 0,3790 0,3788  0,3790
2,5 0,4251| 0,4251 0,4258  0,4250

BSA-Standard bei UV-Messung

0,5
g 0% P y =0,144x + 0,078
o ! R2=0,986
@ 0,35
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.§ 0,2 A —4— Datenreihenl
£ o015 . :
€ 01 - ——Linear (Datenreihen1)
0,05
O T T T T T 1
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Konzentration BSA in mg/ml

Abbildung 14: ermittelte BSA-Standardkurve
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3.3 ELISA-Versuch 1: Vergleich verschieden gereinigr Antikorper

Bevor die Antikdrpersaulen gebaut werden konnteorde zunachst ein Sandwich-ELISA

durchgefuhrt mit selbst gereinigten Antikdrpern uAdtikérpern die als gereinigte gekauft

wurden, die als primére monoklonale speziesmuktrea Antikorper dienen. Dies geschah um
zu prifen, inwieweit die Proteinkonzentration delbst gereinigten Antikdrper mit denen der
gekauft gereinigten tbereinstimmt. Bei beiden hdretesich um den Typen Wi 11 3G9D5 von
der Firma Biometec GmbH. In verschiedenen vorhercliyefihrten Arbeiten wurde das

passende Gegenstlick zu dem oben genannten prilatiédrper gefunden. Somit bildet der

Wi 11 3G9D5 zusammen mit dem Wi 11 1G3G11 ein gteskorperpaar. Dieser sekundére
AK wurde bereits mit Meerrettichperoxidase gelabdlta die Fraktion 3 die hochste

Proteinkonzentration aufweist, wird sie fur allerseche herangezogen. Als Blockmittel wurde
fur diesen ersten Versuch eine 1%ige Milchpulventis verwendet. Fur die erste Saule wird
Rotbarsch als Fischprobe eingesetzt, daher wirdligirersten ELISA-Versuche ausschlief3lich
Rotbarsch als Antigen in den entsprechenden Verdigen genutzt. Die Abbildung 15 zeigt die
graphische Darstellung des Vergleichs der zwei kK&mger anhand der gemessenen

Extinktiosnwerte bei 450 nm.

V 1: Vergleich selbstgereinigte und gekaufte
Antikorper

1,8

1,6
E 14
§ 1,2 B Rotbarsch
T 1 geldst in PBS
< M Rotbarsch
c 08
.0
< 06 1 Durchfluss
% 04 -
w

0,2 -

s_elbst gereinigte Ak gekauft gereinigte AK

Abbildung 15: Vergleich selbstgereinigte und gekaufte AK’'s
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Die dargestellten Ergebnisse in der Graphik madatertlich, dass die Extinktionen der Wells
mit gekauft gereinigten Antikbrpern hoher liegea lagi den selbst gereinigten Antikérpern. Die
Differenz liegt bei ca. 0,7. Obwohl die gekaufteargten Antikorper besser waren, werden fir
die Entwicklung der Séaulen selbst zu reinigendeik®mper verwendet und zwar aufgrund der
Tatsache, dass diese schneller verfiigbar sind.

Desweiteren wurde getestet ob ein Unterschied ideutvird, wenn zum einen nur die reine
Rotbarschprobe (Konz.: 3,56 mg/ml) oder der Rottiax®rdinnt mit PBS im Verhaltnis 1:2 auf
die Platte gegeben wird. Aber anhand der Graplsigt l§ich erkennen, dass es in Abhangigkeit
von der Art der Reinigung der Antikdrper zu untéredlichen Ergebnissen kommit.

Die getesteten Rotbarschproben dienen als Ausgeotgsfir die erste Saule. Um zu Uberprifen
ob der Rotbarsch an die Saule gebunden hat, wadeldierte Durchfluss als Antigen fur den
Sandwich-ELISA verwendet. Im Verhaltnis zur Prokeinzentration der Rotbarschprobe ist der
Wert des Durchflusses geringer, wodurch daraufchlief3en ist, dass Parvalbumin an die erste
Saule gebunden haben koénnte.

3.4 ELISA-Versuch 2: Vergleich von Blockmitteln

Mit Hilfe des zweiten Versuches des Sandwich-ELISAIrde die Funktonalitat zweier
Blockmittel getestet, zum einen eine Milchpulversbdg und zum anderen eine BSA-LOsung.
Als Antigene wurden daflr verschiedene Elutionem\Rotbarsch der ersten entwickelten Saule
vom 17.4.12 verwendet. Es werden auch hier dieclydgi AntikGrper genutzt wie im ersten

Versuch. Der Vergleich der Blockmittel ist in Albdhiing 16 dargestellt.

V 2: Vergleich Blockmittel Milchpulver

und BSA
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Elutionen zweier Sdulen mit Rorbarsch

Abbildung 16: Vergleich Blockmittel Milchpulver und BSA
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Anhand der Graphik wird deutlich, dass die ExtiokSwerte bei den Elutionen, die mit der
BSA-Ldsung geblockt wurden, deutlich héher liegérb(-2,2). Aufgrund der viel geringeren
Werte bei dem Milchpulver (0,4-0,8) wird dies audfilich fur den Blockschritt bei dem
jeweiligen ELISA eingesetzt. Das gleiche qilt flie &wei PBS-Puffer die als Negativprobe
eingesetzt wurden. Diese beiden Puffer unterschesgsh minimal in ihrem pH-Wert von 7,2
und 7,6. Es wurden beide in diesem ELISA-Versudegiet, da der PBS 7,6 fur die ELISA-
Versuche verwendet werden, wahrend der PBS mitneipgH-Wert von 7,2 fir die

Probenaufgabe bei den Antikérpersaulen genutzt wird

3.5 ELISA-Versuch 3: Verdinnungsreihe Rotbarsch

Die mit Hilfe von 0,25 M Essigsaure von der Saudgvgnnen Elutionen vom Rotbarsch werden
alle auf ihre Proteinkonzentration mittels des S@old-ELISA Uberprift. Um daflir einen
Vergleichswert zu haben, wird zunéchst eine Verdagsreihe hergestellt und gemessen. Dabei
wird die Ausgangsprobe mit einer Konzentration 8p56 mg/ml auf 1:10 und 1:100 mit PBS
verdunnt. Die Ergebnisse dazu zeigt die Abbilduig 1

V 3: Verdiinnungsreihe Rotbarsch
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Rb 3,56 mg/ ml Rb 1:10 Rb 1:100

Abbildung 17: Verdiinnungsreihe Rotbarsch
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3.6 Versuch 4: Vergleich Rotbarsch- Elutionen zwereSaulen

Fur diesen Versuch wurden die Elutionen der erstexi hergestellten Saulen benutzt. Wahrend
die Saule 2 vom 5.06.12 hier zum ersten Mal verweneurde, ist die erste Saule (17.4.12)
bereits zum dritten Mal eingesetzt worden. Ubetpniifd somit die Proteinkonzentrationen der
Rotbarsch-Elutionen und der zwei Durchflisse naeh Erobenaufgabe auf die Saule. Der
Rotbarsch wurde bei diesem Versuch fur nur einad&wauf der jeweiligen Saulen inkubiert.

V 4: Vergleich der Elutionen zweier Saulen mit
Rotbarsch
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Abbildung 18: Vergleich Rotbarsch-Elutionen zweier Sdulen

Die auf der Mikrotiterplatte mitgefihrte Rotbarsaobipe in einer Verdinnung von 1:10 in PBS
brachte einen Extinktionswert von ca. 0,67 hernmhand der Abbildung 18 lasst sich gut

erkennen, dass die Werte fur die zwei Durchflissetldth héher liegen (0,9 und 1,3). Der

hohere Wert von dem Durchfluss der Saule 2 |asét siit hoher Wahrscheinlichkeit auf die

zwei zuvor durchgefihrten Probenaufgaben zuriickefiihwo demnach nicht das gesamte
Fischparvalbumin eluiert wurde und Ruckstdnde im 8éule zurick geblieben sind. Mit

Ausnahme der Elution 2 liegen alle Extinktionendie Saule 1 tiefer als bei der zweiten Saule.
Generell lasst sich beobachten, dass die Elutiemengeringere Proteinkonzentration aufweisen
als die Durchflisse. Daher kann davon ausgegangemlew, dass sich das Parvalbumin
hauptséachlich in den Durchflissen befinden. DiesssAge wird spater in einem SDS-Page
Uberprift (siehe Punkt 3.12).
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3.7 Versuch 5: Antikdrpersaule vom 5.6.12 mit Rotbach
Erneut wurde Rotbarsch verwendet um die Saule vd@i® zum zweiten Mal zu benutzen.
Auch hier wurde eine 1:10 Verdinnung eingesetetatlerdings Uber Nacht auf der Séaule durch

Wippen inkubiert wurde. Die Ergebnisse sind in Athlong 19 dargestellt.

V 5: Ergebnisse der Sdule vom 5.6.12 mit
Rotbarsch
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Abbildung 19: Ergebnisse Sdule 2 mit Rotbarsch

Der Graphik ist zu entnehmen, dass die Extinktiommnder Ausgangsprobe vom Rotbarsch
(1:10) und des Durchflusses nahezu gleich sindheicta. 0,7 liegen. Demnach durfte an sich
kein Parvalbumin an die Saule gebunden haben, ddenoch sind héhere Werte fir die

Elutionen zu beobachten, welche der Reihe nachsef@anger werden.

3.8 Versuch 6: Uberpriufung von drei Saulen mit Rotlarsch und Alaska Seelachs

Fur diesen Versuch wurden gleich zwei Mikrotitetfla benetzt, um zum einen die Elutionen
von drei verschiedenen S&aulen zu testen und zurer@amceine Verdunnungsreihe von dem
Alaska Seelachs zu messen. Dabei wurden die S&8ul@?) und 4 (S1) vom 27.06.12 zum
ersten Mal genutzt. Auch fir diese beiden Saulerde/dRotbarsch als Fischprobe verwendet
und Uber Nacht auf der Saule gewippt. Die dritteal&an diesem Versuch ist die als zweites
hergestellte Saule vom 5.6., allerdings wurde Waska Seelachs als Probe benutzt. Die
Inkubationszeit war auch Uber Nacht. Die Abbild@@gzeigt die Ergebnisse graphisch dar.
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V 6.1: Vergleich von 3 verschiedenen Saulen
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Abbildung 20: Vergleich von 3 verschiedenen Saulen

Es ist gut zu erkennen, dass die Werte der Durssdlinher liegen bei allen drei Saulen als die
Werte der Elutionen. Daruiberhinaus wird deutlicassidie hier als S1 bezeichnete Saule die
hochsten Extinktionen aufweist. Der Wert von c&4ei Elution 1 dieser Saule entspricht im
Vergleich zu der Verdiunnungsreihe vom RotbarsckehésiPunkt 3.4) dem Wert der 1:10
Verdinnung. Um die Werte der Saule 3 (mit Alaskal&hs als Probe) besser einordnen zu
kénnen wurden sie mit den Ergebnissen der Abbildingerglichen.

V 6.2: 2 Verdiinnungsreihen vom Alaska
Seelachs (c= 1,71 mg/ ml)
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Abbildung 21: Verdiinnungsreihe Alaska Seelachs
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Der Durchfluss der Saule 3 ist mit einem Extink§amert von tber 0,7 héher als die gemessene
Proteinkonzentration der Ausgangsprobe von demaSeelmit nur 0,52. Jedoch liegen die
Werte flur die drei Elutionen unterhalb des Wertiassdie 1:10 Verdinnung, welche auch als

Probe fir die Séaule genutzt wurde.

3.9 Versuch 7: Neue Saule mit Kabeljau

Diesem letzten Sandwich-ELISA ist die Herstellungr dinften Saule vom 16.7.12 voraus
gegangen. Als Probe wurde dafiir Kabeljau in eirendiinnung von 1:5 eingesetzt, welche tber
Nacht auf der Saule inkubiert wurde. In der Abbilgw22 sind sowohl der Durchfluss und die
drei Elutionen von der Saule mit Kabeljau dargdtstels auch zwei Verdiinnungsreihen zum

Vergleich.
V7: Ergenbisse einer Saule mit Kabeljau
0,8
‘E= 0,7
o 06
un
Y 05
]
2 04
c
2 03 -
-
£ 02 -
& 01 -
0 -
V& Q& & NP Q Q& Q&
© NN
NN

Abbildung 22: Sdule mit Kabeljau als Fischprobe

Allgemein wird deutlich, dass fur den Durchflussdudie Elutionen vom Kabeljau nur sehr
geringe Werte gemessen wurden, welche maximal €f&den. Werden diese Ergebnisse im
Verhéltnis zu den Verdinnungsreihen betrachtegpeicht das in etwa der 1:100 Verdinnung,
wobei der Ausgangswert des Kabeljaus bei eineeirkadnzentration von 2,05 mg/ml liegt.
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3.10 Indirekter ELISA 1: Uberpriifung verschiedener Durchfliisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben den vielerd®e-ELISA auch noch zwei Indirekte

ELISA durchgefuhrt, um die Durchflisse mit méglioh&ntikorperrickstanden zu testen. Dabei
wird die Mikrotiterplatte mit einer Rotbarschldsurfonzentration: 1 mg/ml) Uber Nacht

benetzt. Als Antikérper werden die antikdrperhatig Durchflisse verschiedener Saulen
verwendet. Damit es zu der spateren Substratreekkommen kann, muss ein mit

Meerrettichperoxidase versetztes Enzym benutzt everth diesem Fall eine Maus 1gG POD.

Die Ergebnisse dazu sind in Abbildung 23 dargédstell

Indirekter ELISA 1: Durchfliisse von Antikorpern
verschiedener Saulen
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Abbildung 23: Indirekter ELISA 1-Test antik6érperhaltige Durchfliisse

Anhand der Graphik ist zu erkennen, dass die Dlirséén der Saulen vom 27.6. deutlich
hohere Extinktionswerte aufweisen gegenuber dererandDurchflissen. Daher ist davon
auszugehen, dass vermutlich alle Antikérper widngim Waschen entfernt worden sind und
somit nicht gebunden haben. Allerdings konntendeei Saulen vom 17.4. und 17.7. Antikorper
an die Saule gebunden haben, da geringere Extngttigemessen wurden.
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3.11 Indirekter ELISA 2: Rickgewinnung von Antikdrpern von zwei Saulen

Da bei den Saulen vom 17.4. und 17.7. geringe Exdinswerte ermittelt wurden (siehe Punkt
3.10), wurden diese ausgewahlt um die eventuelliggdn Antikdrper wieder von der Saule mit
Hilfe von 0,25 M Essigsaure zu entfernen. Dazu wwdch hier zunachst Rotbarsch als Antigen
uber Nacht an die Platte gebunden. Die gewonnengkbgperhaltigen Fraktionen dienen als
Antikorper, gefolgt von der Maus 1gG POD. Die Ergidse dazu zeigt die Abbildung 24.

Indirekter ELISA 2: Antikorperriickgewinnung
zweier Saulen
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Abbildung 24: Indirekter ELISA 2- Riickgewinnung Antikorper

Generell wird anhand der Graphik deutlich, dassEk#gnktionswerte aller Fraktionen gering
sind, mit einem Maximalwert von 0,35. Es zeigt sstmit jedoch, dass vermutlich Antikorper

mit Hilfe der Essigsaure von der Saule geldst wetdmnten.
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3.12 SDS-Page

Im Folgenden wurden zwei SDS-Pages durchgefuhrt, dienvon den Saulen erhaltenen
Durchflisse und Elutionen auf die Proteingré3errif@estandteile zu testen. In dem Sinne wird
also das Vorhandensein von Fischparvalbumin (Gi@3dDa) in den Proben uUberpruft.

Zusatzlich zu den eben genannten Proben, werdedeufechten und linken Seite der Gele
teilweise verschiedene Marker mitgefiihrt. Diesendrezur Orientierung und je nach Markertyp
ist ein unterschiedliches Grél3enspektrum gegelmm 200 bis 1,06 kDa die genaue Einteilung
ist der Tabelle in Anhang 1 zu entnehmen. In debildlong 25 sind die zwei Gele des ersten
Versuches dargestellt. Die Kammern der Gele sinchmeriert und anhand der unter den
Abbildungen stehenden Legenden kdnnen die einzénaéoen zugeordnet werden.

Abbildung 25: SDS-Page Versuch 1

1 Marker 8 Durchfluss Séaule 2 (6.6.) 15 S2 H1 3.
2 Marker 9 Elution 1 11.6. 16 S3 E13.7.
3 Elution 1 (23.4) 10 Marker 17 D S13.7
4 Durchfluss (25.4.) 11 Marker 18 D S33.7.
5 Elution 1 S&ule 1 (6.6.) 12 E2 11.6. 19 RB 1:10
6 Elution 1 Saule 2 (6.6.) 13 D 11.6. 20 Marker

7 Durchfluss Saule 1 (6.6.) 14 S1E23.7.
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Angesichts dieser Abbildung wird deutlich, dassfabliche Markierungen in dem Bereich
zwischen 14,2 und 6,5 kDa gibt. Allerdings handalh bei diesen Proben nicht, wie gehofft, um
die einzelnen Elutionen, sondern um die Durchfli(&emmern: 4, 7, 8, 13, 17, 18) und die in
Kammer 19 enthaltene Rotbarschlésung (Verdinnuri)l:Somit wurde nur hier das

Parvalbumin nachgewiesen und nicht in den Elutionen

NIZL B3

Abbildung 26: SDS-Page Versuch 2

1 Marker 8 S1E26.6. 15 S3 E23.7.
2 D Kj 9 S2 E2 6.6. 16 S2D 3.7.
3 E1 K] 10 Marker 17 Rb 1:10

4 E2 Kj 11 Marker 18 PBS 7,2

5 E3 Kj 12 E3 11.6. 19 Marker

6 Kj1:5 13 S1E1 3.7. 20 Marker

7 E2 23.4. 14 S2 E23.7.

Fur diesen zweiten SDS-Page wurden andere Probeveneet, als fur den ersten Versuch.
Jedoch handelt es sich auch um verschiedene Diasskfl Elutionen und zwei Fischproben. Die
Abbildung 26 bestéatigt das im ersten Versuch eehaltErgebnis, denn auch hier tritt eine
Farbung in dem gewulnschten Bereich nur bei dentlissen in den Kammern 2 und 16 auf,
sowie bei der 1:5 Verdinnung vom Kabeljau (Kammgru6d der 1:10 Verdinnung vom

Rotbarsch (Kammer 17).
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Masterthesis ist die Entwicklungh v@ntikdrpersaulen zum Nachweis von
Fischparvalbumin. Es ist hervorzuheben, dass e& sim Parvalbumin verschiedener
Fischspezies handelt, da dieses Protein auch iscked, Reptilien und beim Menschen
vorkommt [35].

Fur die Herstellung der Saulen wird nur ein Antpa@rbendtigt. Es wurde dafir der

Wi 11 3G9D5 verwendet. Dabei handelt sich um einenoklonalen speziesmultireaktiven
Antikorper, der laut Hersteller mit verschiedenaschspezies, wie Rotbarsch, Kaeljau, Hering
oder Alaska Seelachs, sehr gut reagiert. Zu dechdiinrung der einzelnen Sandwich-ELISA
wird nicht nur ein einziger Antikérper, sondern éintikdrper-Paar gebraucht. Ein gutes Paar
wurde bereits in Versuchen friherer Arbeiten geimdgsomit werden auch fur diese Arbeit der
Wi 11 3G9D5 als priméarer AK und der Wi 11 1G3G1% &OD-gelabelter sekundarer AK
verwendet. Zu Beginn wird das gelieferte Antikorparhmaterial Uber eine HiTrap Protein G
Saule gereinigt. Solch eine Saule ist mehrmals eedar, je nach dem wie schnell diese
.verstopft®. Da es sich jedoch um Rohmaterial detikorper handelt, sollte es tber einen Filter
auf die Saule gegeben werden. Insgesamt werdentivreldele Fraktionen pro
Reinigungsdurchgang gewonnen, daher werden daveordieuFraktionen mit den hochsten
Proteinkonzentrationen verwendet. Um diese Konaéotr zu bestimmen, werden die einzelnen
Fraktionen mittels eines Photometers bei 280 nmegsen. Es wir diese Wellenlange fur die
quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung getydal hier die Absorption der aromatischen
Aminosauren Tryptophan und Tyrosin erfolgt [39]. fgmund der verschiedenen
Aminosaurezusammensetzungen  einzelner  Antikorper mnken  die  variierenden
Extinktionswerte zu Stande [40, 41]. Das UV-Phottene Specord S100 arbeitet
zwischenzeitlich nicht sachgemal, wodurch schwaikeéNerte auftraten. Daher wurde zum
Vergleich ein 2-Kanal-Photometer mit Glasklvettangesetzt. Jedoch erwies sich dieses
Photometer als ungunstig, da die Glaskivetten elurden von 1 ml je Probe verlangen, was
bei den geringen Mengen an Antikorper nicht gegesiersomit wurde zur Erstellung der BSA-
Standardkurve doch das erste UV-Photometer heraaogga. Mit der aus der Kurve
resultierenden Regressionsgeraden werden die Rkotedentrationen aus den Extinktionen der
einzelnen Fraktionen berechnet. Es wurden ledigliebAntikorperfraktionen von dem

Wi 11 3G9D5 photometrisch bestimmt, denn der Wi IG3G11 wurde bereits in einer
vorherigen Arbeit POD-gelabelt und gemessen. Begoerur der eigentlichen Herstellung der

Antikdrpersaulen kommt, wurde zunachst festgelegjthe Fischarten als Probe zur Gewinnung
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des enthaltenen Parvalbumins eingesetzt werderEmgcheidung fiel auf Rotbarsch als erste
Probe. Daher wurde davon eine Standardverdinnuhgst@ngefertigt und mittels eines
Sandwich-ELISA gemessen. Diese Proteinkonzentmtiodienen zum Vergleich mit den
Werten der Elutionen, die nach der Elution des &bomins mit Glycin-HCI gewonnen wurden.
Gleichzeitig wurde dabei getestet ob Milchpulver rklich besser geeignet ist als
Rinderserumalbumin (BSA) zum Blocken der freiendgingsstellen in den Wells. Anhand der
Abbildung 16 (siehe Punkt 3.4) wird deutlich, dagse 1 %ige Milchpulverldsung bessere
Ergebnisse liefert fir das Blocken in Verbindung diesen Antikérpern und der Fischprobe.
Wahrend sich in friheren Arbeiten BSA, z.B. beii8thelpilzen, als geeigneter erwiesen hat
[20]. Die Antigene sollen sich bei einem SandwiddEA nur an die spezifischen
Bindungsstellen koppeln und somit eine Komplexhilgleingehen, dies wird durch das Blocken
bewirkt. Darliberhinaus kann so vermieden werdess da zu einer Bindung von Stérsubstanzen
an die Oberflache kommt [42].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden finf verschiedende®éhergestellt. Die Saule 1, 2 und 5 sind
von Thermo Scientific gekaufte Saulen, die mit Agabeads versetzt sind. Nach dem die
Antikdrper an die Saule gebunden wurden, wurde chelferste Séule eine Rotbarsch-PBS-
Losung im Verhaltnis 1:2 gegeben. Dabei handelt aio eine recht hohe Konzentration, da der
Ausgangswert der Rotbarschprobe bei 3,56 mg/mt.lisgmit bestand die Gefahr, dass die
Saule gleich zu Beginn mit dieser Probe Uberlad#n Daher wurden die nachfolgenden
Probenaufgaben in einer geringeren Verdinnung v&@f #@lurchgefihrt. Bereits mit diesem
ersten Versuch konnte auf eine erfolgreiche Bindieg Parvalbumins aus der Rotbarschlésung
an die Saule geschlossen werden. Denn der gemeBsgimétionswert fir den Durchfluss
(0,378) ist deutlich niedriger als der der Ausgamgke mit 0,691. Dennoch hat somit nur ein
Teil des Fischparvalbumins gebunden, was aber muiMeénge an Antikdrpern in der Saule
zurickzufihren sein kann. Da die stationare Phasateell nicht ausreichend dicht mit den
Antikorpern besetzt war, wie es eigentlich seiritsd#3]. Die erfolgreiche Bindung und spatere
Elution des Fischproteins konnte jedoch nicht rsteines spater durchgefiihrten SDS-Page
nachgewiesen werden, da es zuvor zu einer Kontéioinand somit zum Schimmelpilzbefall in
der Probe kam. Bei der wiederholten Probenaufgareedsten Saule fallt auf, dass die im
Sandwich-ELISA ermittelten Werte oft h6her sind dils des Durchflusses. Darlberhinaus sind
selbst die Werte fur den Durchfluss hoher als dexté/der Fischausgangsprobe. Eine mogliche
Schlussfolgerung dafir ist, dass bei der vorausgggaElution nicht das gesamte Protein eluiert
wurde und erst jetzt die Saule mit verlasst. Samiitde die Elutionsrate tGber 100% liegen bei
wiederholter Probenaufgabe. Fir die Elution wureiedieser Arbeit 0,2M Glycine-HCI
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(pH= 2,9) benutzt, laut einem Artikel von Jane Gigiarreicht man mit einer 0,05 M Glycine
gerademal eine Elutionsrate von ca. 30%. Bei dew®edung von 70%igem Ethanol hingegen
als Elutionsmittel lassen sich 85 bis 102% desdmistzurickgewinnen [44]. Bei der zweiten
entwickelten Saule (vom 5.06.) wurde getestet wah ine langere Inkubationszeit der
Fischprobe in der Saule auf die Extinktionen aussvir Zundchst wurde die Probe nur eine
Stunde in der Saule geschittelt, dabei wurden ind8&h-ELISA Werte um 0,5 gemessen. Bei
dem zweiten Versuch Uber Nacht wurden deutlich r@iWgerte von ca. 0,95 erlangt, somit
wurden bei alle weiteren Versuchen die Fischprgbereils Gber Nacht Uber Kopf geschuittelt.
Fur die funfte Sadule wurde Kabeljau als Fischprelmgesetzt, dabei war zu beobachten, dass
sowohl der Wert fur den Durchfluss als auch fir #ieitionen unterhalb des Wertes der
Ausgangsprobe liegt. Dies ist zwar positiv, dennsicid diese Werte deutlich niedriger als fur
samtliche Elutionen der Rotbarschproben. Daraust l&&ch schlieRen, dass der benutzte
Antikorper Wi 11 3G9D5 doch besser mit Rotbarsdmrert als mit Kabeljau. Um die Saulen
drei und vier herzustellen wurden leere Saulenuatérschiedliche Weise mit NHS-aktivierter
Sepharose gefillt. Bei der 3. Saule wurde nactAdiitung von GE Health Care gearbeitet, die
besagt, dass die Sepharose zunachst separat gewascth mit den Antikérpern in einem
Glasgefald gekoppelt wird. Erst nach einer Inkulpatiber Nacht soll das Gemisch auf die Saule
Uber eine Pumpe gegeben werden. Jedoch wurde adfger geringen Menge an Antikorper-
Sepharose-Losung, das Gemisch direkt in die Saafelpen und Gber Nacht Uber Kopf
geschattelt. Fur die 4. Saule erfolgte hingegerkdipplung der Sepharose und des Antikorpers
direkt in der Saule. Anhand der durch einen SanthiCISA ermittelten Werte fur die
Proteinkonzentrationen der Elutionen beider Saldsst sich erkennen, dass fur die Saule 4
hohere Werte vorliegen. Ausgehend von dieser Tiags&onnte geschlussfolgert werden, dass
das Prozedere der Séule 4 besser geeignet ist. &dcHer anderen Seite ist die Differenz
zwischen dem Ausgangswert der Fischprobe und derchbuss grof3er bei der Saule 3, was auf
eine moglich hohere Bindung des Parvalbumins an Amikorper schlieRen kodnnte.
Desweiteren muss bei der NHS-aktivierten Sephairodgetracht gezogen werden, dass diese
eventuell doch zu alt gewesen ist und so etwas akung verloren haben kénnte. Denn die
Sepharose stammt aus dem Jahr 2007, war aber wogpldtt verschlossen bis zum jetzigen
Gebrauch. Auch die Grol3e der verwendeten leerenleS&dnnte zu den nicht
zufriedenstellenden Ergebnissen beigetragen hdbem fir die Saulen 3 und 4 wurden leere
Saule der Firma GE Health Care verwendet, die ¥mlemen von 10 ml besitzen. Bei einer
ahnlichen Anleitung von Thermo Scientic im Bezud BiiHS-aktivierte Agarose werden auf

Spin-Saulen mit einem Volumen von 2 ml verwieserb].[4Allgemein ist kein grol3er
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Unterschied zwischen den Werten der Saulen vonmitnéiischer und der mit NHS-aktivierten
Sepharose zu erkennen. Dennoch und zwar aufgrunesdseren Unterschiede zwischen der
Fischausgangsprobe und den Durchflissen, wie beBdele 1 und 5, scheinen die aus dem
AminoLink Plus Immobilisierung-Kit stammenden Sauletwas besser geeignet zu sein zur
Entwicklung von Antikérperséaulen.

Um die Wirksamkeit der hergestellten Saulen weatetiberprifen, wurden neben 2 SDS-Pages,
auch Indirekte ELISA durchgefuhrt. Mittels einedlinekten ELISA wurde die Bindung der
Antikdrper an die Saule getestet, in dem die zuv@bkltenen Durchflisse mit moglichen
Antikorperrickstanden verwendet wurden. Aufgrund dgativ hohen Extinktionswerte kann
davon ausgegangen werden, dass die Antikdrperdnsshon kaum an die Saule gebunden
haben. Grund dafir kdénnten Verunreinigungen seig, ttbtz der vorher durchgefiihrten
Antikorperreinigung aufgetreten sind. Denn Proteimel empfindlich gegentber physikalischen
und chemischen Einflissen [43], daher muss auf @mige Reinheit der Bindungspartner
geachtet werden. Jedoch wurde bei zwei Séaulen cigrsilie eventuell geringe Menge an
gebundenen Antikérpern wieder von der Saule misM, ZEssigsaure zu l6sen. Trotz der so im
letzten ELISA-Versuch ermittelten geringen Werté&dvwsomit deutlich, dass zumindest geringe
Mengen an Antikdrpern an die Saule gebunden habemun eluiert wurden.

Mit Hilfe der SDS-Pages wird geprift ob wirklich i?albumin in den gewonnenen Elutionen
der einzelnen Proben enthalten ist. Dartberhinagedem auch die Durchflisse und reine
Fischproben getestet. Anhand der Abbildungen inkP8r.2 ist ganz deutlich zu erkennen, dass
das Fischparvalbumin mit einer Grél3e von ca. 12 kixain den Durchfliissen und Fischproben
enthalten ist. Dies ist gut zu beobachten, obwshivéhrend der Probenwanderung im Gel bei
dem zweiten Versuch zu einer Verschiebung der Bakden. Somit ist eindeutig bestétigt, dass
das Fischprotein nicht an die Saule gebunden hdt es somit nicht gelungen ist eine
funktionsfahige Antikorpersaule fur die Gewinnuranveinen Parvalbumin zu entwickeln.

Um dennoch dieses Ziel zu erreichen sollten weitddglichkeiten zur Immobilisierung der
Antikorper in Betracht gezogen werden. Neben weitekgarose- und Sepharoseverbindungen,
konnten auch Aptamere, Molecularly imprinted PolygnéMIP) oder Magnetbeads genutzt
werden.

Aptamere sind kurze einzelstrangige DNS- und RN&goQukleotide, die &hnlich stark wie
Antikorper an die Zielmolekule binden kénnen. Dalaisen sie eine starke Spezifitdt und
Affinitat, sowie chemische Stabilitat aufgrund iheenzigartigen Tertiarstruktur auf. Seid 1990
wird schon mit Aptameren gearbeitet um unterschikdl Zielstrukturen, wie Proteine oder

kleine organische Molekule, zu erkennen [46, 4T, 48
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Bei den Molekular gepragten Polymeren (MIP) handsltsich um Polymere, die durch das
sogenannte Molecular Imprinting so verandert werdass sie als Antikdrperersatz angesehen
werden kénnen. Diese Polymere besitzen eine hadiali&t gegen mechanischen Stress, hohe
Dricke und Temperaturen, desweiteren sind sieivelaterant gegen eine Behandlung mit
Sauren und Basen. Allerdings ist die Kapazitat Affohitat von einigen MIP’s geringer als bei
vergleichbaren Antikdrperséaulen [49, 50].

Magnetbeads oder Magnetische Beads werden zumspediell entwickelt um verschieden
Biomolekile kovalent zu binden. Zu diesen Molekidemoren unter anderem Proteine, Peptide
oder niedermolekulare Liganden. Vorteilhaft ist eladine grol3e effektive Oberflache, die eine
maximale Bindungskapazitat ermoglicht. Dariberhsnaollte eine magnetische Trennung
schnell erfolgen (Dauer ca. 1 Minute). Desweitesard auch sie mechanisch stabil, wie die
MIP’s [51].

Eine weitere Mdglichkeit um die Antikorper zu Imnikideren ware die Verwendung von
Biosilon beads, wie sie in einigen friheren Arbeitgenutzt wurden. Jedoch ist dieses Produkt

nicht mehr kommerziell erhaltlich.
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5. Zusammenfassung

Fur die Entwicklung des Prinzips der Verteilungschatographie erhielten Martin und Synge
1952 den Nobelpreis. Darauf aufbauend wurde diendtschromatographie entwickelt, die auf
spezifischen Wechselwirkungen zwischen den Proloégipen und der stationaren Phase
beruhen.

Diese Masterthesis befasst sich mit der Entwicklemgr Antikbrpersaule zum Nachweis bzw.
zur Gewinnung des reinen Parvalbumins. Das so gesvenund vorangereicherte Fischprotein
kann dann im spateren Verlauf fur weiterfihrenddetBuchungen mit der Matrix gestitzten
Laserdesorptions- lonisations- Flugzeit- Massenspgietrie (MALDI-TOF-MS) genutzt
werden.

Zu Beginn der Arbeit wird der hier eingesetzte p@nien monoklonale speziesmultireaktive
Antikdrper Uber eine HiTrap Protein G-Saule geiniMit Hilfe einer erstellten BSA-
Standardkurve werden nun die Konzentrationen dezreéen Antikdrperfraktionen in mg/ ml
bestimmt. Zunachst werden Standardverdinnungsréiinetei Fischproben (Rotbarsch, Alaska
Seelachs und Kabeljau) hergestellt und deren RPiairzentration Uber Sandwich-ELISA
ermittelt. Diese dienen zum spateren Vergleichdert gewonnenen Elutionen der entwickelten
Saulen. Gleichzeitig wird mit dem ersten Sandwi¢hSA geprift, ob sich eine BSA- oder eine
Milchpulverldsung besser eignet fur den BlocksthEtir die folgenden ELISA-Versuche wird
nur Milchpulver verwendet zum Block, da es sichwidungsvoller erwiesen hat. Im Rahmen
dieser Masterarbeit werden 5 Saulen hergesteli Béaulen davon sind gekaufte Saulen von
Thermo Scientific und werden nach deren Protokelidmdelt in Bezug auf die Immobilisierung
der Antikoérper und der Aufgabe der Fischproben. diéranderen zwei verbleibenden Saulen
werden leere Saule genutzt, die mit NHS-aktivierBspharose versetzt werden um die
Antikdrper zu binden. Dabei ist zu beachten, dassler einen Saule die Sepharose direkt in die
Saule gegeben wird und anschlie3end die Antikorpéhrend bei der anderen Saule die NHS-
aktivierte Sepharose und die Antikérper separabweien werden, wie bei einem Batch-
Verfahren. Grundlegend wird Rotbarsch in untersdiidben Verdinnungen als Probe fir die
Saulen eingesetzt, und zwar bei vier der funf Saukdir die finfte Saule wird Kabeljau als
Fischprobe genutzt. Die somit erhaltenen vermeimtliproteinfreien Durchflisse und
Parvalbuminhaltigen Elutionen werden mit einem Sacdd-ELISA Uberprift. Desweiteren
werden die bei der Immobilisierung der Antikdrparickbehaltenen Durchflisse mit mdglichen
Antikdperrickstanden durch einen Indirekten ELISAtegtet. Zusatzlich wird versucht die

gebundenen Antikérper wieder von einzelnen Sauleergfernen, dies wird auch mittels eines
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Indirekten ELISA’s gemessen. AbschlieRend erfolgemi SDS-Pages um die Durchflisse,
Elutionen und auch Fischproben auf die MolekllgrGBeer Bestandteile, insbesondere
Parvalbumin (12 kDa), zu Uberprufen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es im Rahesen Arbeit nicht gelungen ist eine
durchweg funktionsfahige Antikdrpersaule zum Nadswen Fischparvalbumin zu entwickeln.
Daher sollten fur die Immobilisierung der Antikorpendere Substanzen in Betracht gezogen

werden, wie Magnetbeads, Aptamere oder Molekulpragge Polymere (MIP).
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Anhang 1: Vergleich der verwendeten Marker

Grolie (kDa)

SDS-Page Proteinmark
Marker (6,5- 200 kDa)

esigmamarker
Marker (6,5- 66 kDa)

Color Marker
Marker (1,06- 26,6 kDa)

200 Myosin, Rindermuskel X X
116 B-Galaktosidase, X X
E. coli, rekombinant
67 BSA BSA X
45 Ovalbumin, Ovalbumin, X
Hihnereiweil} Hihnereiweil}
36 Glyceraldehyde-3-
X phosphate X
Dehydrogenase
(Hasenmuskel)
29 Carboanhydrase, Carboanhydrase, X
Erythrozyten, Rind Erythrozyten, Rind
26,6 X X Triosephosphate
Isomerase, Hasenmusk
24 X Trypsinogen, X
Rinderpankreas
21 Trypsin-Inhibitor, Trypsin-Inhibitor, X
Sojabohne Sojabohne
17 X X Myoglobin, Pferdeherz
14,3 Lysozym, Huhnerei X X
14,2 X a-Lactalbumin, a-Lactalbumin,
Rindermilch Rindermilch
6,5 Aprotitnin, Rinderlunge | Apraotitnin, Aprotitnin, Rinderlunge
Rinderlunge
3,5 X X Insulin Kette B, oxidiert
Rind
1,06 X X Bradykinin
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Anhang 2: Extinktionswerte und Konzentrationen der gereinigtan Antikérperfraktionen

bei 280 nm
Datum Bezeichnung 1. Wert 2. Wert 3. Wert| Mittelwert  berechnete
Konzentration
22.03.12 Fr. 1 0,2459 0,2498 0,2499 0,2485 1,1840
Fr. 2 0,0577 0,0585 0,0593 0,0585 -0,1354
02.04.12 Fr. 1 0,1262 0,1267 0,1266 0,1265 0,3368
Fr. 2 0,0116 0,0115 0,0116 0,0116 -0,4611
21.05.12 Fr. 1 0,0655 0,0775 0,077 0,0735 -0,031p
Fr. 2 0,0294 0,0303 0,0301 0,0299 -0,3338
Fr. 3 0,0110 0,0117 0,0112 0,0113 -0,4632
Fr. 4 0,0142 0,0156 0,0156 0,0151 -0,4366
Fr.5 0,1694 0,1699 0,1703 0,1699 0,6380
Fr. 6 0,1384 0,1392 0,1393 0,1390 0,4234
Fr. 7 0,0040 0,0043 0,0047 0,0043 -0,5116
Fr. 8 0,0231 0,0236 0,0237 0,0235 -0,3787
12.07.12 Fr.1 0,0538 0,0534 0,054 0,0538 -0,1683
Fr. 2 0,1339 0,1343 0,1339 0,1340 0,3891
Fr. 3 0,0903 0,0903 0,0907 0,0904 0,0863
Fr. 4 0,0148 0,0148 0,0148 0,0148 -0,4389
Fr.5 0,0531 0,0538 0,0531 0,0533 -0,1713
Fr. 6 0,0153 0,0157 0,0157 0,0156 -0,4336
Fr.7 0,1326 0,1321 0,1312 0,1320 0,3748
Fr. 8 0,0752 0,0744 0,0741 0,0746 -0,0238
Fr. 9 0,0765 0,0769 0,0765 0,0766 -0,0095
Fr. 10 0,0625 0,0632 0,0617 0,0625 -0,1079
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Anhang 3: AmminoLink Plus Immobilization Kit
Wichtig:

- vorher die Kit Komponenten auf Raumtemperatundein
- vorher Proteine mittels Spektrophotometer bestimm

Materialien:
-Coupling Puffer:
- pH 10: BupH Pack Inhalt in 500 ml Reinstwas$seh
- zur Lagerung bei 4°C tberschissigen Puffer ergfeund z.B. 0,05% Sodium Acetat
hinzufiigen
- Protein Probe:
- 1-20 mg Protein in 2-3 ml Coupling Puffer 16sem Immobilisieren
- bei Proteinen in Losung: Probe mit 4-fachem@espling Puffers verdinnen, alternativ
entsalzen oder dialysieren

- The protein sample should be 1-20mq of protei-#8ml of coupling buffer so the concentration
will range between 0.33 mg/ml (1 mg proteir8iml buffer) to 10 mg/ml (20 mg protein in 2 ml

buffer).

-Lagerpuffer:
- PBS mit 0,05 % Sodiumazid (NgN

Prozedere mit pH 10-Puffer:
A. Protein Immobilisierung:
Notiz: alle Saulenzentrifugationen bei 1000 x gXimin unter Verwendung eines 15 ml Tubes
Die Saulen dirfen nicht austrocknen!!!
1.- suspendiere das AminoLink Plus Resin bei Ergl-ind Mischen
- um Luft in der Saule zu vermeiden erst dieretdéappe entfernen dann die untere!!!
- Zentrifugieren der Saule um Lagerpuffer zdemen

2. -2 ml pH 10 Coupling Puffer erganzen und zémngreren
- wiederholen mit zusatzlichen 2 ml pH 10 Puffe

3. - untere Kappe wieder ansetzen
- 2-3 ml Proteinprobe (gel6st in pH 10 Couplingffer) auf die Saule geben
- 0,1 ml der Probe zurtick behalten fir ans@elile Bestimmung der Kopplungseffizienz

4. - obere Kappe drauf setzen
- mischen der Saule durch Wippen oder End-&pel-Mischen bei Raumtemperatur fir 4h oder
Uber Nacht

5. - Entfernen der beiden Kappen, in einen neudre Tegen und zentrifugieren um nicht gebundene
Proteine zu sammeln

6. - den Durchfluss zurtickbehalten und die Effiziggstimmen wahrend man mit Blockschritten
Fortfahrt
- bestimmen der Bindungseffizienz durch Veidialer Proteinkonzentrationen der nicht
gebundenen Proteine und der Startprobe (3.)
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7. - waschen der Saule mit 2 ml Bindungspuffer pHuhd zentrifugieren
- einmal wiederholen

8. - untere Kappe wieder ansetzen
- unterm Abzug 2 ml Bindungspuffer pH 7,2 zud®OlaCNBH; erganzen
- erhaltene Losung auf Saule geben

9. - obere Kappe drauf setzen und fur 4h bei Rampeatur mischen oder tber Nacht bei 4 °C

B. Block Remaining Active Sites

1. - vorsichtig die obere Kappe entfernénGas kdnnte sich gebildet haben

2. - untere Kappe entfernen, Saule in neuen Tu®nlend zentrifugieren um Bindungspuffer zu
Entfernen

3. - waschen der Saule mit 2 ml Quenching Pufferzentrifugieren
- diesen Schritt einmal wiederholen

4. - untere Kappe anlegen
- unterm Abzug 2 ml Quenching Puffer zuydMaCNBH; erganzen
- erhaltene L6sung auf Saule geben (ErgebniesMMINaCNBH)

5. obere Kappe drauf setzen und vorsichtig fur 80bmi End-tber-End Mischen mischen

C. Waschen der Saule

1. - vorsichtig die obere Kappe entfernénGas konnte sich gebildet haben

2. - untere Kappe entfernen, Saule in neuen Tuenlend zentrifugieren um Quenching Puffer zu
Entfernen

3.- entfernen der Reagenzien und nicht gebunddeiRem durch waschen mit 2 ml Wash Lésung und
Zentrifugieren
- diesen Schritt 4 mal wiederholen

- Notiz:

Uberwachen des Waschens auf die Anwesenheit vdeifea; normalerweise reichen 10 ml Wash
L6sung um nicht gebunden Proteine zu entfernen,Rdmteine welche bei einer hohen Konz. gebunden
wurden oder bei pH 10 kénnen umfangreicheres Waslbrotigen

4. - Saule vorbereiten fur Lagerung: 2 ml Lagerpoder zufiigen und zentrifugieren
- diesen Schritt 2 mal wiederholen

5. - untere Kappe aufdrehen und 2 ml Lagerungspatfédie Séaule geben

6. - obere Kappe drauf setzen und bei 4 °C lagden o
mit dem Generellen Protokoll fur Affinitatemeyung fortfahren (Schritt 3)
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Generelles Protokoll fur Affinitatsreinigung

Materialien bendtigt:

- Bindungs-/ Waschpuffer: PBS, Tris-buffered saliiBS)

- Probe: geldst

- Elutionspuffer: IgG Elutionspuffer oder 0,1-0,2@tycine HCI pH 2,5-3,0

- Neutralisationspuffer: 1 ml von 1M Natriumphospbder 1 M Tris HCI mit pH 8,5-9,0

Schritte:
1. - vorbereitete Saule auf Raumtemperatur bringen

2. - beide Kappen entfernen und zentrifugieren agekldsung zu entfernen
- 6 ml des Bindungs-/ Waschpuffers auf die 8@alben

3. -<2ml Probe geldst in geeignetem BindungspufferdgeifSaule geben
- der Probe erméglichen an die Saule zu binthehdie untere Kappen drauf setzen
- 0,2 ml Bindungs-/ Waschpuffer zugeben undothere Kappe anlegen
- die Saule fur 15- 60 min wippen/mischen bauRtemperatur um die Bindung zu erméglichen

4. - beide Kappen entfernen und die Saule zentefag
- ohne den Tube zu wechseln, 1 ml Bindungs-$&Npuffer zufligen und wieder zentrifugieren
- den Durchfluss zurtickbehalten und die Effizigestimmen

5. - Waschen der Saule und 2 ml Bindungs-/ Wasd¢apafigeben und zentrifugieren
- diesen Schritt 2 - 4 mal wiederholen

6. - Protein mit 2ml Elutionspuffer eluieren
- Lésung sammeln in Zentrifugentube, in welcHd@ul Neutralisationspuffer vorgelegt sind und
Zentrifugieren
- eluierte, neutralisierte Probe sammeln undSehritt 2-3 Mal wiederholen

7. - Proteinbestimmung direkt mittels SDS-Page &¥etein Assay

Notiz:

- Saule schnell nach dem benutzen aquilibrierersahéidden zu vermeiden

- eine Saule kann bis zu 10 Mal benutzt werdenradigdson der Stabilitat der
immobilisierten Proteine

8. - 4 ml Bindungs-/ Waschpuffer durch die Sauldda lassen

9. - untere Kappe anlegen und 4 ml Bindungs-/ Wasitlr mit einer Endkonzentration
von 0,05 % NaN3 zur Lagerung
- obere Kappe drauf setzen und bei 4 °C lagern
- NICHT EINFRIEREN!!
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Anhang 4: NHS-aktivierte Sepharose nach GE Health &e

- Herstellen der Puffer:
Natriumhydrogencarbonat-Puffer, pH=8,3
1 mM HCI
0,1 M Tris-HCI
Acetatpuffer

- Vorbereiten der Probenlésung:
0,5 ml AK + 1,5 ml NaHC@-Puffer

- Waschen der Sepharose in Glasschale mit 1mM HCI

mit 10-15 fachen des Mediumvolumens

- Zusammenfugen Proben (AK) mit Sepharose in Gfaggéber Nacht bei 4 °C

- Blocken fur 2 Stunden bei Raumtemperatur
mit 1 M Tris-HCL

- Waschen mit 2 Puffern
3 x 1 Mediumvolumen 1M Tris HCI
3 x 1 Mediumvolumen 1M Acetatpuffer

- einzelne Puffer entfernen durch Pipettieren

- statt Pumpe zu verwenden wird gesamte Losunmen®iule gegeben

Uber Nacht und bei Raumtemperatur ,Kopf Giber dekiit

- L6ésung in Saule mit PBS waschen und Zentrifugiere

- Lagerung mit PBS + 0,05% Naldei 4 °C bis Weiterverwendung
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Anhang 5: NHS-aktivierte Sepharose abgeleitet nach Thermo Higr

- Saule: leere Saule von GE Health Care, 10 ml
- Bindungspuffer: NaHC®+ 0,5 M NacCl, pH= 8,3
- Waschpuffer: PBS 7,2
- Quenchingspuffer: zum Blocken
Tris HCI pH= 8,85
- 5 ml aktivierte Sepharose in Saule geben
- 5 ml Reinstwasser hinzufiigen und zentrifugieren

- 5 ml NaHCQ zugeben, zentrifugieren und Durchfluss verwerfen

- untere Kappe ansetzen und ca. 2 ml Probe hinemgeb

Obere Kappe anlegen und Saule ,,Kopf tber schifiiell h

- beide Kappen entfernen und zentrifugieren, derclfluss zurtickbehalten

- Waschen der Saule mit 1 ml PBS, zentrifugieresh Darchfluss behalten

- untere Kappe anlegen und 2 ml Tris HCI zu gehen Blocken

- obere Kappe drauf und fur 15-20 min bei Raumteatpe tber Kopf schittel/ Wippen

- Kappen entfernen und zentrifugieren

- Waschen der Saule mit mindestens 6 ml PBS

- zur Lagerung 6 ml PBS + 0,05% Nad8lurch Saule laufen lassen

- untere Kappe anlegen, wenn 1 ml der Lésung nodei Saule drin ist

- obere Kappe anlegen und bei 4 °C lagern
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Anhang 6: Durchfuihrung eines Sandwich-ELISA

1. Coating mit Priméaren monoklonalen speziesmulkitieen Antikorpern (pmAK):
- Verdlinnung 1:1000 herstellen
- 150pl/ well auftragen
- ELISA-Platte mit Alufolie abdecken
- Uber Nacht bei 4 °C inkubieren lassen
2. Waschen: - Waschprogramm: 4:EIA 3x (3 WascHhuyénge)
- alle Waschschritte laufen nach gleichem Prograabhm
3. Blocken: - 1 %ige Milchpulverlésung in PBS (10 ml) ansetzer> Gefahr: Schaumen
- Blocken freier Bindungsstellen in den Wells dugzigabe von 20Ql/well
- 1 h inkubieren bei Raumtemperatur
4. Waschen: -s.o.
5. Auftragen von Antigenen:
- jeweilige Fischprobe verdinnen, 1:10 o. 1:5 niSP
- 150ul dieser Losung/ well auftragen entsprechend demSA&iPlan
6. Waschen: -s.o.
7. Auftragen von POD- konjugierten Sekundaren mraden Antikérpern (smAK):
- Verdiinnung 1:1000 herstellen der entsprechen@ Praktion in PBS
- entsprechend ELISA-Plan 150 well auftragen
- 1 h bei Raumtemperatur inkubieren
8. Waschen: -s.o.
9. Aufbringen von Substratlésung:
- Herstellen der Substratlosung aus TMB, H202 uattiNmacetatpuffer
(erst unmittelbar vor Gebrauch herstellen)
- 200ul/well der Lésung aufgeben
- 10-30 Minuten inkubieren bei Raumtemperaturbis Blaufarbung eintritt
- in gleicher Reihenfolge 5@/ well 2M H2S04 geben- dient als
Stopplosung (Gelbfarbung durch 2M H2S04 bei hohdiviéat)
10. Auswertung:
- erfolgt mit ELISA-Reader “Wallac 1420 Manager*
- Messung bei 450 nm
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Anhang 7: Durchfihrung Indirekter ELISA

1.

Platte mit Antigen beschichten, in dem Fall Rgobe Gber Nacht bei 4 °C
- 150ul pro well

. Waschen mit Waschprogramm 4:EIA 3x
. Aufgeben der Durchflussproben, welchen Antikbéggthalten fir 1 h
- 150ul pro well
. Waschen mit Waschprogramm 4:EIA 3x
. Aufgeben IgG Maus POD in 1:1000 Verdinnung ftr 1
- 150ul pro well
. Waschen 4:EIA 3x
. Substratlosung aufbringen
- 200ul pro well
- 10-30 min Inkubationszeit
in gleicher Reihenfolge 50/ well 2M H2S04 geben~ dient als Stopplésung
(Gelbfarbung durch 2M H2S04 bei hoher Ak#&t)
. Auswertung:

- erfolgt mit ELISA-Reader “Wallac 1420 Manager
- Messung bei 450 nm

8. Anhang
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Anhang 8: Durchfiihrung SDS-Page

- Herstellen der nétigen Puffer: Substanzlésundspuklektrophoresepuffer (Laufpuffer)
und Probenlésung

- nach der Anleitung von Anamed Elektrophorese GmbH

- 6ffnen der Geltite und die Gelkassette entnehmen

- Verpackungspuffer verwerfen und mit dest. Wasgéiten

- Klebeband am unteren Ende der Kassette entfenmetien Geldurchtrittsspalt frei zu legen

- Kamm entfernen um die 10 Kammern (Probentasdiiermlie Proben freizulegen

- 2 vorbereitete Gele in die Elektrophoresezelteese

- 44 ul der jeweiligen Probe mit 51 der Probenlésung mischen

- die Probentaschen mit Hilfe von Pipetten mit lpaufer auffllen

- Befillen der gesamten Elektrophoresezelle mitfjuadfier

- 20l in dafiir vorgesehene Kammer pipettieren

- auch 2Qul des unverdiinnten Markers in die entsprechencderf@n geben

- Gelhalterung an Stromquelle anschlief3en:
223 mA; 125 V; ca. 2,5 h Laufdauer

- Herstellen 10 % Trichloressigsaurelésung

- Gele vorsichtig aus den Platten entfernen un@®@imin in die Lésung legen

- Herstellen der Farbelbsung
- Dauer des Anfarbens: 12- 15 h unter Schitteln

- Herstellen der Entfarbelésung

- Dauer des Entfarbens: 1h unter Schiitteln

- Auswerten der sichtbaren Banden auf den Gelen
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