2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders erwéhnt, wurden die Laborchemikalien von den Firmen Amersham
(Braunschweig), Dako (Hamburg), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma

(Mdinchen) in analytischer Qualitat bezogen.

2.1.2 Zellkulturmaterialien

Zur Zellanzucht wurden sterile Plastikkulturflaschen von Falcon (Becton-Dickinson,
Heidelberg) und Nunc (Wiesbaden) sowie 96-Well-Mikrotiterplatten der Firma TPP

(Trasadingen, Schweiz) verwendet.

2.1.3 Gewebe und Serumproben

Das Coloncarcinommaterial stammte aus der Abteilung Chirurgie des Behring-
Krankenhauses (Leiter: Prof. Dr. Konradt) in Berlin und aus der I. Chirurgischen Klinik des
Universitatsklinikums Benjamin Franklin (UKBF) der Freien Universitat Berlin (Direktor:
Prof. Dr. Buhr).

Die Histologien wurden mit Schnitten aus dem Institut fur Pathologie des UKBF (Direktor:
Prof. Dr. Stein) angefertigt.

Untersuchungen mit Patientenseren wurden mit Serumproben aus dem Institut fir Klinische

Chemie und Pathobiochemie des UKBF (Direktor: Prof. Dr. Tauber) durchgefuhrt.

2.1.4 Zelllinien

Die verwendeten Coloncarcinom-Zelllinien HT29, LS180 und SW620 waren in der
Arbeitsgruppe schon vorhanden und wurden in Kulturen gehalten.
Die verwendeten Hybridom-Zelllinien wurden durch Fusion von Maus-Myelomzellen (NS-

1) mit stimulierten Milzzellen etabliert.
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2.1.5 Priméarantikoérper

Die Primarantikérper Aw 03.1.1 und Aw 05.1.14 wurden in der Arbeitsgruppe etabliert

(unverdiinnter Zellkulturiiberstand).

Antikorper, die gegen humanes Carcinoembryonales Antigen (CEA) gerichtet sind, wurden

von der Firma Dako (D&nemark) bezogen (Klon MaH 11-7/Dako 7072).

2.1.6 Proteine

Die Collagene I, 111, IV und V wurden von der Firma Sigma (Miinchen) bezogen.
Carcinoembryonales Antigen, gereinigt aus humanen Tumoren, wurde von der Firma
CalBiochem (San Diego, USA) bezogen.

Fibronectin und Laminin wurden von Sigma (Minchen) bezogen.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Samtliche Arbeiten im Zellkulturbereich wurden an einer Sterilbank unter Laminar-Flow
durchgefihrt. Die Zellen wurden in einem Begasungsbrutschrank von Heraeus (Hanau) bei
37°C und CO,-Begasung (5%) kultiviert. Zentrifugiert wurde mit einer Digifuge GL von
Heraeus.

Als Nahrmedien wurden seromed” Fertigmedien der Firma Biochrom (Berlin) verwendet.

22.1.1 Puffer und Nahrmedien
PBS

8,779 NaCl

029 KCI

1,159 NazHPO4XH20

029 KH,PO,

ad 1000ml aqua bidest (pH 7,2).
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Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
500ml enthalten

3,79/l NaHCO,

4,59/l D-Glucose

RPMI 1640
500ml enthalten
2,00/l NaHCO4

HT-Stammldsung 100-fach

136mg Hypoxanthin

39mg Thymidin
in 100ml aqua bidest. bei 75°C ldsen,
lagern bei -20°C

Hybridomzellmedium
100ml (10%) Horse serum inaktiviert

3,59 Glucose
0,449 Glutamin
2ml Penicillin/Streptomycin 500-fach

ad 1000ml DMEM:RPMI (1:1)

Zelllinienmedium
100ml FKS (foetales Kalberserum) inaktiviert
0,44g Glutamin
2ml  Penicillin/Streptomycin 500-fach
ad 1000ml RPMI

22.1.2 Passage der Zellen in vitro
In der Regel wurden die Zellklone im Dreitagesrhythmus ausgedinnt und mit frischem
Medium versorgt. AulRerdem erwies sich ein Auswechseln der Kulturflaschen nach ca. 5

Passagen als sinnvoll, um Kontaminationen durch Mikroorganismen zu vermeiden.
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2.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen zunédchst zu 100%-Konfluenz kultiviert. Der Inhalt einer
50 ml Kulturflasche wird in der Digifuge 3 min lang bei 900rpm pelletiert. Der Uberstand
wird abgesaugt und das Pellet in 1,5 ml fotalem Kalberserum mit 10% Dimethylsulfoxid
(DMSO) aufgenommen. Es folgt die Uberfihrung in ein 2ml Gefriervial mit Schraub-
verschluss der Firma Nunc. Um ein langsames Einfrieren zu ermdglichen, werden die GeféRe
mit Zellstoff umhdallt, bevor sie zunédchst bei -80°C eingefroren werden. Fur eine
Langzeitkonservierung ist es sicherer, die Zellen nach einem Tag in einem Stickstofftank bei

-196°C aufzubewahren.

2.2.1.4 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen von Zellen wird auf 37°C angewérmtes Zellkulturmedium bereitgehalten. Die
Gefriervials werden langsam handwarm aufgetaut und in warmem Medium aufgenommen.
Um das Dimethylsulfoxid (DMSO) vollstdndig zu entfernen, ist es notwendig, die Zellen
zweimal mit Medium zu waschen. Dabei werden die Zellen jedes Mal in der Digifuge 3min.

lang bei 900rpm pelletiert und der Uberstand abgesaugt.

2.2.15 Bestimmung der Zellzahl

Fir die Bestimmung der Zellzahl in einer Zellkulturflasche wird die Neubauer-Kammer
verwendet. Um lebende und tote Zellen differenzieren zu konnen, werden sie mit
Trypanblau behandelt. Der Farbstoff dringt durch die defekte Zellmembran toter Zellen ein

und férbt so ihr Cytoplasma an.

Farbel6sung
0,1% Trypanblau in 0,9% NaCl-Lésung

Durchfiihrung:
Fur die Zellzahlung werden 20ul Zellkulturtiberstand und 80ul Trypanblaulésung (1:4)

gemischt, und davon 10ul in die Kammer geftllt. Nach Aufgeben des Deckglases kénnen die

nicht gefarbten Zellen eines GrolRquadrates ausgezahlt werden. Unter Berlcksichtigung des
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Verdiinnungsfaktors (5) und des Kammerfaktors (10*) wird die tatséchliche Zellzahl pro ml

Kulturiiberstand errechnet.

2.2.1.6 Limited-Dilution

Um die Monoklonalitét eines antikorperproduzierenden Klons zu gewéhrleisten, bietet sich
die von Coller und Coller (1983) beschriebene Methode der Limited-Dilution an.

Mittels Neubauer Zellkammer (siehe Methoden Kap. 2.2.1.5) wird die Zellzahl eines Klons
bestimmt, und dann die Zellkultur mit Medium so weit ausgediinnt, dass sich statistisch nur
noch eine Zelle pro Kultur befindet. Bei Aufzucht des Klons in einer 96er-Vertiefungsplatte
kann das Wachstum aus einer einzigen Zelle mikroskopisch kontrolliert werden. Es
empfiehlt sich, die Zellzahl bei der Aussaat dennoch etwas zu erhdhen, da nicht von einer

hundertprozentigen Angehrate (Cloning Efficiency) ausgegangen werden kann.

2.2.2 Analytische Methodik

2221 Proteinbestimmung mit Bicinchoninséaure

Diese Proteinkonzentrationsbestimmung wurde von Smith et al (1985) beschrieben. Die

daftr bendtigten Losungen A und B wurden von der Firma Pierce (Weiskirchen) bezogen.

Losung A
1%  Dinatriumsalz der Bicinchoninséure
2%  Natriumcarbonat-Monohydrat
0,16% Natriumtartrat
0,4% Natriumhydroxid
0,95% Natriumhydrogencarbonat
in 1000ml H,O

Losung B
4%  Kupfersulfat-Pentahydrat
in 1000ml H,O
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Durchfiihrung:

Die Proteinlésungen verden in einer Verdunnungsreine zu je 20ul/Well in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert. Es ist darauf zu achten, dass die Konzentrationen im
Messbereich des Photometers (etwa zwischen 50 und 500ug/ml) bleiben.

Parallel wird eine Standardkurve mit bovinem Serum-Albumin (BSA) in entsprechenden
Verdunnungen erstellt.

Zur Proteinbestimmung werden Ldsung A und Losung B im Volumenverhaltnis 1:50 zum
Arbeitsreagenz vermischt. Jeweils 200ul Lésung werden zu jeder Proteinprobe gegeben.
Nach einer Inkubationszeit von 30min bei 37°C unter Schiitteln kann der entstehende

Farbkomplex bei 570nm in einem ELISA-Reader photometrisch quantifiziert werden.

2222 Konzentrieren und Entsalzen von Proteinproben

Zur Konzentrierung werden die Proteinproben lyophilisiert, in der Vakuumzentrifuge
eingeengt oder durch Filtration angereichert.

In der Vakuum-Zentrifuge (Speed-Vac) der Firma Uniequip (Martinsried) konnen
detergenzhaltige Proben in Eppendorf-GefaRen oder Zentrifugenglésern eingeengt werden,
wobei das durch den starken Unterdruck verdampfende Ldsungsmittel in einer Kihlfalle
gesammelt wird. Die Zentrifuge verhindert Aufschaumen und Siedereizung.

Proteine, die in einem harnstoffhaltigen Puffer gel6st sind, konnen durch Ultrafiltration mit
Centricon-Rohrchen der Firma Amicon (Beverly, MA, USA) angereichert werden. Die
anisotrope Membran des Centricon-10-R6hrchens hélt Proteine mit einem M, > 10k
zuriick, wahrend das Losungsmittel durch Zentrifugation (ca.1,5h bei max. 5000gq)
hindurchgelangt. Diese Methode ermdglicht auch ein Entsalzen der Proteinprobe. Das Salz
kann durch mehrfaches Verdinnen mit H,O durch die Membran gewaschen werden. Die
Fullungskapazitat eines Centricon-10-Rohrchens betragt 2ml.

Groliere Mengen Probe werden mit einem Centriprep-10-Filter der Firma Amicon (Beverly,
MA, USA) in gleicher Weise konzentriert und entsalzt. Der Centriprep-10-Behélter nimmt

bis zu 15ml Probe auf.
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2.2.2.3 N-Terminale Sequenzbestimmung von Proteinen

Die N-terminale Sequenzierung zur Ermittlung der Aminosduresequenz erfolgte nach
Edman.

Dieser Vorgang wird automatisiert betrieben. Am Anfang steht die Ermittlung der
Aminosaurezusammensetzung. Das zu untersuchende Peptid wird 24h in 6M HCI
hydrolysiert und dann vermessen. Die Quantitat der Aminosdauren kann Uber die Extinktion
bestimmt werden, die Identifizierung erfolgt iber lonenaustauschchromatographie.

Beim eigentlichen Edman-Abbau wird nun vom aminoterminalen Ende eines frischen
Peptidansatzes aus eine Aminoséure nach der anderen entfernt. Dazu wird das
aminoterminale Ende mit Phenylisothiocyanat gekoppelt und kann dann abgespalten
werden. Das Abspaltungsprodukt ist eine zyklische PTH (Phenylthiohydantoin)-
Aminosdure, die chromatographisch identifizierbar ist. Zusétzlich kann man die
Aminosdurezusammensetzung des Peptids vor und nach der Abspaltung vergleichen, und so
auf die abgetrennte Aminosaure schliel3en.

Maximal lassen sich so etwa 50 sequenzierte Aminosduren eines Proteins bestimmen. Eine
Ansequenzierung mit circa 10 Aminosduren ist zur Klassifizierung des Proteins jedoch
meist ausreichend, da von einer Teilsequenz aus durch Datenbankvergleich auf die Identitét
geschlossen werden kann. Der Datenbankvergleich wurde mit verschiedenen
Hilfsprogrammen, die Uber den ExPasy-Server im Internet verfugbar sind, auf Basis der
Swiss-Prot-Datenbank durchgefunhrt.

N-Terminale Sequenzbestimmungen von Proteinen und Peptiden wurden am Institut fur
Biochemie der Freien Universitat Berlin (Dr. Christoph Weise, Arbeitsgrupe: Prof. Dr.
Hucho) durchgefihrt.

2224 Massenbestimmung von Peptiden mit der MALDI-TOF MS

Eine genaue Massenbestimmung von Peptiden kann mit der Matrix-Assisted-Laser-
Desorption-lonisation-Time-of-Flight Massenspektrometrie vorgenommen werden.
Durch Anregung eines kristallisierten Gemisches aus Analyt und Matrix durch einen

Laserstrahl I6sen sich lonen heraus, die sich in Uberschallgeschwindigkeit in ein Vakuum
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hinein ausdehnen (Beavis, 1991). Durch Anlegen eines elektrischen Feldes werden die lonen
gezwungen, die Rohre des Messinstruments zu durchfliegen. Je nach Grolie des Peptidions
ist seine Kinetische Energie verschieden und fiihrt zu bestimmten Fluggeschwindigkeiten.
Die zeitlich versetzte Ankunft der lonen kann durch empfindliche Messgerate registriert
werden und nach Eichung mit bekannten Peptiden einem bestimmten Molekulargewicht
zugeordnet werden. Durch Verandern der Voltzahl des elektrischen Feldes konnen
verschiedene Messbereiche eingestellt werden. Die Messungen erfolgten an einem Biflex-

Massenspektrometer der Firma Bruker.

ACCA-Matrix

TA-LGsung:
0,1% Trifluoressigsaure (TFA) in 2:1 H,O/Acetonitril
20mg/ml Cyan Cinnamon Acid (CCA) in TA-L6sung

ATT-Matrix
6-Aza-2-thiothymin

Durchfiihrung:

Zunachst wird das Probenlyophilisat in 2:1 Wasser/Acetonitril aufgenommen und mit 0,5%
TFA angesauert.

Das Target muss sorgfaltig mit H,O im Ultraschallbad und anschlieBend mit Acetonitril
gereinigt werden, bevor Proben und Matrix auf die markierten Bereiche aufgetragen werden.
Die ersten zwei Auftragsfelder werden mit Standardlésungen belegt. Standardlésung und
Matrix werden im Verhdltnis 1:2 aufgetragen.

Als Standards werden Angiotensin (M+H+: 1047.2 D) und ACTH (M+H+: 2466.73 D)
verwendet.

Jede Probe wird in 3 Verdunnungen aufgetragen. Das erste Feld wird mit 0,3ul Probe und

0,3ul Matrix belegt. Auf die weiteren Felder wird seriell 1:1 verdinnt.
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2.2.3 Praparation von Coloncarcinomen

Beim Umgang mit nativem, potenziell humanpathogenem Material wurde unter besonderen
Sicherheitsvorkehrungen gearbeitet. Dazu gehdren Handschuhe, Mundschutz, Schutzkittel,
gesonderte Abfallbehdlter (und deren gesonderte Entsorgung), sowie die Autoklavierung

benutzter Gefalie.

2.2.4 Aufarbeitung von Plasmamembranen

Die Isolierung der Coloncarcinommembranen erfolgt nach einer Modifikation der zur

Leberaufarbeitung etablierten Methode von Harms und Reutter (1974).

2241 Gewinnung von Plasmamembranen aus Patientenmaterial
Durchfiihrung:

Alle erforderlichen Schritte zur Aufarbeitung erfolgen auf Eis bzw. werden bei 4°C
durchgefihrt. Die Coloncarcinomresektate werden vor ihrer Verarbeitung bei -80°C gelagert.
Zur weiteren Verarbeitung wird das Material aufgetaut und zur Entfernung von NaCl mit
isotonem Medium gewaschen. Das Coloncarcinomgewebe wird préparativ von umliegendem
Fett und Bindegewebe befreit. Anschlielend wird mittels der Embryonenquetsche weiteres
Bindegewebe entfernt. Der entstandene Gewebebrei wird gewogen und anschlieBend im
Verhéltnis 1:10 mit hypotonem Medium verdinnt. Das Gemisch wird nun durch Gaze
filtriert, wodurch erneut Extrazellularsubstanz zurtickbleibt, und im Dounce-Homogenisator
mit 25 Hlben homogenisiert. Das Homogenisat wird im Verhaltnis 1:100 mit hypotonem
Medium verdiinnt und 10min bei 1500rpm zentrifugiert. Das aus Zellkernen bestehende
Pellet wird verworfen, der Uberstand 20min bei 5000rpm zentrifugiert. Der hierbei
entstandene Uberstand enthalt die cytosolischen Bestandteile und kann somit ebenfalls
verworfen werden.

Das Pellet wird in 10ml H,O resuspendiert, zur weiteren Verwendung in Eppendorf-Cups

aliquotiert und bei -20°C eingeforen. AnschlieRend erfolgt eine Proteinbestimmung.
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2.2.4.2 Gewinnung von Plasmamembranen aus Carcinom-Zelllinien
Durchfiihrung:

Die adhérent wachsenden Zellen werden mit sterilem PBS unter Zuhilfenahme eines
Zellschabers abgel6st und zweimal mit PBS gewaschen, wobei die Zellen jeweils durch
Zentrifugation pelletiert werden. Das Zellpellet wird in isotonem Medium im Verhaltnis
1:10 aufgenommen. Als Proteinase-Inhibitor wird 1% PMSF (100mmol/l in 2-Propanol)
hinzugefugt. Die Suspension wird mit 25 Hiben im Dounce-Homogenisator behandelt.
AnschlieRend wird die Suspension mit hypotonem Medium im Verhéltnis 1:100 verdunnt
durch eine Kantle (Durchmesser 0,33mm) gepresst.

Es wurde bei 400g (1000rpm) fur 10min zentrifugiert und danach das zellkernhaltige Pellet
verworfen. Durch erneute Zentrifugation bei 7000g (12000rpm) fur 20min befindet sich die
Cytosolfraktion im Uberstand und wird verworfen.

Das Pellet wird in hypotonem Medium im Verhaltnis 1:10 bis 1:20 unter Zugabe von 1%
PMSF resuspendiert.

Durch weitere optionale Zentrifugation bei 7000g fir 20min kdnnen Cytosolreste und

periphere Membranproteine entfernt werden.

2.2.4.3 Delipidierung

Die Entfernung von Plasmamembranlipiden erfolgt nach der Methode von Svennerholm und
Fredmann (1979) und besteht in der Féllung mittels Methanol, Chloroform und Wasser.
Dabei befinden sich die Lipide wund niedermolekulare Substanzen in der

Chloroform/Methanolphase, und die Proteine werden ausgefallt.

Durchfiihrung:
Im Verhaltnis 3/4/8 wird zu 300pl Solubilisat (optimale Proteinkonzentration 5-10mg/ml),

800ul Methanol und 400ul Chloroform gegeben. AnschlieBend wird 10min bei 4°C und

6000rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wird nochmals
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delipidiert, indem es mit 300ul Wasser, 800ul Methanol und 400ul Chloroform

resuspendiert wird. AnschlieBend wird das Pellet in Iml Ethanol aufgenommen.

2244 Desialylierung

Durchfiihrung:
Als ReaktionsgefaR fur die Sialidase-Reaktion dient ein Eppendorf-Cup. Die

Rohmembranpréparation wird mit 5-fach-konzentriertem  Sialidasepuffer  (0,5M
Natriumacetat, pH 5) versetzt (1/4 des Probenvolumens). Mit Essigsdure wird der pH auf
einen Wert kleiner 5,5 eingestellt. Die Sialidase (aus Vibrio cholerae) der Firma Boehringer
(Mannheim) soll in einer Konzentration von 0,5U/ml eingesetzt werden und wird
entsprechend hinzupipettiert.

Zum Luftabschluss wird 1ul Toluol auf die Oberflache pipettiert.

Zur vollstdndigen Ausschopfung der Enzymaktivitat ist eine Inkubation tber 3 Tage bei

37°C notwendig.

2.2.45 Solubilisierung von Membranproteinen

Die Solubilisationen wurden mit verschiedenen Puffern durchgefihrt:

RIPA-Puffer

50mM Tris

150mM NaCl

1% DOC

0,1% SDS

1% Triton X-100

Fur die Harnstoffsolubilisationen wurde der Lysis-Buffer aus der Anleitung Two-
Dimensional-Electrophoresis-of-Proteins-Using-Immobilized-pH-Gradients der TU

Minchen (Angelika Gorg et al, 1997) verwendet.
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“Lysis Buffer” (Puffer mit 8M Harnstoff)
59 5M Harnstoff, 10 min. lang mit Amberlite MB-1 (lonenaustauscher) gerihrt
200mg CHAPS
100mg DTT
10mg Pefabloc
ad 10ml ag. bidest

Der Puffer sollte immer frisch hergestellt werden. Mdglich ist dennoch eine Aliquotierung in
1ml Eppendorf-Cups und sofortigem einfrieren bei -78°C. Einmal aufgetauten Puffer nicht
wieder einfrieren!

Puffer B

10ml IM Trisx HCI  pH 7,8
8,89 NaCl
0,29 MgCl, x 6H,0
O,lg CaCIZ X 2H20
ad 1000ml H,O
Iml  Nonidet P-40
10ml  PMSF Lésung (100mM = 0,17g/10ml DMSO)

Durchfiihrung:

Alle Arbeiten sind auf Eis durchzufiihren, um die Proteaseaktivitat so gering wie moglich zu

halten.

RIPA:

Puffer und Proteinhomogenat werden zu gleichen Teilen gemischt. Das Proteinhomogenat
wird vorher pelletiert und der wassrige Uberstand verworfen. Mit einer abgeschnittenen
Pipettenspitze (1ml) wird nochmals grindlich homogenisiert. Danach wird der Ansatz mit
jeweils 1% PMSF und PIM (Protease-Inhibitor-Mix) versetzt, um der Zerstdrung der
Proteine durch zelleigene Proteasen vorzubeugen, und tber Nacht bei 4°C Am Drehspiel3
geschuttelt. Das entstandene Solubilisat wird dann 15min bei 12000rpm zentrifugiert. Im

Uberstand befindet sich dann idealerweise das gesuchte Protein in Lésung.
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HARNSTOFF:
Proteingemisch und Puffer werden 1:2 gemischt und anschlieBend im Ultraschallbad 15min

auf Eis solubilisiert und danach zentrifugiert.

2.2.4.6 Gewinnung von Solubilisaten aus Coloncarcinom-Gesamtgewebe

Sollen neben der Plasmamembran auch Anteile der extrazellularen Matrix solubilisiert
werden, so muss eine Gesamtgewebspréparation aus dem nativen Tumor vorgenommen
werden. Dazu wird das Resektat unter fllissigem Stickstoff zermorsert und lyophilisiert.

Das Homogenat kann wie oben beschrieben in Harnstoffpuffer solubilisiert werden.

2.2.5 Immunchemische Methoden

2.25.1 ELISA

Der Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) beruht auf dem Prinzip der Antigen-
Antikorper-Bindung. Ist eine solche Reaktion erfolgt, kann der entstandene Immunkomplex
durch einen zweiten Antikorper, der spezifisch gegen den Fc-Teil des Nachweisantikorpers
(hier: MAK) gerichtet ist, sichtbar gemacht werden. Die Farbreaktion wird mit einem an den
Sekundarantikoper gekoppelten Enzym durch Zugabe eines Substrates ausgeldst.
Verschiedene Verstarkungsmechanismen sind maéglich. Alle ELISAe wurden auf 96-Well-
Mikrotiterplatten von Falcon” (Becton-Dickinson, New Jersey, USA) oder Nunc
(Wiesbaden) durchgefiihrt. Zur photometrischen Bestimmung der Extinktion diente ein

ELISA-Reader der Firma SLT (Austria).

22511 ELISA-Detektion mit Peroxidase

Acetatpuffer
Na-Acetat
pH 4,5

ABTS-Stammldsung
(Azino-bis-3-Ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)
20mg/ml ABTS in Na-Acetatpuffer

pH 4,2
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Entwicklungslésung
9,5ml Na-Acetatpuffer
0,5ml ABTS-Stammldsung
12[,1' H202

Durchfiihrung:
Nach Beschichtung der Mikrotiterplatte wird die Platte dreimal mit Waschlésung

gewaschen. Es folgt die Abséttigung der unbesetzten Bindungsstellen der Platte mit
Blockierungspuffer. Hierzu wird die Platte mit 200ul/Well Gber 90 min. bei RT inkubiert,
danach wird dreimal gewaschen.

Als 2. Antikorper wird ein an Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Kaninchen-Anti-Maus-
IgG der Firma Dako (Danemark) in einer Verdiinnung von 1:2000 in PBS verwendet. Davon
wird in jedes Well 100pul pipettiert und 90min. bei RT auf dem Schdittler inkubiert. Es folgt
dreimaliges Waschen.

Fur die Farbreaktion werden 100ul der peroxidhaltigen Entwicklungslosung in jeden Napf

pipettiert. Die Extinktion wird bei 405nm gemessen.

2.25.1.2 ELISA-Detektion mit Alkalischer Phosphatase

Waschldsung

0,9% NaCl

0,1% Polyoxyethylenesorbitan-Monolaurate (Tween 20")
in H,O

Blockierungspuffer

1% Bovines Serum-Albumin (BSA)

in PBS

zur Konservierung: Natriumazid (NaN3)

Substratpuffer fur alkalische Phosphatase

97ml Diethanolamin

0,29 NaN;

0,1g MgCl, x 6 H,O ad 1000ml H,0, pH 9,8
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Durchfiihrung:

Nach Beschichtung der Mikrotiterplatte wird die Platte dreimal mit Waschlésung
gewaschen. Es folgt die Abséttigung der unbesetzten Bindungsstellen der Platte mit
Blockierungspuffer. Hierzu wird die Platte mit 200ul/Vertiefung tUber 90min bei RT
inkubiert, danach dreimaliges Waschen.

Als 2. Antikorper wurde ein biotinylierter Ziege-Anti-Maus-1gG der Firma Amersham in
einer Verdinnung von 1:2500 in PBS verwendet. Davon wurden in jedes Well 100pl
pipettiert und 90min bei RT auf dem Schittler inkubiert. Auch hier anschlieend dreimaliges
Waschen. Mehrfach biotinylierte IgG bieten den Vorteil, dass mehr Enzym pro
Bindungsstelle anhaften kann und so das Signal verstéarkt wird. Dafir wird in einem weiteren
Schritt an alkalische Phosphatase-gekoppeltes Streptavidin hinzugegeben. Das Préparat der
Firma Jackson ImmunoResearch (Dianova, Hamburg) wird in einer Verdlinnung von
1:10000 in PBS verwendet, 100ul/Well. Die Inkubationszeit betragt 1h bei RT auf dem
Schttler. Es folgt dreimaliges Waschen.

Als Substrat wird para-Nitrophenylphosphat (Sigma 104") der Firma Sigma (St. Louis) in
einer Konzentration von 1mg/ml in Substratpuffer geldst und davon 200ul in jedes Well
pipettiert. Nach 20min Inkubationszeit auf dem Schdittler ist eine gelbe Farbreaktion zu

beobachten. Die Extinktion wird mit dem Photometer bei 405nm bestimmt.

22513 Differentieller ELISA auf Rohmembranproteinen

Diese Methode dient dazu, die Reaktion der Antikérper der Hybridomzellklone auf
Coloncarcinom- bzw. Colonnormalgewebe zu differenzieren. Dabei werden zundchst die
Gewebeaufbereitungen in 1% SDS aufgenommen und auf eine Endkonzentration von
20pg/ml mit Wasser verdinnt. Hiervon werden dann 50ul/Well (immer alternierend
Carcinom-/Normalgewebe) Uber Nacht bei 37°C aufgetrocknet und unspezifische Bindungen

im Anschluss mit PBS/1%BSA blockiert (30min RT).
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Beschichtungspuffer
1,599 Na,CO;
2,93g NaHCO;
ad 1000ml aqua bidest., pH 9,6

Nach zweimaligem Waschen mit Waschpuffer werden die Wells mit jeweils 50ul

Zellkulturtberstand als erstem Antikdrper Uberschichtet und 1h bei RT geschittelt.

2.25.1.4 ELISA mit serieller Verdinnung

Zur Bestimmung idealer Antigen/Antikorperbindung l&sst sich der ELISA modifizieren.

1D: Das Antigen wird in immer gleicher Konzentration verwendet, der Antikorper seriell
verdinnt.

2D: Das Antigen wird in den Spalten (8 Konzentrationen) der Mikrotiterplatte seriell

verdinnt, der Antikorper in den Zeilen (12 Konzentrationen).

2.25.2 Bestimmung des Immunglobulin-Typs

Die Antikorper-Subklasse wird mit dem Mouse-Monoclonal-Antibody-Isotyping-Kit
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) bestimmt. Dabei ist der Typing-Stick
mit Ziegen-Antikérpern beschichtet, die spezifisch gegen die Immunglobulin-Subklassen
gerichtet sind. Der Teststreifen enthdlt ebenfalls eine Positivkontrolle. Ein Peroxidase-
gekoppelter anti-Maus-1g-Antikorper detektiert die an den Teststreifen gebundenen
Immunglobuline. Das Isotyping-Kit ermdglicht die Unterteilung der Antikorper in die
Subklassen IgA, 1gGy, 19G,a,, 19G,, und IgM. AuBerdem kdnnen die leichten Ketten kappa

und lambda identifiziert werden.

2.2.5.3 Antikérperkonzentrationsbestimmung mit Wandantikdrpern

Die Bestimmung der Antikorperkonzentration eines Zellkulturiiberstandes erfolgte mit dem
Anti-Maus-1g-Hybridoma-Screening-Reagens der Firma Boehringer (Mannheim).
Es handelt sich hierbei um einen Feste-Phase-gebundenenen Wandantikorper, der mit allen

Immunglobulinklassen und -subklassen der Maus reagiert. Mit einem geeigneten
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Detektionssystem konnen die monoklonalen Antikorper aus dem Hybridoma-Uberstand

nachgewiesen werden und ihr Titer anhand eines Standards bestimmt werden.

Wandantikorper-Lésung
Das Originalpraparat enthalt 1,5mg 1gG-Protein und 3mg Saccharose. Dies wird in 0,5ml
H,0 oder PBS gel6st, zu je 5ul in Eppendorf-Cups aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Beschichtungspuffer
0,2mol/l Natriumcarbonat in H,O
pH 9,4-9,7

Waschldsung

0,9% NaCl

0,1% Polyoxyethylenesorbitan-Monolaurate (Tween 20")
in H,O

Blockierungspuffer

1% Bovines Serum-Albumin (BSA)

in PBS

eine Spatelspitze NaN3 zur Konservierung

Durchfiihrung:
Zunachst wird die Wandantikorper-Losung im Verhdltnis 1:1000 mit Beschichtungspuffer

verdinnt. Hieraus werden jeweils 50ul in jedes Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert. Zur ausreichenden Beschichtung muss 1h bei RT auf dem Schittler inkubiert
werden. Es wird dreimal gewaschen. Mit 200ul Blockierungspuffer pro Well wird die Platte
nun 30min. bei RT abgeséttigt. Es folgen erneut 3 Waschgange.

Nun wird in jedes Well 100ul Zellkulturiberstand pipettiert, wobei fiir die Bestimmungen
folgende Anordnung gewéhlt wurde:

Die Uberstande wurden spaltenweise von links nach rechts seriell im Verhaltnis 1:5
durchverdinnt.

Die erste Reihe enthielt einen Maus-1gG-Standard mit einer Konzentration von 10ug/mi,

jede weitere Reihe einen Zellkulturiiberstand.
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Die 6. und die 12. Spalte wurden zur Leerwertkontrolle freigelassen.

Die Detektion erfolgt analog einem ELISA mit Alkalischer Phosphatase (siehe dort).

Die Extinktion der erhaltenen Signale wurde im Photometer bestimmt. Nach graphischer
Auswertung konnte Uber die Bestimmung der halbmaximalen Extinktion und dem Vergleich

mit dem Standard die Antikorper-Konzentration im Uberstand ermittelt werden.

2254 Immunblot

Im Immunblot werden Proteine, die durch SDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose
geblottet wurden, mit immunologischen Methoden detektiert. Dies kann entweder mit
Nitroblue/Indolylphosphat oder mit Luminol erfolgen.

Die Chemilumineszenzmethode mit Luminol basiert auf der Oxidation eines cyclischen
Diacylhydrazids (Luminol) durch einen Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundar-
Antikorper. In Gegenwart von Wasserstoffperoxid wird Luminol oxidativ angeregt und
emittiert beim Ubertritt in den Grundzustand Licht, das einen aufgelegten Rontgenfilm

schwarzt.

Blockierungspuffer

wahlweise:

1% Bovines Serum-Albumin (BSA)

in PBS

oder

5% (w/v) Milchpulver

0,1% TWEEN 20"

in PBS

eine Spatelspitze NaN; zur Konservierung

Waschldsung
0,3 % TWEEN 20"
in PBS

Substratpuffer alkalische Phosphatase
97ml Diethanolamin
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0,29 NaN;
0,1g MgCl, x 6 H,O
ad 1000ml H,0, pH: 9,8

Substrat
Nitroblautetrazolium (NBT) 1:700
BC-Indolyl-Phosphat (BCIP) 1:100

Mengen fur 10ml Entwickleransatz:
100ul BCIP

12,5ul NBT

in alkalischer Phosphatase-Puffer

Reagentien fur Luminoldetektion

Kodak XR-5 Film

Enhancend-Chemiluminescence (ECL) Western-Blotting-Detection-System RPN2106
(Amersham Life Science, Braunschweig)

Entwicklungsmaschine AGFA fur Entwicklung und Fixierung des Films

Durchfiihrung mit Nitroblue:

Die Nitrozellulosemembran wird zundchst 90min bei RT mit 30ml Blockierungspuffer
inkubiert und danach dreimal gewaschen. Mit dem Priméarantikorper werden 90min bei RT
auf dem Schittler inkubiert. Wird bei 37°C geschuttelt, verkurzt sich die Inkubationszeit um
die Halfte der Zeit. Nach anschlielRendem dreimaligen Waschen wird mit dem
Sekundarantikoper, in diesem Fall ein biotinylierter Ziege-Anti-Maus-l1gG-Antikérper
(Dianova, Hamburg) in der Verdinnung 1:2500, 1h bei RT inkubiert. Alkalische
Phosphatase-gekoppeltes Streptavidin (siehe 2.2.4.1.2) wird nach dem nachsten Waschgang
fur 1h aufgegeben, bevor dann entwickelt werden kann. Die Substratlésung wird solange auf
dem Western-Blot belassen, bis sich deutliche Banden zeigen. Die Reaktion wird mit aqua

bidest. abgestoppt.

Durchfiihrung mit Luminol:

Hier wird wie oben beschrieben ein Kaninchen-Anti-Maus-Meerettich-Peroxidase-

Sekundarantikdrper in der Verdiinnung 1:2000 verwandt. Nach der Inkubation sollten alle
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Arbeiten in einer Dunkelkammer und bei Rotlicht durchgefiihrt werden. Die Blotmembran
wird maglichst feucht in eine Klarsichtfolie und dann in eine Rontgenfilmkassette gelegt.
Nun wird die Membran 1min mit dem ECL-Reagenz inkubiert und, bevor der Rontgenfilm
aufgelegt wird, mit Filterpapier getrocknet. Die Belichtungszeiten sind frei wahlbar, sinnvoll
sind mehrere Varianten von 5sec bis zu 2min. AnschlieBend kann der Film entwickelt

werden.

2.255 Immunprazipitation

Die Immunprézipitation erlaubt die Extraktion eines Antigens aus einer
Proteingesamtfraktion. Dazu werden an Sepharose Proteine gekoppelt, die ihrerseits die
Fahigkeit zur Absorption des F¢-Teils von Antikérpern haben. Mausantikdrper werden so
von ProteinG (IgG-Subklassse 1) bzw. ProteinA (IgG-Subklassen 2a/2b und 3) erkannt. Der
gebundene Antikorper wird nach Komplexbildung mit dem Antigen prézipitiert. Fir die
Inkubation mit dem monoklonalen Antikorper sind serumfreie Zellkulturtiberstéande

notwendig, da fremde Immunglobuline konkurrierend ebenfalls an Protein G/A gebunden

werden.

Prewash

10mM Tris x HCI, pH 7,2
1M NaCl

0,1% Triton X-100
RIPA-Puffer

50mM Tris x HCI
150mM NaCl

1% DOC

0,1% SDS

1% Triton X-100
Durchfiihrung:

Die Durchfiihrung der folgenden Schritte sollte bei 4°C erfolgen. 5-10mg/ml Kulturtiberstand

Sepharose-G 4 Fast Flow bzw. Sepharose-A Cl 4B werden mit PBS gewaschen. Falls die
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Sepharose noch nicht gelost ist, sollte sie 15min bei RT quellen. Danach ist die Sepharose
bei 12 000 rpm Kkurz zu zentrifugieren bevor der Uberstand (PBS) abpipettiert werden kann.
Das ProteinG-Sepharose-Pellet wird nun mit Zellkulturtiberstand inkubiert und mindestens
30min am Drehspiel} geschuttelt. Nach der Inkubation wird wieder durch Zentrifugation
pelletiert und das Pellet dreimal mit PBS gewaschen. Danach wird die Antigensolubilisation
(siehe 2.2.3.5) aufgegeben und 1h inkubiert. Der erhaltene Immunkomplex aus ProteinG-
Sepharose, Antikorper und Antigen wird pelletiert und das Prazipitat mit dreimal RIPA-
Losung (Solubilisationspuffer), zweimal Prewashldosung und einmal PBS gewaschen. Eine
Modifizierung der Waschgange kann erforderlich werden, falls sich zuviel Antigen vom
Immunkomplex 16st. Das Immunprézipitat wird anschlieBend mit 5-fach konzentriertem
SDS-Probenpuffer versetzt und vor der gelelektrophoretischen Auftrennung noch 3min
gekocht, um die Sepharose vom Immunkomplex abzutrennen. Durch SDS-PAGE (7,5%)

werden die prazipitierten Proteine dann aufgetrennt.

2.2.6 Elektrophoretische Methoden

2.2.6.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung von Makromolekilen wird nach der Methode von
Laemmli et al (1970) durchgefihrt.

Ein Gelnetz aus polymerisiertem Acrylsdureamid und dem quervernetzenden N,N’-
Methylenbisacrylsdureamid dient hierbei der Auftrennung. Zur Initiation der
Polymerisation werden als Radikalbildner Ammoniumperoxodisulfat bzw. Ammonium-
persulfat und N,N,N",N"-Tetraethylendiamin (TEMED) verwendet. Durch unterschiedliche
Konzentration der Acrylamide lasst sich die Porengrofle des Gels und damit das
Laufverhalten der Proteine variieren. Proteine, deren Massen sich um ungefahr 2%
unterscheiden (z.B. 40 und 41kD grofe Molekiile mit einer Differenz von etwa zehn
Aminoséureresten) lassen sich so noch trennen. Ein grof3poriges Sammelgel (ber der

eigentlichen Trennmatrix hilft bei der Konzentrierung des Proteingemisches zu einer
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Laufmittelfront, bevor die Proteine dann durch ein engeres Netz in verschiedene

Molekulargewichtsbereiche aufgetrennt werden.

ABA-Stammldsung
30% Acrylamid-Bisacrylamidldsung, Verhaltnis 29:1

Sammelgelpuffer
69 Tris
48ml  HCI (1M) pH 6,8
ad 100ml ag.bidest.

Trenngelpuffer
4549 Tris
60ml HCI (1M) pH 8,8
ad 200ml ag.bidest.

TEMED Originalpraparat von BioRad (California, USA)

APS-Lo6sung 10% (w/v)
19 Ammoniumpersulfat
ad 10ml aq.bidest.

Laufpuffer 10-fach

30g Trisx HCI
144g Glycin
10g  SDS

ad 1000ml ag.bidest., pH 8,8
Die Losung wird 1:10 verdunnt eingesetzt.

Probenpuffer 5-fach, reduzierend (5*PP)
300mmol/l.  Tris x HCI

25%  (v/v) Dithiothreitol (DTT)
0,015% (w/v) Bromphenolblau

50% (v/v) Glycerin

15% (w/v) SDS

Probenpuffer 5-fach, nicht reduzierend
dito, jedoch ohne DTT
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Die Proben lassen sich in unterschiedlicher Weise aufbereiten:

a. SDS-PAGE unter reduzierenden und denaturierenden Bedingungen:
Die Probe wird mit reduzierendem 5*PP im Verhaltnis 5:1 gemischt und
3min bei 95°C aufgekocht.

b. SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-denaturierenden Bedingungen:
Die Probe wird nicht erhitzt.

c. SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden und denaturierenden Bedingungen:
Die Probe wird mit nicht-reduzierendem 5*PP aufgekocht.

d. SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden und nicht-denaturierenden Bedingungen:

Die Probe wird mit nicht-reduzierendem 5*PP versetzt und nicht aufgekocht.

Reagens 7,5% 6%
Acrylamid-
Bisacrylamid 2,5ml 2ml
Trenngelpuffer 2mi 2.5ml
SDS 1% iml 1ml
aqua bidest. 4,3ml 4,3ml
APS 100pl 100pl
TEMED 10ul 10ul
Reagens 4% (immer)
Acrylamid-
Bisacrylamid Iml
Sammelgelpuffer 2,5ml
SDS 1% 1ml
aqua bidest. 54.ml
APS 100yl
TEMED 10ul

Tabelle 2: Komponenten zur Herstellung von SDS-PAGE-Trenn- und Sammelgelen.
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Durchfiihrung:

Das Trenngel wird gemalR der obenstehenden Tabelle hergestellt. Bei analytischen Laufen
reicht ein bloRes Mischen, bei praparativen Laufen empfiehlt sich ein Anionenaustausch der
Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlésung  (z.B. mit Amberlite MB-1) zur Reduktion des
Acrylsduregehalts (Acrylsaurereste binden sonst an Aminosduren und verédndern so das
Moleklargewicht von Proteinen). Nach dem Mischen wird der Ansatz unter dem Abzug
10min entgast. Das Gemisch wird dann zwischen zwei Glasplatten (6x4cm) bis 1,8cm unter
den Rand eingegossen (System von BioRad) und mit Isopropanol dinn beschichtet, um bei
der Polymerisierung einen gleichméssigen Abschluss zu erreichen. Nach etwa 1h ist die
Polymerisierung abgeschlossen und das frische Sammelgel kann, nach Abgielen des
Isopropanols, aufgegeben werden. Hierbei wird ein Probenkamm zwischen die Glasplatten
eingesetzt, der Taschen fiir die spatere Probenaufgabe ausspart. Nach der Polymerisierung
des Sammelgels koénnen die Proben aufgetragen werden; die Probentaschen haben ein

Fassungsvolumen von ca. 25pl.

Molekulargewichtsbestimmunag:

Als Referenz zur Bestimmung des relativen Molekulargewichts der aufgetrennten Proben
werden Standardproteingemische aufgetragen. Es wurden zwei verschiedene Prestained

Marker der Firma Sigma (Minchen) verwendet.

Prestained-Marker High-Marker
180kD bzw. 205kD 205kD
116kD bzw. 112kD 112kD
84kD bzw. 87kD 97kD

58kD 68kD
48,5kD 45kD
36,5kD

26,6kD
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Nach dem Probenauftrag werden die Gele in die Elektrophoresekammer (BioRad) eingebaut
und mit Laufpuffer berschichtet. Die Elektrophorese ist dann beendet, wenn die
Laufmittelfront (Bromphenolblau) den unteren Rand des Trenngels erreicht hat. Bei einer
konstanten Spannung von 100V dauert der Lauf 1,5h, bei hoher angelegten Spannungen
(max. 200V) dementsprechend kdirzer, allerdings muss mit einer schlechteren Trennqualitét

gerechnet werden.

2.2.6.2 Gelfixierung und -farbung

2.2.6.2.1 Coomassie-Blue-Farbung

Die Anfarbung von Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Blue zur Proteindetektion ist eine
schnelle und einfache Methode mit einer limitierenden Nachweisgrenze von ca. 0,1ug (ca.

2pmol).

Farbeldsung
400ml Methanol
100ml Essigséure
1g Coomassie Brilliant Blue G-250
ad 1000ml ag. bidest

Entfarbelésung
50ml  Methanol oder Ethanol
75ml  Essigsaure
ad 1000ml ag. bidest

Durchfiihrung:

Nach der Elektrophorese wird das Sammelgel vom Trenngel abgeldst. Das Trenngel wird in
ca. 50ml Farbeldsung gegeben und bei RT geschwenkt. Eine Inkubationsdauer von 30min ist
hierbei ausreichend. Danach wird unter standigem Wechsel der Losung solange entfarbt, bis
deutliche Proteinbanden sichtbar sind. Der Entfarbevorgang kann durch Schitteln bei 37°C

etwas beschleunigt werden.
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2.2.6.2.2 Silberfarbung

Eine noch sensitivere Methode zum unspezifischen Proteinnachweis ist die Silberfarbung.
Selbst Proteinmengen von 20ng konnen noch erkannt werden. Die Methode basiert auf den

Ausfiihrungen von Heukeshoven und Dernick (1985).

Fixierlosung
50% Ethanol
12% Essigsaure
25ul  37% Formaldehydldsung
in H,O

Waschldsung
50% Ethanol
in Hzo

Ldésung A
10mg Na25203 x5 H,0
in 50ml H,O

Losung B
100mg AgNO;
37ul  37% Formaldehydldsung
in 50ml H,O

Losung C
30 Na,CO;
0,25mg Na,S,05 x 5 H,0 (ein Kriimel)
25ul  37% Formaldehydldsung
in 50ml H,O

Durchfiihrung:

Das Trenngel wird nach der Elektrophorese mindestens 20min in der Fixierlésung bei RT
langsam geschiittelt. Danach wird dreimal 5-10min gewaschen. Dann wird 1min mit Lésung
A (Inkubationslosung) inkubiert und gleich anschlieBend mit H,O dreimal 20sec gespiilt.

Der Farbevorgang mit Losung B (Silbernitrat) im Anschluss sollte 20min nicht tbersteigen.
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Nach einem weiteren Spiilvorgang von zweimal 20sec kann das Gel mit Losung C entwickelt
werden. Hierbei ist nach Sicht zu arbeiten. Das Entwicklerbad muss beim Auftauchen der
ersten Banden sofort entfernt und die Reaktion mit reichlich H,O abgestoppt werden.

Das Gel kann dann in Fixierlésung und 2-5% Glycerin gelagert und/oder zwischen zwei
Folien (Einmachhaut, Alba) und Whatman-Filterpapier 1h auf dem Geltrockner getrocknet

werden.

2.2.6.3 Western-Blot

Beim Western-Blotting werden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel
auf eine Membran uUberfiihrt. Bei nachfolgender Immundetektion finden insbesondere
Nitrocellulosemembrane Anwendung. Die Blots werden in Anlehnung an Towbin und Scott
im Tank-Blot-Verfahren durchgefihrt. 5min vor Abschluss der SDS-PAGE wird die
Nitrocellulosemembran (Schleicher und Schill, Disseldorf) in Blotpuffer &quilibriert.

Das Blot-Sandwich wird in folgender Weise zusammengesetzt:

a. Anodengitter (weil3/rot)

b. Gitterschwamm

¢. Whatman- Filterpapier

d. Eine Nitrozellulosemembran

e. SDS-Gel

f. Whatman-Filterpapier

g. Gitterschwamm

h. Kathodengitter (schwarz)

Der Transfer findet bei 4°C und bei konstanter Stromstérke von 250mA 1h statt.

Blot-Puffer

42,759 Glycin
15,159 Tris
10% Ethanol

ad 5l aqua bidest.
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2.2.6.4 Préparativer Western-Blot mit PVDF-Membran

Die Vorschrift fur den praparativen Elektroblot auf PVDF-Membran stammt von
Matsudaira (1987).
Die Besonderheit dieser Methode besteht darin, dass die fixierten Proteine fiur eine

Sequenzanalyse direkt von der Membran extrahiert werden kénnen.

CAPS-Puffer

22,139 3-(cyclohexylamino)-1-Propano-Sulfonséure in

990ml aqua bidest.

Titration mit 2M NaOH auf pH 11, dann auffiillen auf 11 mit aqua bidest.
Lagerung bei RT

Blot-Puffer (L0mM CAPS, 10% Methanol, pH11)
100mI CAPS-Puffer
100ml Methanol

ad 1000ml aqua bidest.

Durchfiihrung:
Zwei PVDF-Membranen werden einige Sekunden in Methanol gelegt, danach in Blot-Puffer.

Das Gel wird nach der Elektrophorese fur 5min ebenfalls in Blot-Puffer eingelegt.
Das Blot-Sandwich wird in folgender Weise zusammengesetzt:

a. Anodengitter (weil3/rot)

b. Gitterschwamm

c. Whatman- Filterpapier

d. Zwei PVDF-Membranen

e. SDS-Gel

f. Whatman-Filterpapier

g. Gitterschwamm

h. Kathodengitter (schwarz)

Bei RT erfolgt der Transfer bei konstant 90V ber 30min.
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Die Membranen sollten nach dem Blotvorgang 5min mit aqua bidest. abgespult werden und

kdnnen dann geféarbt werden (Ponceauféarbung).

2.2.6.5 Farbung der Blotmembran mit Ponceau-Rot

Um Proteine auf einer Blotmembran sichtbar zu machen, wird mit Ponceau-Rot gefarbt. Fur
einen préaparativen PVDF-Blot sollte darauf geachtet werden, dass frische Ponceau-L6sung

verwendet wird.

Ponceau-Rot Ldsung
0,2% Ponceau S-Solution (Boehringer, Mannheim)
in 3% Essigsaure

Durchfiihrung:

Die Blotmembran wird auf einem Férbetablett gleichméRig fir ca. 30sec mit Ponceau-Rot
Losung benetzt. Die Losung wird abgegossen und die Blotmembran mehrfach mit reichlich
10% Essigséaure gewaschen. Es bleiben die angeféarbten Proteinbanden zurtick.

Soll die Membran fir einen Immunblot weiterverwendet werden, kann das Ponceau-Rot mit
0,3% Tween in PBS vollstandig entfernt werden. Nicht vorgefarbte Markerbanden (z.B.

High-Marker) sollten vorher mit einem Bleistift markiert werden.

2.2.7 Chromatographische Methoden

2.2.7.1 High-Performance-Liquid- Chromatography tber MonoQ

Fur die Auftrennung eines Proteingemisches mit Hilfe der High-Performance-Liquid-
Chromatography finden zwei MonoQ-S&ulen der Firma Pharmacia Verwendung. Diese
fungieren als Anionenaustauscher und binden Proteine mit negativen Ladungen mit
unterschiedlicher Starke. Bei Anlegen eines Salzgradienten werden Proteine mit geringer
negativer Ladung zuerst eluiert. Die freigesetzten Proteine werden durch einen Detektor

erkannt und kénnen hinterher den gesammelten Einzelfraktionen zugeordnet werden.
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Die Puffer missen frisch hergestellt werden und durfen nie Gber 37°C erhitzt werden. Vor
Gebrauch werden sie (ber einen Milipore®-Filter mit der Porengroe 0,45um filtriert und

anschlieRend im Ultraschallbad entgast.

Puffer A (8M Harnstoff)
250ml 9,6M Harnstoff
3ml 1M Tris x HCI pH 7,8

pH 7,2 mit HCI einstellen
ad 300ml H,O

Puffer B (8M Harstoff)
250ml 9,6M Harnstoff

2ml 1M Tris x HCI pH 7,8
17,53g NaCl

pH 7,2 mit HCI einstellen
ad 300ml H,O

Auf die genauen Bedienungsschritte der HPLC-Anlage wird hier nicht weiter eingegangen.
Die Flussrate betrégt je nach Druckverhéltnissen zwischen 0,5ml/min und 1ml/min. Die
Probenauftragsschleife kann je nach Probenvolumen variiert werden. Die Steilheit des

Salzgradienten kann situationsbedingt verandert werden.

2.2.7.2 HPLC Uber MonoS

Die MonoS-Chromatographie (Pharmacia Biotech, Freiburg) ist eine
Kathionenaustauschchromatographie. Wahrend im Anionenaustausch (MonoQ) das Chlorid
des Salzgradienten (NaCl) als effektiver Eluent dient, ist es hier das Natrium. Proteine mit
geringer positiver Ladung werden zuerst von der S&ule gewaschen. Die Puffer und die

Probenauftragsbedingungen entsprechen denen bei der HPLC iber MonoQ.
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2.2.7.3 RP18-HPLC von Peptiden (Micro-HPLC)

Die RP18-HPLC (Shimadzu Deutschland, Duisburg) ermdglicht das Auftrennen von
Peptiden in einzelne Fraktionen. Bei der Reversed-Phase-Chromatographie werden
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen der Sdule und den aufgegebenen Peptiden zunutze
gemacht. Polare Peptide binden am schlechtesten und erscheinen im Durchlauf. Nach
Anlegen eines Gradienten aus Acetonitril, einem unpolaren Lésungsmittel, werden die
Peptide entsprechend ihren unpolaren Bindungskréften von der S&ule geldst und kénnen mit

Hilfe eines chromatographischen Detektors fraktioniert werden.

2.2.7.4 Immunaffinitdtschromatographie

Die Immunaffinitatschromatographie (IAC) bietet den Vorteil, dass groRe Mengen Antigen
aus einer Gesamtfraktion isoliert werden konnen. Dariberhinaus wird der an Protein G
immobilisierte Antikorper, der der Extraktion des Antigens dient, lber seinen F.-Teil

kovalent an die Chromatographiesdule gekoppelt, so dass sie mehrfach benutzbar ist.

Prewash

10mM Tris x HCI, pH 7,2
1M NaCl

0,1% Triton X-100
RIPA-Puffer

50mM Tris X HCI
150mM NaCl

1% DOC

0,1% SDS

1% Triton X-100

Kopplungsreagenz

50mM Dimethylpimelimidat (PIERCE, Rockford, IL; USA)
in 0,2M Triethanolamin pH8,2

pH-Wert ggf. mit NaOH nachkorrigieren
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Durchfiihrung:

Zuerst wird 1ml Sepharose mit PBS gewaschen und danach kurz abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen. Alternativ kénnen HiTrap”-Fertigsaulen (Pharmacia Biotech,
Freiburg) verwendet werden. Das Sepharosepellet wird nun 1h bei RT bzw. tber Nacht bei
4°C mit mindestens 10mg Antikorper pro ml Sepharose inkubiert. Nach einem zweimaligen
Waschgang mit PBS mit vor- und nachheriger Zentrifugation wird mit 0,2M Triethanolamin,
pH 8,2, gewaschen, um ein ideales Milieu fur die Kopplungsreaktion zu erhalten. Das frisch
angesetzte Kopplungsreagenz wird zur Sepharose gegeben und 45min bei RT geschuttelt.
Danach wird die Sepharose abzentrifugiert, der Uberstand entnommen und die Reaktion
durch Zugabe von 50mM Ethanolamin, pH 8,2, gestoppt. Die Sepharose wird kurz
aufgewirbelt und 10-20min stehengelassen, bevor nochmals mit PBS gewaschen wird. Um
nicht gekoppelte Antikdrper von der Sdule zu l6sen wird jetzt zweimal mit Diethylamin pH
11,5 gewaschen (pH-Schock). Um das pH-Milieu wieder zu neutralisieren wird dreimal mit
PBS gewaschen.

Das nun aufzugebende Antigensolubilisat sollte moglichst langsam Uber die Séule laufen, es
bietet sich an, die Solubilisation mit einem Pumpsystem mehrere Stunden (ber die
Chromatographieséule zu pumpen. Nach der Inkubation wird die Sdule mit Prewash und
PBS gewaschen. Um das gebundene Antigen von der S&ule zu l6sen wird durch pH-Schock
mit Diethylamin pH 11,5 eluiert. Das Eluat wird in 500pl Fraktionen gesammelt.

Die Immunaffinitatsséule kann unter PBS mit 0,02% NaN; bei 4°C gelagert werden.

2.2.8 Enzymatische Verdauungen

2.2.8.1 Desialylierung mit Neuraminidase
N-Acetylneuraminsduren (Sialinsduren) befinden sich als Schutzschicht auf vielen
Glykoproteinen und kdnnen antigene Epitope auf der Tumorzelloberfliche maskieren und

so fur Antikorper unkenntlich machen. Daher empfiehlt sich die Desialylierung.
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Reagenzien

Neuraminidase aus A. ureaf (Boehringer, Mannheim)
0,1mol/l Natriumacetat, pH 5,5

Optimale katal. Konz.: 1U/ml

Sialidasepuffer 5fach

Durchfiihrung:
2ug Protein gelost in 2ul PBS werden in 19ul H,O und 6pl 5fach konzentriertem

Sialidasepuffer aufgenommen und auf pH 5-5.5 eingestellt. Es folgt die Zugabe von 3l

Neuraminidase (1U/ml) und eine Inkubation im Intervallschuttler bei 37°C.

2.2.8.2 PNGase-F-Verdau von Glycoproteinen
Peptid-N*-(N-acetyl-glucosaminyl-)asparagin-amidase F (PNGaseF) ist ein Enzym, das N-

glykosidisch gebundene Oligosaccharide von Glycoproteinen abspalten kann.

Reagenzien

PNGaseF rekombinant von Boehringer, Mannheim (100U/ml)
10% SDS

PNGase Puffer + 100mM EDTA + 1% Mega 10
Protease-Inhibitor-Mix

Durchfiihrung:
1ug Protein geldst in 1ul PBS werden mit 0,125ul 10% SDS versetzt und die Lésung auf

pH 7.5 kontrolliert. Es ist entscheidend, dass das Protein flir den Verdau vollstandig geldst
ist. Aus diesem Grund schliefit sich eine 20min Ultraschallbehandlung an, es folgt ein
Kochen bei 96°C (iber 3 Minuten und erneut 20min im Ultraschallbad. Danach werden 2,5pl
Puffer und 0,5-5pl Enzym sowie 1pl Protease-Inhibitor-Mix hinzugegeben und bei 37°C

Uber Nacht inkubiert.
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2.2.8.3 Trypsin-Verdau

Der Trypsinverdau von gelostem Protein wird mit bovinem Trypsin der Firma Boehringer
(Mannheim) durchgefiihrt

Protease-Puffer
0,5% NH,HCO4
5mmol/I Ca™"

Das lyophilisierte Trypsin wird in einer Konzentration von 3mg/ml in 0,01% TFA gelost.
21l Proteinlésung (ca. 5mg/ml) werden mit 2pl Trypsinlésung und 40ul Proteasepuffer tber

Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.84 Chymotrypsin-Verdau

Der Chymotrypsinverdau von geléstem Protein wird mit bovinem Chymotrypsin der Firma
Boehringer (Mannheim) durchgefihrt.

Protease-Puffer
0,5% NH4HCO;4
5mM Ca™*

Das lyophilisierte Chymotrypsin wird in einer Konzentration von 3mg/ml in 0,01% TFA
gelost. 2ul Proteinlésung (ca. 5mg/ml) werden mit 2ul Chymotrypsinlésung und 40pl
Proteasepuffer Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.85 Pronase-Verdau

Der Pronaseverdau von gelostem Protein wird mit Pronase aus Streptomyces griseus
(Boehringer Mannheim) durchgefihrt.

Pronase-Puffer
0,1mol/Il Tris x HCI (pH 8,0)
Immol/l CaCl,

Das lyophilisierte Enzym wird in einer Konzentration von 10mg/ml in Pronase-Puffer
gelost. 2ul Proteinlésung (ca. 5mg/ml) werden mit 0,6ul Pronaselosung und 40pl

Pronasepuffer Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.8.6 In-Gel-Verdau von Proteinen mit Trypsin

Der In-Gel-Verdau von Proteinen erfolgt nach einem Protokoll der Protein and Peptide

Group des European Microbiological Laboratory (EMBL), Heidelberg, 1997.

Reduktionspuffer
10mM Dithiotreitol (DTT)
in 0,AM NH,CO4;

Alkylierungspuffer
55mM lodacetamid
in 0,1M NH,CO;

Verdauungspuffer
50mM NH,CO;
5mM CaC|2

12,5ng/ul Trypsin

Ausschneiden der Proteinbanden aus dem Polyacrylamidgel:

Die folgenden Arbeiten werden mit Handschuhen und Pinzette durchgefthrt:
Das Gel wird mit Wasser gespilt und die mit Coomassie-Brilliant-Blue gefarbten Banden
mit einem sauberen Skalpell méglichst eng ausgeschnitten und in etwa 1x1mm groRe Stlicke

zerlegt. Die ausgeschnittenen Gelstuicke werden in ein 1,5ml Eppendorf-Cup uberfihrt.

Reduktion und Alkylierung:

Die Gelstiicke werden fir 5min mit H,O gewaschen, die Flussigkeit wird nach
Zentrifugation wieder entfernt. Mit einem Homogenisator werden die Gelstiicke zu einem
gleichférmigen Brei zermdrsert. Das Homogenisat wird mit dem dreifachen Volumen an
Acetonitril solange inkubiert, bis es vollstdndig zusammengeschrumpft ist und eine
weil3liche Masse bildet. Nach Zentrifugation wird das Acetonitril vollstandig entfernt und
die Gelmasse mit einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Proteine werden nun erneut
reduziert, weil es nach SDS-PAGE und Farbung durch den Sauerstoffgehalt der Luft wieder

zu Oxidationsreaktionen gekommen sein kann.
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Mit einer Menge an Reduktionspuffer, die die Gelpartikel gerade bedeckt, wird die
getrocknete Masse rehydratisiert und bei 56°C flr 30min inkubiert. Nach Zentrifugation
und Entfernung der tberschiissigen Flussigkeit wird die Gelmasse erneut mit Acetonitril
dehydratisiert. Nach Entfernung des Acetonitrils durch Zentrifugation wird das Gel mit der
dreifachen VVolumenmenge an Alkylierungspuffer fiir 20min im Dunkeln bei RT inkubiert.

Die Uberschissige lodacetamidlosung wird abpipettiert und die Gelpartikel 15min lang mit
0,1M NH4CO; gewaschen. Die Flissigkeit wird nach Zentrifugation vollstandig entfernt
und die Gelmasse wieder mit Acetonitril dehydratisiert. Danach werden die Gelpartikel

erneut mit der Vakuumzentrifuge getrocknet.

In-Gel-Verdau mit Trypsin:

Die Gelpartikel werden mit Verdauungspuffer wahrend 30-45min rehydratisiert. Nach 15-
20min sollten die Proben tberpriift werden und mehr Puffer hinzugegeben werden, falls alle
Flussigkeit vom Gel resorbiert wurde. Der verbleibende Uberstand wird abpipettiert und die
Gelmasse mit 5-25ul Verdauungspuffer ohne Trypsin uberdeckt, um die Proben feucht zu

halten. Die Proben werden tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Extraktion der Peptide:

Die Proben werden mit 10-15ul 25mM NH4CO3-Ldsung versetzt und bei 37°C fir 15min
auf dem Schuttler inkubiert. Der Uberstand wird nach Zentrifugation entnommen und
aufbewahrt. Die Gelpartikel werden nun mit der ein- bis zweifachen Volumenmenge an
Acetonitril fir 15min bei 37°C auf dem Schttler inkubiert. Darauf werden die Gelpartikel
abzentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und aufoewahrt.

Zum Pellet werden 40-50pl 5% Ameisensaure oder 5% Trifluoressigsédure gegeben und
zusammen bei 37°C fur 15min mit dem Vortex vermischt. Nach Zentrifugation und
Entfernung der Ameisensaure wird die Gelmasse mit der ein- bis zweifachen VVolumenmenge
an Acetonitril fur 15min bei 37°C auf dem Schdttler inkubiert. Die Gelpartikel werden

erneut abzentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und aufbewahrt.
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Das gesammelte Eluat kann vereinigt und in der Vakuumzentrifuge eingeengt werden.

2.2.9 Histologien
Um Aufschluss Uber die Lokalisation der Antigene im humanen Gewebe zu bekommen,
werden Paraffin- und Gefrierschnitte von Coloncarcinombiopsaten immunhistochemisch

behandelt.

2.29.1 Farbung mit APAAP-System

Die Gewebeschnitte werden 30min mit dem Primé&rantikorper inkubiert. Zwischen jedem
der folgenden Schritte wird gut mit TBS gespult. Es folgt die 30mindtige Inkubation mit dem
Anti-Mouse-1gG-Bruckenantikérper zur Verbindung des Primdrantikdrpers mit dem
eigentlichen APAAP-Komplex. Dieser besteht aus einem monoklonalen Maus-anti-
Alkalische-Phophatase-Antikorper, der an den Fg-Teilen intestinale Alkalische
Phosphatase vom Kalb tragt. Zur Verstarkung des Farbeergebnisses wird nochmals mit
Briickenantikorper sowie APAAP-Komplex inkubiert. Mit hexazotierter Astraneufuchsin-
Entwicklungslosung zur Darstellung der Alkalischen Phosphatase wird der Schnitt 30min
auf dem Schittler gefarbt und danach mit Mayers saurem H&malaun gegengeféarbt. Der

fertige Schnitt wird zur Konservierung mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.



