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1. Einleitung

Brustkrebs ist die haufigste bosartige Erkrankung der Frau in der industrialisierten
westlichen Welt. Im Laufe ihres Lebens erkrankt 1 von 10 Frauen (American Cancer
Society 1994). Die Entstehung von Brustkrebs ist derzeit noch unklar, man glaubt
aber, dal sich die Erkrankung wie Darmkrebs, Uber eine kaskadenartige Entwick-
lung von morphologisch unterscheidbaren Stadien von einer gutartigen Hyperplasie
Uber eine Hyperplasie mit Atypien zu einem in situ Karzinom, und davon ausgehend,
zu einem invasiven Karzinom entwickelt (Fearon et al., 1990; Russo et al., 1991;
Simpson et al., 1997). Im Hinblick auf die individuelle Prognose von invasivem Brust-
krebs hat der Befall von axillaren Lymphknoten weiterhin den starksten Einflul3.
Brustkrebs mit axillaren Lymphknotenmetastasen (Lymphknotenpositiv) zum Zeit-
punkt der primaren Operation hat mit einer Rezidivrate von 75% die schlechteste
Prognose, dagegen bekommen nur 30% der Patienten mit Brustkrebs ohne Lymph-
knotenmetastase (Lymphknotennegativ) ein Rezidiv innerhalb eines 10-jahrigen Be-
obachtungszeitraums (Clark et al., 1988).

Aktuelle Forschung zur Biologie von Brustkrebs konzentriert sich auf fruhe Ereignisse
der Tumorprogression und identifiziert tumorgekoppelte Veranderungen, z.B., Zell-
zyklusregulation und Wachstumsfaktor-Rezeptor-Signalerkennung, die mit dem Fort-
schreiten von lymphknotennegativem- zu metastasiertem Brustkrebs in Verbindung
gebracht werden (DeMichele et al., 1997; Hoskins et al., 1995). In diesem Prozel
identifizierte Molekule sind z.B., das Tumorsuppressorgen p53 (Barnes et al., 1993;
Lipponen et al., 1993; Silvestrini et al., 1996; Soong et al., 1997) und Cyclin E und
p27/kip1 (Porter et al., 1997) und kdnnten neue prognostische Marker fur lymphkno-
tennegativen Brustkrebs darstellen. Daruber hinaus wurde in den letzten Jahren das

Vorkommen von verschiedenen niedermolekularen Substanzen, im wesentlichen



modifizierte Proteine und Nukleinsauren, diskutiert. Diese grof3e Zahl von Molekulen
wurde im Hinblick auf ihre mogliche Verwendung als Prognosefaktoren fur das
Mammakarzinom untersucht. Inhalt dieser Untersuchungen waren z.B. Onkogene
wie c-erbB-2 (Allred et al.,1992; Archer et al., 1995), der Urokinase-Typ-
Plasminogenaktivator uPA (Schmitt et al., 1997), das Adhasionsmolekul E-Cadherin
(Rasbridge et al., 1993; Graff et al., 1995) und das Zytoskelettprotein Vimentin
(Sommers et al., 1992).

Zuletzt wurde gezeigt, dak die Uberexpression des ldslichen T1-S Rezeptors in
lymphknotennegativem Brustkrebs einen moglichen weiteren Indikator fir Tumore
mit geringem metastatischem Potential darstellt (Werenskiold et al., 2000; Prechtel et
al., 2001).

Wird heute die Funktion eines Proteins untersucht, so schliet das haufig auch seine
Lokalisierung in vivo mit ein. Zum spezifischen Nachweis der mRNA, die solche Pro-
teine codiert, stehen mehrere Methoden wie z.B. die ,In situ“-Hybridisierung und RT-
PCR zur Verfugung. Ein Protein dagegen kann spezifisch mit einem monoklonalen
Antikorper, der gegen eine einzige von vielen antigenen Determinanten des Agens
gerichtet ist, oder einem polyklonalen Antiserum, einem Gemisch vieler Antikorper,
nachgewiesen werden. Die Technik des ,Enzyme-linked Immunosorbent-assays”
(ELISA) ermdglicht einen quantitativen Nachweis von Proteinen in Gewebeextrakten,
Zelllysaten, Zellkulturiberstanden sowie Korperflussigkeiten.

Durch sogenanntes ,,Coating“ wird ein primarer Antikorper an eine feste Phase z.B. in
Form von Mikrotiterplatten aufgebracht. Anschlieend mussen freie Bindungsstellen
der festen Phase in einem Vorgang den man Blockieren nennt versiegelt werden. Die
so fur die Inkubation mit dem Antigen vorbereitete Platte muld sorgfaltig gewaschen
werden um in einem nachsten Arbeitsschritt den sekundaren Antikorper auftragen zu

konnen. Dieser Antikorper ist kovalent mit einem Affinitatsreagenz markiert. Nach
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erneutem Waschen schlief3t sich die Entwicklung des Tests durch Kopplung des Affi-
nitdtsreagenz mit seinem enzymmarkierten Substrat an. In einem abschlieRenden
Schritt wird eine Ubertragung reaktiver Gruppen des Substrats durch eine Farbreak-
tion sichtbar gemacht und kann photometrisch quantitativ bestimmt werden (siehe
Abb. 1) (Current protocols in molecular Biology, Vol 2, 1998).

Voraussetzung fur die erfolgreiche Etablierung eines ELISAs ist das Vorliegen ge-
eigneter, moglichst monoklonaler, Antikorper sowie einer Quelle fur reines, ggf. re-

kombinantes, Antigen als internen Standard.



Abbildung 1: Antikorper-Sandwich ELISA zur Bestimmung spezifischen Antigens
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1.1  T1-Protein - ein Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie

Der extrazellular I0sliche T1-S Rezeptor wurde ursprunglich als durch ein Onkogen
induzierbares Protein von Maus Fibroblasten mit signifikanter Homologie zu den In-
terleukin-1 Rezeptoren und karzinoembryonalem Antigen entdeckt (Klemenz et al.,
1989; Tominaga, 1989; Yanagisawa, 1993).

Strukturmerkmale sind ausgedehnte B-Faltblattstrukturen mit antiparallelen Strangen

und eine Disulfidbricke, die zahlreiche hydrophobe Seitenketten zwischen diesen

Faltabschnitten verbindet. Die Mitglieder dieser Immunglobulinsuperfamilie tUben so

unterschiedliche Funktionen wie Antigenerkennung, Zelladhasion und Signalrezepti-

on aus. Abgesehen von dieser funktionellen Vielfalt scheinen alle diese Proteine an

Zellinteraktion beteiligt zu sein. Zu dieser Superfamilie gehdren z.B. Interleukin-1 Re-

zeptor, Interleukin-18 Rezeptor, die Toll Rezeptorfamilie, Immunglobuline, T-

Zellrezeptoren, die MHC (,major histocompatibility complex®)-Antigene oder Zellad-

hasionsmolekile wie N-CAM (,neural cell adhesion molecule®). Einige, aber nicht alle

dieser Moleklle besitzen Transmembrandomanen (Stryer, 1991).

Durch alternatives Spleil3en werden zwei unterschiedliche T1-mRNA-Molekile gebil-

det, die Informationen flir zwei verschiedene Varianten des T1-Proteins tragen (Ya-

nagisawa et al., 1993; Thomassen et al., 1995):

a) Ein sezerniertes ,T1-S“Protein (337 Aminosauren) weist in seinen drei Im-
munglobulin-ahnlichen Domanen eine Homologie zu den extrazellularen Teilen
der IL-1-Rezeptoren auf (Tominaga, 1989; Tominaga et al., 1992). Es besitzt ein
hydrophobes Leitpeptid sowie neun potentielle N-Glykosylierungsstellen und wird
als 60-70 kDa groRRes Protein sezerniert, das in hohem Male glykosyliert (N-
Glykosylierung vom komplexen Typ) und sialyliert ist. Die reine GroRe des ungly-

kosylierten Polypeptids betragt 38 kDa (Werenskiold, 1992).



b) Ein langeres ,T1-M“Protein (567 Aminosauren) besitzt fast die gesamte T1-S-
Sequenz, die wohl einen extrazellularen Rezeptorbereich darstellt, zusatzlich eine
putative Transmembran- (24 Aminosauren) und eine putative cytoplasmatische
Domaéne (201 Aminosauren). Der cytoplasmatische Teil des T1-M Proteins ist
wiederum der intrazellularen Region des IL-1RI Rezeptor homolog (Yanagisawa
et al., 1993). T1-M ist wie T1-S in hohem Male glykosyliert, 90-100 kDa grof3 und
tritt an Membranen gebunden auf (Thomassen et al., 1995).

Die verwandten T1-S Rezeptoren der Ratte (fit-1 S) und des Menschen (ST2) zeigen

eine hoch entwickelte Ahnlichkeit: Das menschliche 328 Aminosauren lange T1-

S/ST2 Peptid ist zu 67,6% und 63,5% den jeweiligen Proteinen aus Maus und Ratte

verwandt (Bergers et al., 1994; Tominaga et al.,1992). Das T1-Gen ist bei Maus und

Mensch eng gekoppelt mit den IL-1-Rezeptoren (Sims et al., 1995) und die Sequenz

des menschlichen T1 Gens bereits teilweise bekannt (Tominaga et al., 1992). Trotz

der Ahnlichkeit der ligandenbindenden Doméane von T1-S bzw. T1-M zu den IL-1-

bindenden Proteinen zeigen diese Proteine keine Affinitat zu IL-1oc oder IL-1B (RAM3-

ler et al., 1995). Es mul® angenommen werden, dal} die T1 Proteine mit einem noch

unbekannten Liganden interagieren (Gayle et al., 1996).

Die Expression des T1-S Rezeptors im Gewebe der Maus ist in der Entwicklung ein-

geschrankt (RoRler et al., 1995). Der T1-S Rezeptor wird ausschliellich in der Phase

der duktalen Reifung der Brustdrisen junger Mause (3-4 Wochen nach Geburt) ge-
funden, nicht aber wahrend der Enddifferenzierung und Laktation. Eine davon abwei-
chende erneute Expression von T1-S mRNA wurde fur invasive Adenokarzinome der

Brust in H-ras-Onkogen transgenen Mausen gezeigt (RoRler et al., 1993). Der

membranstandige Rezeptor kommt natirlicherweise auf Mastzellen, Erythrozyten

(Thomassen et al., 1995) und T-Helfer Zellen vor und scheint mit der Funktion von T-



Helfer Zellen Typ 2 verbunden zu sein (Lohning et al., 1998; Xu et al., 1998; Hoshino
et al., 1999).

In menschlichen Tumoren der weiblichen Brust konnte die Uberexpression von T1-S
MRNA bisher semi-quantitativ Uber RT-PCR, in situ Hybridisierung oder immunhisto-
chemisch nachgewiesen werden (Werenskiold et al., 2000; Prechtel et al. 2001). In
diesen Arbeiten wurde gezeigt, daR die T1-S Rezeptor Uberexpression ein neuer und
unabhangiger biologischer Marker fur das langsamere Fortschreiten von lymphkno-

tennegativem Brustkrebs sein konnte.



2. Zielsetzung

Da das T1-S-Protein bisher nur semiquantitativ uber RT-PCR (s.0.) bestimmt werden
konnte, war es das Ziel dieser Arbeit, einen ELISA zur quantitativen T1-S- Proteinbe-
stimmung aus Tumorextrakten zu etablieren.

Anschlielend sollte die Korrelation der erhaltenen ELISA-Daten mit dem immun-
histochemischen Nachweis von T1-S Rezeptor in Brustdrisengewebe, sowie deren

RNA Gehalt untersucht werden.



3. Patienten, Material und Methoden

3.1 ELISA
In der vorliegenden Arbeit wurde das Verfahren des Indirekten Nachweises gewahilt.

Die Bedingungen zum Nachweis von hu T1-S mittels ELISA wurden hierfur optimiert

(siehe Kap. 4).

3.1.1 Mikrotiterplatten

Es wurden Mikrotiterplatten der Fa. Nunc verwendet.

3.1.2 Coating

Beim Coating wurden pro well einer Mikrotiterplatte 200ul einer 2ug/ml Protein in
Natriumcarbonatpuffer pH 9,5 enthaltenden Losung des Antikdrpers II6E3 pipettiert
und Uber Nacht im Kuhlschrank inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte ausgeschut-

tet und auf einem Papierhandtuch ,trockengeschlagen®.

313 Blockieren

Die Blockierug freier Proteinbindungsstellen auf der Mikrotiterplatte erfolgte durch
erneutes Auftragen von je 200ul Blockierungspuffer pro Kammer der Mikrotiterplatte.
Die Inkubation erfolgte fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die
Platte ausgeschuttet, dreimal mit PBS gewaschen und auf einem Papierhandtuch

~frockengeschlagen®.



3.1.4 Antigen

Zur Bestimmung einer Eichkurve wurde eine Verdlinnungsreihe von hu T1-S-Flag in
Konzentrationen von 50ng/ml bis 0,39ng/ml in 1:1 Verdlinnungsstufen, sowie zur
Konzentrationsbestimmung der Tumorextrakte eine Verdunnungsreihe im Verhaltnis
1:10, 1:20, 1:40, 1:80 erstellt und aufgetragen. Eine Verdunnung des Antigens erfolg-

te jeweils in einer Loésung von 1% BSA in PBS.

315 Entwickeln

Die Entwicklung des ELISA erfolgte durch eine erneute Inkubation mit dem biotin-
markierten sekundaren Antikorper 143, der in einer Konzentration von wiederum 2ug
Protein/ml in einer Losung von 1% BSA in PBS gel6st wurde. Erneut wurden 200yl
der Losung pro Kammer der Mikrotiterplatte pipettiert. Die Bindung erfolgte Uber zwei
Stunden bei Raumtemperatur.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS schlof3 sich die Einleitung der Farbung mit der
Zugabe von 200ul einer Losung von StreptAvidin-POD in einer Verdinnung von
1:10000 an, wobei flr 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde.

Es erfolgte anschlielRend erneut grindliches Waschen mit 3 x PBS zur vollstandigen

Entfernung von ungebundenen Enzymresten.

3.1.6 Farbung

Die Farbung erfolgte durch Zugabe von 150ul 1-Step™ Turbo-Tetramethylbenzidin
(Fa. Pierce) pro Kammer und die Entwicklung fir 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 100ul 2 M Schwefelsaure gestoppt.
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3.1.7 Messung

Die Messung erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 450nm und einer Re-
ferenzwellenlange von 620 nm im DigiScan der Fa. Asys Hitech.

Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefuhrt.

3.2 Endgultiges ELISA Protokoll

Coating: 2ug/ml AK 1I6E3 in Na2CO3 O/N KS
Waschen: 3 x PBS (kurz)

Blockieren: PBS/ 0,5%BSA, 2,5% Milchpulver 30min RT
Waschen: 3 x PBS

Antigene: in PBS/1%BSA verdunnt O/N KS

hu T1-S-Flag 50/25/12,5/6,25/3,125/1,56/0,78/0,39 ng/ml

Tu-Extrakte 1:10 — 1:80 Verdlinnung

Waschen: 3 x PBS

Biotinylierter 2ug/ml AK 143 in PBS/1%BSA 2h RT
sekundarer Antikorper

Waschen: 3 x PBS

Streptavidin-POD: (Fa. Roche, 1:10000 Verd. in PBS) 30min RT
Waschen: 3 x PBS

TMB-Farbung: 150 pl Turbo-TMB (Fa. Pierce) 30min RT
Stoppen: 100ul 2M H2S04

Messung: 450nm/620nm(Referenzwellenlange)
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3.3 Antigen

3.3.1 T1-S-Flag Herstellung in High 5 Zellen (Rupp 1995).
High 5 Zellen wurden mit dem T1-S-Flag-rekombinanten Baculovirus infiziert und

nach maximal 4 Tagen geerntet.

3.3.2 Affinitatsreinigung

Der Zellkulturiberstand wurde einmal filtriert und anschlieRend sterilfiltriert. Das Filt-
rat wurde Uber eine anti Flag Mab2 Sepharose Saule gereinigt. Zunachst wurden in
eine Saule 100ul der anti Flag Mab2 Sepharose ,gepackt” und mit 100mM Glycin-
HCI pH 3,5 regeneriert. Nach Aquilibrieren des Saulenmaterials mit PBS wurde der
filtrierte Zellkulturiberstand zweimal Uber die Saule gegeben, um eine mdglichst ho-
he Bindung zu erreichen. Ungebundene Proteine wurden durch Waschen mit PBS
entfernt. Im Anschluld erfolgte die Elution des Antigens durch 0,5ml Aliquots einer
Lésung von 50ul Flag Peptid (c= 5mg/ml; Bindungskapazitat: 25 nm Flagprotein /ml)
in 2,5ml PBS, die jeweils getrennt aufgefangen wurden. Die Proteinkonzentration der
Eluate wurde photometrisch bestimmt (s.u. Punkt 3.4.1). Die Saule wurde mit 0,5ml
PBS gespult, das ebenfalls aufgefangen wurde. Zuletzt wurde noch einmal mit
100mM Glycin-HCI pH 3,5 ad 100ul Tris-Puffer pH 7-8 gebundens T1-S-Flag von der
Saule gewaschen. Reinheit und Grolie des eluierten T1-S-flag Proteins in den ein-
zelnen Fraktionen wurde mittels SDS-Gelelektrophorese kontrolliert (s. u.). Die erhal-
tenen Eluate mit den héchsten Konzentrationen wurden vereinigt und durch Ultrafilt-
ration bei 3000 G durch einen 10 KiloDalton (blau) Filtron Porenfilter auf das 2 — 10 —
fache (200ul) konzentriert, anschlieRend mit PBS auf 2ml aufgefullt und erneut zentri-

fugiert bis ein Volumen von ca. 200ul verblieb. Abschlielend erfolgte eine erneute
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photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung und die Kontrolle durch Ge-

lektrophorese (s.u.Punkt 3.4.1 ff).

3.4  Charakterisierung des huT1-S-Flag Proteins
3.4.1 Photometrische Bestimmung (Harlow and Lane, 1988):
Die Probe wurde in einer Quarzkuvette bei A=280 nm gegen den Probenpuffer (PBS)
gemessen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte bei einer Schichtdicke von 1cm
uber die Formel:

1 O.D. (280nm) = 0,7mg Protein/ml
die anhand von Immunglobulin G gewonnen wurde. Bei Lésungen anderer Proteine
ist das Verhaltnis zum Teil anders, z.B. bei BSA: 0,7 O.D. 280nm = 1mg Protein/ml.
Da das T1-S-Protein zur Immunglobulinsuperfamilie gehort, ist die Konzentrationsab-

schatzung einer Losung, die ein T1-S-Fragment enthalt, mit obiger Formel genauer.

3.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976):

Eine Konzentrationsbestimmung von Proben, die Uber 1% Detergenz enthalten (Bio-
Rad-Anleitung zum Bradford-Test), ist nicht mdglich, da die stochiometrische Bin-
dung des Farbstoffes gestort ist.

Die Proben fiur die Eichkurve (1-25 mg/ml BSA) wurden mit Wasser in einem Ge-
samtvolumen von 160 ul in eine Mikrotiterplatte (Fa. Nunc) gegeben und mit 40 ul
Bradford-Reagenz (BioRad) gemischt. Nach 15 min bis 1 h wurde die O.D. bei

595nm gemessen.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Lammli, 1970):

Es wurde die kleine Gelapparatur von Biometra verwendet.

13



10x SDS Laufpuffer:
250mM Tris
1,92M Glycin
0,5% SDS
pH 8,3

Trenngel: 12,5%

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 2,5ml

1M Tris/HCI, pH 8,8 2,25ml
20% SDS 30ul
H.0 1ml
50% Glycerin 150 ul
TEMED 2ul
10% APS 30ul

Das Sammelgel wurde direkt auf das Trenngel gegossen.
Sammelgel:

30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid 0,33ml

1M Tris/HCI, pH 6,8 0,5ml
20% SDS 10p
H20 1,17ml
TEMED 5pl
10% APS 10p

Bromphenolblau wurde zu dem Sammelgel gegeben, um die Taschen sichtbar zu
machen.
2x SDS-SB (,sample buffer®):

1M Tris/HCI, pH 6,8 1,25ml

14



10% SDS 5,0ml

87% Glycerin 2,0ml
B-Mercaptoethanol 1,0ml
0,25% Bromphenolblau 0,75ml>. 10ml

Die Proben enthielten 1-fach konzentrierten SDS-SB und wurden 5 — 10 Minuten auf
95°C erhitzt, um alle Proteine zu denaturieren. Durch Zentrifugation wurden unlosli-
che Verunreinigungen sedimentiert.

Nach dem Probenauftrag lief das Gel 10min. bei 90Volt ein, die Auftrennung wurde
dann 1h bei 160Volt durchgeflhrt.

Als Proteinmolekulargewichtsstandard wurde der Full Range Rainbow Marker RPN

800 von der Firma Amersham verwendet.

Silberfarbung

Fixierer:
30% (viv) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure
in H20O bidest
Reduzierlosung:
30ml Ethanol
65ml H20 bidest
3,3ml 3M Natriumacetat
100mgThiosulfat
ad 100ml H20 bidest
Silberlosung:

100mgSilbernitrat
ad 100ml H>0O bidest

15



25ul Formaldehyd (37%)
Entwickler:
2,5% (w/v)  NaxCOs (12,5% Stammldsung)
ad 100ml H20 bidest
50ul Formaldehyd (37%)
Die Losungen wurden immer frisch angesetzt und das Gel wurde wie nachfolgend

geschildert angefarbt.

1x Fixierer mind. 30min. (bis Uber Nacht)
1x Reduzierlosung 30min
3x H2O bidest 10min
1x Silberlosung 30min

Danach wurde das Gel sorgfaltig mit Wasser abgespdult und in einem anderen Gefal®
Entwickler zugegeben. Sobald die Banden gut sichtbar waren, wurde die Reaktion
durch Zugabe von Essigsaure (Endkonzentration 1%) gestoppt. Vor dem Trocknen

wurde das Gel mit Wasser gewaschen.

3.4.4 Western Blot (Ubertragung von Proteinen auf Nylonmembranen)
Zur Ubertragung von Proteinen auf eine Immobilon PVDF-Membran (Pall, Eschborn)
wurde die Fast Blot B33-Apparatur von Biometra, Munchen, verwendet.
Transferpuffer:

Tris 20 mM

Methanol 20% (viv)

Glycin 150 mM

pH 8,3

Durchfuhrung:
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Die schwer benetzbare Immobilon-P-Membran wurde 5 min. in Methanol aquilibriert,
mit Wasser angefeuchtet und dann mit Transferpuffer gewaschen. In der Blot-
Apperatur kamen auf drei Lagen mit Transferpuffer getranktem 3 MM Papier (What-
man) die Membran, das SDS-Gel mit den aufgetrennten Proteinen und abermals drei
Lagen puffergetranktes 3 MM Papier. Luftblasen wurden entfernt und Uberschissige
Flussigkeit abgesaugt. Transferiert wurden die Proteine bei 4 mA/cm? Gel fur 30 Mi-
nuten. Der Western-Blot wurde entweder sofort zur Hybridisierung eingesetzt oder
getrocknet und aufbewahrt. Eine getrocknete Membran mufdte vor der Verwendung

wieder mit Methanol und aq. bidest. angefeuchtet werden.

3.4.5 Nachweis von membrangebundenen Proteinen (Blake et al., 1984)

Auf Membranen gebundene Proteine wurden durch eine Antikorperreaktion wie folgt
sichtbar gemacht. Das spezifische Antigen auf der Membran wird von einem enzym-
markierten Antikorper erkannt und gebunden. Ein Substrat bindet kovalent an das
Enzym, das in einer Farbreaktion ein sichtbares Signal erzeugt und somit eine Loka-

lisierung des gesuchten Proteins moglich macht.

Losungen:
TBS, pH 7,4
0,05 M Tris,
0,15 M NaCl

Milchpuffer, pH 9
2,5% (w/v) Magermilchpulver
0,05% (v/v) Tween 20
in TBS, pH 10
Farbeldsungen:

Alkalische Phosphatase(AP):
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AP-Puffer, pH 9,5
Tris/HCI 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl2 5mM
X-Phosphat: ,,5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat® (BCIP)
X-Phosphat-Stammldsung
X-Phosphat (BCIP) 50mg/ml

in Dimethylformamid

NBT-Stammlosung Nitroblau-Tetrazolium 50mg/ml
in 70% DMF

AP-Farbeldsung X-Phosphat-Stamml6sung 30ul/10ml
NBT-Stammldsung 66ul/10ml
in AP-Puffer

Antikorperverdinnungen:

Primarer Antikorper

Mab2 (anti Flag) biotin 10 ug/ml

Substrat:

Streptavidin-AP 1:5000 in TBS

Durchfuhrung:

Alle Inkubationen werden im Rollofen bei 37°C durchgeflhrt.

Die feuchte Immobilon-P-Membran wird Gber Nacht in 5 ml Milchpuffer (in 50ml Fal-
con-Roéhrchen) im Kuihlraum gewaschen, um unspezifisch bindende Reste der
Membran zu blockieren. Die Hybridisierung mit dem ersten Antikoérper erfolgt fir 1 h
bei 37°C. Dann wurde die Membran 3x mit TBS gewaschen und mit Streptavidin-AP
ebenfalls flr 1 h inkubiert und wieder 3x mit TBS gewaschen. Anschlie3end wird die

Membran funf Minuten in AP-Puffer aquilibriert. Durch Zugabe von 30ul NBT und
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30ul BCIP zu 10 ml AP-Puffer wird die Membran bis zu 30 min gefarbt und die Reak-

tion mit Wasser gestoppt, wenn sich die Banden deutlich abzeichnen.

3.5 T1-Protein positive Kontrollen

Tabelle 1 zeigt Zelllinien und Gewebe, fur die im Labor ein hoher Gehalt an T1-

Protein nachweisbar war, und die als interne positive Kontrolle verwendet wurden.

Tabelle 1: T1-Protein Positivkontrollen

Gewebe/Zellinie T1-Protein Nachweis

HMC-1 (Mastzellen) | T1-M-Rezeptor + wenig Immunhistochemie
T1-S-Protein Northern-Blot, RT-PCR

HaCat Wenig T1-M- Rezeptor Immunhistochemie

(Keratozyten) in Zellen, T1-S- Protein Northern-Blot
im Medium

Placenta Alle Formen Immunhistochemie

Northern-Blot, RT-PCR

3.6 Monoklonale Antikorper

Zu Beginn der Arbeit stehen funf gegen humanes T1 (huT1-S-Fc) gewonnene mo-
noklonale Antikorper der Fa. Immunex (Seattle, USA) zur Verfugung . Im weiteren
Verlauf erhielten wir sechs weitere Antikdrper durch eine Kooperation mit dem DRFZ
Berlin. Alle Antikorper sind gegen das rekombinante huT1-S-Fc Protein aus COS
Zellen hergestellt und es ist nur die Spezifitat fir rekombinantes huT1Fc bekannt

(siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Namen, Klassifizierung und Ursprung der monoklonalen Antikorper

Labor-Nr Offizielle Isoform Herkunft
Bezeichnung

140 140 Ratte 1gG2a Immunex

141 141 Ratte 1gG1 Immunex

142 142 Ratte 1gG1 Immunex

143 143 Ratte 1gG1 Immunex

144 144 Ratte IgG2a Immunex
1 [17B8 Maus 1gG2b DRFz
2 5°C7/2 Maus IgG1 DRFz
3 5C7/4 Maus 1gG1 DRFz
4 5°C7/9 Maus 1gG1 DRFz
5 4°A8/1 Maus IgG1 DRFz
6 [I6E3 Maus n. bek. DRFZ

3.6.1 Immunprazipitation

In ein ERG pipettiert man 20ul des ungereinigten hu T1-S-Flag -haltigen Protein-
Uberstands infizierter High 5 Insektenzellen und gibt 2ug Antikdrper hinzu. Anschlie-
Rend werden 15ul Protein G-Sepharose (Pierce) zugegeben und tUber Nacht unter
Schatteln im Kihlschrank inkubiert. Die Proben werden jetzt kurz zentrifugiert und
der Uberstand mit einer Pipette vorsichtig abgenommen und aufgehoben. Das Prazi-
pitat wird dreimal mit 500ul PBS/0,05% Tween 20 gewaschen, die 3. Waschldsung

mit einer ausgezogenen Pasteur-Pipette oder Kapillare vollstandig abgehoben. Die
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Prazipitate werden mit je 10ul 2x SDS Probenpuffer, die Uberstande mit 5ul 5x SDS
Probenpuffer versetzt und bei 90°C 5 min erhitzt, um alle Proteine zu I6sen. Durch
kurze Zentrifugation werden unldsliche Bestandteile sedimentiert.

Die Proteintrennung und Identifizierung erfolgt durch eine SDS Gelelektrophorese

wie unter Punkt 3.4.3 beschrieben und anschlieRendem Western Blot.

3.6.2 Biotinylierung monoklonaler Antikorper

Biotin ist eine niedermolekulare Substanz, die hier als Affinitdtsreagens verwendet
wird. Es wird ein Biotin labeling Kit der Fa. Boehringer Mannheim verwendet und
modifiziert (Sorensen, 1996).

Ldsungen:

PBS

Biotin-7-NHS-LAsung (immer frisch zubereitet)

5mg Biotin-7-NHS wurden in 250ul DMSO gelést um eine Konzentration von
20mg/ml zu erhalten und 1:10 verdunnt (c=2mg/ml).

Slide-A-Lyzer™ Dialyse Kassette (Pierce Chemical)

Durchfuhrung:

Zunachst wird die Dialyse-Membran in PBS fur 2 — 3 min angefeuchtet. Anschlief3end
erfolgt das Umpuffern der Antikdrper durch Einbringen der Probe in die Kammer und
Aquilibrierung der Kassette mit Hilfe eines Schwimmers in 500ml PBS fiir 2 h bei
Raumtemperatur. Der molare Reaktionsansatz betragt 1:10. Eine entsprechende
Menge Biotin-7-NHS Loésung wird jetzt Gber die Schleuse in die Kammer gegeben,
dabei verbleibt eine kleine Luftblase in der Kassette. Die Kassette wird flach auf ei-
nem Schutteltisch fixiert, der so eingestellt wird, das eine sanfte Bewegung der Luft-
blase sichtbar ist. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wird das Uberschissige

Biotin durch Dialyse gegen 500ml PBS (2 Wechsel) Uber Nacht entfernt.
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Anschlielend erfolgt die photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration,
Trennung durch eine SDS-Gelelektrophorese, Transfer im Western-Blot und Nach-
weis der Biotinylierung durch Hybridisierung mit Streptavidin-AP und Farbung mit

NBT/BCIP (s.o. Punkt 3.5.5).

3.7  Tumorextrakte

Zur Herstellung der Tumorextrakte wird aus der ,Tumorbank® des Instituts fur Patho-
logie der Technischen Universitat fur 26 Falle tiefgefrorenes, unfixiertes Gewebe
ausgewahlt.

Das tiefgefrorene Gewebe wird makroskopisch untersucht und im Bereich des Tu-
mors mit Hilfe eines scharfen Spatels ein etwa reiskorngrofes Stuck entnommen.
Das Tumorgewebe wird in einem 1,5ml ERG mit 500ul PBS/1% TritonX 100 versetzt
und 10 Minuten mit Hilfe eines Pistills mechanisch zerkleinert. Die Suspension wird
vollstandig in ein 2,0ml groRes ERG uberfuhrt. Zur Extraktion der Proteine wird die
Gewebesuspension Uber Nacht im Kuhlschrank unter Rihren inkubiert. Die unldsli-
chen Bestandteile werden abzentrifugiert und der Gesamtproteingehalt des Tumorex-

trakts mit Hilfe des Bradford-Test bestimmt (s.o0. Punkt 3.4.2).

3.8  Patientenkollektiv

FuUr diese Untersuchung wird aus der ,Tumorbank® des Institutes fur Pathologie der
Technischen Universitat Minchen Falle von invasiven nodal negativen (NO) Mamma-
karzinomen unterschiedlichen histologischen Typs ausgewahlt. Auswahlkriterien sind
dabei der Zugang sowohl zu Formalin-fixiertem als auch zu tiefgefrorenem, unfixier-
ten Gewebe. Der T1-Proteingehalt wird immunhistochemisch, der T1-RNA Gehalt mit
semi-quantitativer reverser Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion bestimmt (We-

renskiold et al.; 2000).
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Untersucht wird eine Gruppe von insgesamt 26 Patientinnen, die in der Abteilung fur
Gynakologie und Geburtshilfe, Klinikum rechts der Isar, der Technischen Universitat
Muinchen zwischen 1990 und 1993 primar operativ mit brusterhaltender Chirurgie
oder Mastektomie und Axilladissektion behandelt wurden. Bei keiner Patientin gab es
zum Zeitpunkt der Operation einen Anhalt fur Lymphknoten- oder Fernmetastasen
(NO, MO0). Zum Zeitpunkt der Operation lag das Alter der Patientinnen zwischen 42
und 86 Jahren (Durchschnitt: 61,8 Jahre). Die Grof3e des Primartumors (pT) und des
regionaren Lymphknotenstatus (pN) wurden makroskopisch, und durch histopatholo-
gische Untersuchung an Paraffinschnitten nach den Richtlinien der Tumor-Node-
Metastasis (TNM) Klassifikation der Union Internationale Contre le Cancer (UICC)
bestimmt (Sobin LH et al.; 1997). Differenzierung (G) wurde durch eine histologisch-
zytologische Beurteilung bewertet (Baessler R et al.; 1992), ausgenommen lobulare
Karzinome. Ostrogen- und Progesteronrezeptor Expression wurde immunhistoche-
misch bestimmt und nach Remmele und Stegner bewertet (Remmele W, Stegner

HE, 1987).
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3.9 Chemikalien und sonstige Materialien

Die allgemeinen Laborchemikalien wurden bei den Firmen Merck, Darmstadt und
Sigma, Miinchen bezogen. Der Reinheitsgrad war ,pro analysi*.

Aullerdem wurden verwendet:

ABC-Vector-Staining Kit Camon, Wiesbaden

30% Acryamid/0,8% Bisacrylamid

(,Rotiphorese Gel 30%) Roth, Karlsruhe
Anti-Flag Mab2 Sepharose Saule Sigma, Miinchen
Anti-Flag® M2 monoklonaler Antikérper Sigma, Miinchen
Anti-Flag® M2 biotinylierter monoklon. Antikorper Sigma, Mtinchen

Flag® Peptid Sigma, Miinchen

BCIP Boehringer, Mannheim
,Biotin Labeling Kit" Boehringer, Mannheim
Bradford Reagenz BioRad, Mtinchen
Bromphenolblau Merck, Darmstadt
Extravidin-POD Sigma, Miinchen
Filtron-Membran (blau) 10Kda Filtron

FKS Pan Systems, Aidenbach
Mikrotiterplatten Nunc, Feldafing
Molekulargewichtsmarker(RPN 800) Amersham
NBT/X-phosphat Boehringer, Mannheim
PVDF-Membran Pall, Eschborn
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma, Mtinchen
.olide-A-Lyzer™ Dialyse Kassette* Pierce, KMF, Sankt Augustin
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) Eurobio, Frankreich
Streptavidin-POD Boehringer, Mannheim
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TEMED Pharmacia LKB, Freiburg
TMB-Tabletten Sigma, Miinchen

,1-Step™ Turbo TMB-ELISA" Pierce, KMF, Sankt Augustin
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4. Ergebnisse

4.1 T1-Antigene

Als Referenz und interner Standard fur die ELISA-Untersuchungen steht zu Beginn
der Arbeit ein hu T1-S-Fc Fusionsprotein zur Verfugung, das rekombinant in Sauger-
zellen (COS) hergestellt wird. HuT1-S-Fc enthalt die vollstandige Aminosaurese-
quenz des humanen T1-S Proteins fusioniert an eine C-terminale konstante Region
(Fc) eines Antikorpermolekuls. Das stark glykosylierte Fusionsprotein liegt im Zellkul-
turiberstand als Dimer (Molekulargewicht: 180kD) vor. Es wird mittels Affinitats-
chromatographie an ProteinA Sepharose gereinigt. Da der Fc-Teil sowohl des huT1-
S-Fc Proteins als auch derjenige der im Zellkulturmedium vorliegenden bovinen Im-
munglobuline mit hoher Affinitat an ProteinA binden, sind die Praparationen des re-
kombinanten Proteins mit bovinen Immunglobulinen verunreinigt.

Ein erstes Ziel der Arbeit war es deshalb, monomeres, gering glykosyliertes rekombi-
nantes hu T1-S in hochreiner Form herzustellen. Hierfur wurde ein Baculovirus-
Expressionssystem gewahlt, das bereits erfolgreich fur die Produktion und Reinigung
von rekombinantem murinem T1-S Protein aus Insektenzellen eingesetzt worden war
(Rupp, 1995). Das sezernierte hu T1- S Protein wird aus Zellkulturiberstand gewon-
nenen, aufgereinigt und konzentriert. Abbildung 2 zeigt eine Silberfarbung, nach de-
naturierender SDS-Gelelektrophorese, der einzelnen Eluat-Fraktionen einer hu T1-S
Proteinreinigung. Aufgrund der Glykosylierung des hu T1-S-Flag Proteins lauft es als
diffuse Bande. In den einzelnen Spuren sind keine anderen Proteinbanden sichtbar,
als Hinweis fur eine hohe Reinheit (>95 %) des gereinigten Proteins. Die Fraktionen
mit den hochsten Konzentrationen (Spur 3, 4 und 5) wurden vereinigt und konzent-
riert. Aus 50 ml Zellkultumedium konnten 15 ug gereinigtes Protein gewonnen wer-

den. Die Konzentration betrug 0,076 mg/ml huT1-S-flag.

26



Abbildung 2: SDS-Gel der Affinitatsreinigung (Silberfarbung)

Marker

1 2 3 4 5 6 7 8

. Lo y .
' . . % A huT1-S-Flag

Spuren 1-7: Eluatfraktionen, Spur 8: ungereinigter Zellkulturiberstand.

4.2 Monoklonale Antikorper

Zu Beginn der Arbeit standen funf gegen humanes T1-S-Fc gewonnene monoklonale
Antikdrper (MAK) der Fa. Immunex, Seattle zur Verfligung, die bereits auf ihre Eig-
nung fur verschiedene Techniken getestet worden waren. Die Ergebnisse sind in Ta-
belle 3 zusammengefasst. Als geeignet fur ELISA erweisen sich in den Voruntersu-
chungen die monoklonalen Antikdrper Kombinationen MAk 140 — MAK 143 und be-
dingt geeignet die Kombination MAk 140 — MAK 144.

Parallel war in Kooperation mit Th. Kamradt, DRFZ Berlin, mit der Gewinnung eige-
ner MAks begonnen worden. Es werden sechs hu T1-S reaktive Antikdrper erhalten
(siehe Methoden Punkt 3.6, Tabelle 2), diese sollten im Rahmen der vorliegenden
Arbeit auf ihre Eignung fur einen T1-spezifischen ELISA analysiert werden (Tabelle

2).
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(von J.E. Sims, Immunex, Seattle zur Verfligung gestellt)

Tabelle 3: Reaktivitat anti-humaner T1Fc monoklonaler Antikdrper aus der Ratte

Nr. MAk ELISA IHC Western-

Blot

140 +++ +/- +/-

141 - - -

142 ++ + +/-

143 +++ - +/-

144 ++ +++ +/-

4.21. Spezifitat der monoklonalen Antikorper, Immunprazipitation

Die Spezifitat der neuen MAks gegenuber dem rekombinierten T1-S-Protein wird zu-
nachst in Immunprazipitationsexperimenten gepruft. Hierfur werden ungereinigte Kul-
turiberstande von hu T1-S-Flag-exprimierenden Insektenzellen mit den jeweiligen
MAks immunprazipitiert. Als Positivkontrolle dient ein gegen das Flag Epitop gerich-
teter MAK, als Negativkontrolle ein irrelevanter MAk. Die prazipitierten Proteine wer-
den in einem denaturierenden SDS-Gel aufgetrennt und das T1-S-Flag Protein mit-
tels Western Blot Hybridisierung mit einem FLAG spezifischen Antikorper nachge-
wiesen (siehe Kap 3.4.3.).

Die Abbildung 3 zeigt, daR in allen Prazipitaten das huT1- S-Flag Protein nachweis-
bar ist. Die Fallung war nicht vollstandig, da auch noch nicht gefalltes Protein in den

Uberstanden nachweisbar ist, wahrend bei der mit dargestellten Positivkontrolle (anti
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Flag MAk M2 ab) eine fast vollstandige Prazipitation erreicht wird. Gleiches konnte

fur die MAk der Fa. Immunex gezeigt werden (nicht dargestellt).

Abb. 3: Immunprazipitation:

MAKk 1
Marker

MAKk: denaturierte Immunprazipitate der Antikorper 1-6.

U: dem Prazipitat zugehériger Uberstand. M2 ab: Positivkontrolle.

4.2.2 Spezifitat der monoklonalen Antikorper, ELISA

Da fur alle sechs MAks die T1-S-Spezifitat belegt werden konnte, wurden diese nun
als Primarantikorper in indirekten ELISAs weiter untersucht. Hierfur wurden zunachst
alle sechs MAks an Mikrotiterplatten gebunden. MAk 140, der in den Vorversuchen
als bislang bester primarer Antikorper identifiziert worden war, diente als Referenz.
Wie in Abbildung 4 beispielhaft dargestellt, bestehen erhebliche Unterschiede bezug-
lich der Affinitaten der Antikorper zu dem verwendeten Antigen. Dies wird besonders
deutlich anhand der unterschiedlichen Steigungen der erhaltenen Geraden.

Da die Bindung an die Mikrotiterplatte unspezifisch erfolgt, kann man davon ausge-
hen, dald in einem ELISA nach Standardprotokoll mel3bare Unterschiede durch un-
terschiedliche Affinitaten der eingesetzten MAk zu dem Antigen verursacht werden.
Man erkennt eine hohe Bindungsaffinitat des MAk Nr.6 zu dem Antigen. Dies erkennt

man an der groReren Steigung der zugehdrigen Kurve.
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Abbildung 4: Vergleich der verschiedenen Antikorper als
primare Antikorper
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Im weitere Verlauf wurde deshalb der Antikorper MAk Nr.6 als primarer Antikorper
verwendet. Als sekundarer Antikdrper wurde der biotinylierte Antikorper 143 der Fa.

Immunex verwendet.

4.3 Optimierungen

Zur Optimierung der ELISA Bedingungen werden Einzelschritte der Technik variiert.
Wenn es nicht anders angegeben ist, erfolgt der Versuchsablauf unter Standardbe-
dingungen wie unter Punkt 3.2 angegeben und es wird jeweils nur der behandelte
Einzelschritt variiert.

4.3.1 Inkubationszeit

In Vorversuchen zeigte die Veranderung der Inkubationszeiten, daf} eine Bindung
der Antikorper an die Mikrotiterplatte und an das Antigen sehr langsam erfolgt. Das

Coating und die Bindung des Antigens erfolgte deshalb jeweils Uber Nacht und im



Kdhlschrank (nicht gezeigt) und wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter unter-

sucht.

4.3.2 Reagenzien

Ziel war es, eine Mel3kurve zu erhalten, die zwei Bedingungen erfullte:

1. Ein geringes Hintergrundsignal ergibt.

2. Im niedrigen Konzentrationsbereich einen moglichst steilen Anstieg zeigt.
a) Tetramethylbenzidin (TMB)

Es wurden zwei verschiedene Zubereitungen getestet (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5:
Tetramethylbenzidin Peroxidase Verdlnnung
TMB-Tabletten Strepavidin-POD 1:10000 bis 1:100000
(Fa. Sigma) (Fa. Roche)
Turbo-TMB Extravidin-POD 1:1000 bis 1:3000
(Fa. Pierce) (Fa.Sigma)

Es wurden direkte ELISA durchgeflihrt, bei denen das Antigen direkt an die Oberfla-

che der Mikrotiterplatte gebunden und diese mit 0,5% BSA und 2,5% Milchpuffer ge-

blockt wurde. Der Nachweis erfolgte mit dem biotinylierten Antikérper 143 und an-

schlielender Farbung nach dem Standardprotokoll.

Es zeigte sich auf der einen Seite, dal} die Kombination von Extravidin-POD mit Tur-

bo-TMB im Vergleich den geringeren Leerwert hat, was man an den niedrigeren Sau-

len des Diagramms erkennt. Wiederholt man das gleiche Experiment und blockt

zugleich die Oberflache mit den verschiedenen Moglichkeiten (siehe Tab. 4) so bleibt

diese Beobachtung bestehen. Zudem erhalt man fur die Kombination von Extravidin-

POD mit Turbo-TMB fur alle Blockierungsreagenzien ein geringeres Hintergrundsig-
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nal sowie geringe Unterschiede im Vergleich zu Extravidin-POD mit TMB-Tabletten.
Diese Kombination zeigte eine grof3e Variabilitat bei verschiedenen Blockierungsrea-
genzien (siehe Abbildung 6).

b) Peroxidase (siehe Tab.5)

Streptavidin-POD wurde, wie vom Hersteller empfohlen, in den Verdinnungen von
1:10000 bis 1:100000 ausgetestet. Dabei hat sich gezeigt, dafl3 die 1:10000 Verdun-
nung fur unseren Bedarf am Besten geeignet ist (nicht gezeigt). In Abbildung 5 wird
dargestellt, dafd eine 1 : 10000 Verdunnung von Streptavidin-POD im niedrigen Kon-
zentrationsbereich den steilsten Anstieg hatte. Im Vergleich mit Extravidin-POD in
den Verdinnungen 1:1000, 1:3000 erfullte die 1 : 10000 Verdinnung von Streptavi-
din die erforderlichen Kriterien am Besten. Es erfolgte eine logarithmische Darstel-
lung der Kurve, da bei hohen Konzentrationen bereits eine Sattigung erreicht wurde

und in diesem Fall die lineare Darstellung zu ungenau ist.

Abbildung 5: Vergleich verschiedener Peroxidasen

2,5 1

¢ Extravidin-POD 1:1000
M Extravidin-POD 1:3000
Streptavidin 1:10000

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Konzentration (ng/ml)

FuUr die Messung der Tumorextrakte wurde deshalb die Kombination von Steptavidin-

POD (1:10000 verd.) mit Turbo-TMB gewahilt.
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4.3.3 Blockieren

Die Qualitat verschiedener Blockierungsreagenzien wurde in weiteren ELISA Expe-
rimenten getestet, die als direkte ELISA durchgefuhrt wurden. Unter der Annahme,
freie Bindungstellen auf der Mikrotiterplatte zu blockieren, wird die unspezifisch bin-
dende Oberflache mit Ublichen Blockierungspuffern blockiert (siehe Tabelle 4). Der
Nachweis der erfolgten Blockierung erfolgte durch anschlieRende Inkubation mit dem
biotinylierten sekundaren Antikorper 143. Anschliellend wurde nach dem Standard-
protokoll gefarbt. Wie man in Abbildung 6 erkennen kann, blockiert ein Gemisch von
0,5% BSA und 2,5% Milchpulver in PBS unspezifische Bindungen am besten, so daf}
ein geringes Hintergrundsignal sowohl fur die Kombination Extravidin-POD+TMB
Tabletten als auch fur Extravidin-POD+Turbo-TMB erreicht wird.

Tabelle 4 (Blockierungspuffer):

1% BSA in PBS | Fa. Boehringer Blo- 0,5% BSA und 1% Fetales Kalber-
ckierungs-Reagenz | 2,5% Magermilch- serum in PBS
pulver in PBS

Abbildung 6: Effektivitat verschiedener Blockierungspuffer
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1%FKS in PBS

Leerwert

O Extravidin+TMB Tablets B Extravidin+Turbo TMB
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4.3.4 Vergleich von huT1-Fc mit huT1-S-Flag als Antigen

Das Bindungsverhalten zu den Antikorpern war in Immunprazipitationen (s.o. Punkt
4.2.1) kontrolliert worden.

Anschliefend wurde untersucht, wie sich das T1-S-flag in vergleichenden ELISA zu
dem T1-Fc Protein verhalt. Abbildung 7 zeigt die nach einem Standardprotokoll erhal-
tenen Eichgeraden.

Man erkennt, dal} sich die erhaltenen Geraden in der Steigung und dem jeweiligen
Hintergrundsignal deutlich unterscheiden. Ausgehend von diesen Kurven mufld man
sagen, dal} das T1-Fc Protein eine hohere Bindungsaffinitat zu den verwendeten An-
tikorpern hat, erkennbar an der steileren Geraden. Aufgrund des geringeren Hinter-
grundsignals kann vermutet werden, dal} das huT1-Fc-Protein weniger unspezifische

Bindungen besitzt.

Abbildung 7: Vergleich von hu T1Fc mit hu T1-S-Flag
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Wie unter Punkt 4.1 ausgefuhrt, fUhren Probleme bei der Reinigung des huT1-Fc-
Proteins zu einer ungenauen Konzentrationsbestimmung. Die Herstellung von T1-S-
flag bendtigte kein Serum fur die Zellkultur, so dafy aufgrund der Affinitatsreinigung
eine genauere Konzentrationsbestimmung moglich war. Fir die Etablierung des

ELISA wurde deshalb das huT1-S-flag Protein als interner Standard gewahlt.

4.3.5 Einflul des Tumorextrakts

Zur Uberprifung welchen EinfluR das Herstellungsverfahren der Tumorextrakte auf
das Ergebnis hatte, wurden Verdinnungsreihen des hu T1-S-flag Protein als Eichge-
rade verglichen mit einer Verdunnungsreihe des hu T1-S-flag Protein in einer 1:300
Verdunnung verschiedener Tumorextrakte. Dazu wurden Tumorextrakte ausgewahilt,

die wenig T1-S Protein enthielten. Abbildung 8 zeigt die hierbei erhaltenen Geraden.

Abbildung 8: EinfluB des Tumorextrakts
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Man erkennt bei identischer Steigung lediglich eine Parallelverschiebung der Eich-
kurven durch einen erhéhten hu T1-S-Proteingehalt.
Es lalt sich also sagen, dald das Herstellungsverfahren der Tumorextrakte keinen

Einfluld auf die MelRergebnisse hat.

4.3.6 Biotinylierung

Biotin ist eine niedermolekulare Substanz, die als Affinitdtsreagenz verwendet wird.
Es bindet aulerst fest an Avidin oder seine Derivate Extravidin und Streptavidin. Die-
sen Effekt nutzt man folgendermalien aus: Biotin wird kovalent an den Antikorper
gebunden. Dieser so markierte Antikorper bindet an Avidin oder Strepavidin markier-
tes Enzym (hier POD), ohne dal} die enzymatische Aktivitat vermindert wird. Durch
Zugabe von Enzymsubstrat (hier TMB) kann die gebundene Enzymaktivitat als Maf
fur die Menge gebundener MAks quantitativ bestimmt werden (Alberts, 1995).
Nachdem bisherige Experimente gute Ergebnisse mit dem MAKk 143 erbracht hatten,
wurde in dieser Arbeit der MAKk 143 als sekundarer Antikdrper beibehalten und nicht
variiert. Dieser Antikorper mufdte selbst biotinyliert, und die Funktionalitat Gberpruft
werden (siehe Punkt 3.6.2).

Die Konzentrationen der verschiedenen Praparationen wurden jeweils photometrisch
bestimmt. Sie waren je nach Reaktionsansatz unterschiedlich und betrugen 0,23
mg/ml bis 0,67mg/ml.

Der Erfolg der Biotinylierung wird durch denaturierende SDS-Gelelektrophorese und
anschlie®ender Western-Blot Analyse kontrolliert (siehe Punkt 3.4.4). Die erhaltenen
Banden werden mit Streptavidin-AP detektiert und mit NBT-BCIP gefarbt. Die Intensi-
tat der Farbung entspricht der gebundenen Menge Streptavidin und das wiederum
der entspricht dem Biotinylierungsgrad. Zum direkten Vergleich werden jeweils 1ug

der unterschiedlichen Praparationen biotinylierter Antikdrper eingesetzt, als positive
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Kontrolle diente der anti-rabbit Biotin Antikorper des ABC Vector staining Kit. In Ab-
bildung 10 sind verschiedene Praparationen biotinylierter Antikdrper dargestellt. Man
erkennt bei gleichen eingesetzten Mengen der Antikdrper unterschiedliche Intensita-

ten der 50 KDa Bande, als Hinweis auf einen unterschiedlichen Anteil der Biotinylie-

ABC

Die Biotinylierung ist in allen Reaktionen nachweisbar, die Effizienz in verschiedenen

rung.

Abbildung 10:

Marker BIll BVI BVII
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i
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Praparationen hingegen unterschiedlich.

Insgesamt standen acht verschiedene Praparationen biotinylierter Antikorper zur Ver-
fugung. Um die Funktionalitat der biotinylierten sekundaren Antikorper abschatzen zu
konnen, wird in ELISAs nach Standardbedingungen ein kauflicher monoklonaler anti-
Flag™ M2 biotinylierter Antikorper (Fa. Sigma), sowie die selbst hergestellten MAk
143-Biotin als sekundare Antikdrper miteinander verglichen.

Welchen Einfluld die Konzentration des sekundaren Antikdrpers hatte zeigt sich in
Abbildung 11. Es wurden in einem Standard ELISA drei verschiedene Konzentratio-
nen (0,5-1,0-2,0 ug/ml) des biotinylierten sekundaren Antikorpers verglichen. Mit
steigender Konzentration des sekundaren Antikorpers nimmt die Steigung der Eich-
geraden ebenfalls zu, ohne dal} das Hintergrundsignal wesentlich ansteigt. Es wurde
deswegen der sekundare Antikorper in einer Konzentration von 2ug/ml in

PBS/1%BSA eingesetzt.

37



Abbildung 11: EinfluR der Konzentration des sekundaren
Antikorpers
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Die Abbildungen 11 und 12 zeigen exemplarisch das Bindungsverhalten des biotiny-
lierten anti-Flag Antikorpers im Vergleich zu selbst hergestellten biotinylierten Anti-

korpern Nr. 143.
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Abbildung 12: Vergleich von MAk 143BVIII mit
Mab2 anti Flag Biotin
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Man erkennt, dal die Verwendung des kauflichen Antikérpers nur im Vergleich mit
dem biotinylierten Antikdrper 143BVIIlI zu einer Parallelverschiebung der Kurve zu
erhdhten Mel3werten fuhrte und die Steigung der Geraden gleich blieb. Die Prapara-
tion 143BVII hat dagegen noch eine zu geringe Steigung, so dal} fur die Konzentrati-
onsbestimmungen mit dem ELISA der MAk 143BVIII verwendet wurde. Dieser selbst

hergestellte biotinylierte sekundare Antikdrper ist gut fir den ELISA einsetzbar.

4.4  T1-Protein Tumorextrakte

4.4.1 Gesamtproteinkonzentration

Die Proteinextraktion aus dem tiefgefrorenen Frischmaterial der 26 Mamma- Tumo-

ren ergibt Proteinkonzentrationen von 0,5 — 7,0 mg/ml.

4.4.2 T1-Proteinkonzentration
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Zur Messung der T1-Proteinkonzentrationen werden zunachst die idealen Verdun-
nungsstufen der Tumorextrakte in Vorversuchen mit breiten Verdunnungsstufen
(1:50 bis 1:400 Verdunnungen) ermittelt. Es zeigt sich, dal® eine relativ geringe Ver-
dinnung (1:10/1:20/1:40/1:80) der Tumorextrakte notwendig ist, um in dem ange-
strebten Mel3bereich zu liegen (nicht gezeigt). Die einzelnen Tumorextrakte wurden
zwischen vier und acht Mal gemessen. Es wurden jeweils von jeder Probe Doppel-
bestimmungen durchgefuhrt und der erhaltene Mittelwert mit Standardabweichung
angegeben.

Voraussetzung fur die Wertung einer Messung war eine Eichkurve mit einer ausrei-
chend hohen Differenz zwischen OD2s5ng) und OD o 39ng), der dadurch bedingten Stei-
gung der Mel3kurve, sowie einer niedrigen Negativkontrolle.

Die EinschluRkriterien mit den entsprechenden Standardabweichungen sind in Tabel-
le 6 angegeben.

Tabelle 6: EinschluR3kriterien

Mittelwert Standardabweichung
OD2sng 0,82 10,27
ODo,39ng 0,037 10,028
AOD 0,78 10,27
Neg.Kontrolle 0,16 +0,13

Insgesamt erflllten 78,6% der Messungen die Einschlul3kriterien. 14,3% der durch-
gefuhrten ELISA konnten aufgrund zu hoher Negativkontrollen nicht gewertet wer-
den. In 7,1% der Messungen war eine insgesamt zu geringe Intensitat aufgefallen

und konnten deshalb nicht gewertet werden.
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Fir jeden Tumorextrakt konnte man im Rahmen der Mel3bedingungen (s.o0.) mindes-
tens drei bis max. sechs Konzentrationsbestimmungen auswerten. Es gab jedoch
Extrakte, die auffallend haufig aulierhalb des definierten MelRbereichs lagen und in
den huT1-Protein Konzentrationen offensichtlich sehr gering waren. Der Tumorex-
trakt eines Fibroadenoms war in allen durchgefuhrten Messungen unterhalb der
MefRbedingungen geblieben.

Auffallend ist, dald bei einem Versuchsansatz extrem differierende T1-Proteinmengen
gemessen werden. Weiterhin auffallend ist, daf fur gleiche Tumorextrakte die jewei-
ligen Proteinkonzentrationen in unterschiedlichen Messungen sehr unterschiedlich
sind und demnach eine grofl3e Standardabweichung haben. Grob unterscheiden kann
man Tumorextrakte, die hohe Proteinkonzentrationen ergaben, Messungen, die mitt-
lere Proteinkonzentrationen ergeben und Messungen, die niedrige Proteinkonzentra-
tionen ergeben. Vergleicht man fur einen bestimmten Tumorextrakt verschiedene
Messungen miteinander war der T1-Proteingehalt eines Tumorextraktes in der Rela-
tion zu den anderen Extrakten immer gleich, als entweder hoch, mittel oder niedrig
einzustufen. Das Ziel, eine quantitative Aussage uber den T1-Proteingehalt zu treffen
ist mit dem derzeitigen System sehr schwer zu treffen. Die ermittelten Korrelationen
sind in den folgenden Abbildungen 13a und b sichtbar gemacht.

Man erkennt, dal} sich fur einen bestimmten T1 RNA Score unterschiedlich groRe T1
Proteinkonzentrationen ergeben. Diese Proteinkonzentrationen sind, mit bedingt
durch grol3e Standardabweichungen, so gestreut, dafd sich kein Trend fur einen Zu-

sammenhang zwischen T1 Proteinkonzentration und T1 RNA Score abzeichnet.
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Abbildung 13a: Korrelation der T1 Proteinkonzentration mit
T1 RNA-Score
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Abbildung 13b: Korrelation der T1 Proteinkonzentration
mit dem T1 Immunhistochemie-Score
[
9
© 400 s *
= 2 2
8 300 ®
2 E -
T @ 200 .
o - 'S Y — ®
o 100 P *
= . L 4 L 4 ‘
E 0 T ? T f T ‘ T 1
0 2 4 6 8 10 12
T1 Immunhistochemie-Score

Auch in dieser Darstellung zeigt sich ein ahnliches Bild. Fur einen bestimmten im-
munhistochemischen T1-Score zeigte sich eine breite Streuung der T1 Proteinkon-
zentration Uber den gesamten MeRbereich, so dal® auch hier keine Aussage uUber
den Zusammenhang zwischen T1 Proteinkonzentration und T1-Score getroffen wer-

den konnte.
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5. Diskussion

Die Technik des ,Enzyme-linked Immunosorbent-assays ELISA" ermdglicht einen
quantitativen Nachweis von Proteinen in Gewebeextrakten, Zelllysaten, Zellkultur-
uberstanden und Korperflussigkeiten, ohne das immunologische Aktivitat verloren
geht. Das Verfahren beruht auf der Spezifitat von Antikdrper-Antigen Komplexen.
Antikorper sind Proteine, die vom Immunsystem der Wirbeltiere zur Infektionsabwehr
hergestellt werden. Sie sind einzigartig unter den Proteinen, da sie in Milliarden ver-
schiedener Formen hergestellt werden, jede mit einer anderen Bindungsstelle, die fur
sein Zielmolekul, das Antigen, spezifisch ist (Alberts, 1995). Im Prinzip sind zwei ver-
schiedene Vorgehensweisen maoglich.

a) Direkter Nachweis eines Antigens durch Antikorper. Dies setzt voraus, dal das
Antigen in hohen Konzentrationen vorhanden ist.

b) Indirekter Nachweis eines Antigens durch Antikorper. Hierbei wird die Empfind-
lichkeit der Methode durch ein Signalverstarkungsverfahren noch gesteigert und
erreicht so eine Sensitivitat zum Nachweis von 100pg/ml bis 1ng/ml Protein.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verfahren des indirekten Nachweises gewahlt.

Es standen insgesamt elf verschiedene monoklonale Antikorper zur Austestung zur

Verfugung. Diese Antikdrper wurden alle gegen rekombinantes humanes T1-Fc aus

COS-7 Zellen hergestellt. Eine Spezifitat war fur alle Antikorper nur fir rekombinan-

tes humanes T1-Fc bekannt.

Aus den zur Verfugung stehenden Antikorpern wurde der Antikorpers II6E3 als pri-

marer Antikorper in Kombination mit dem biotinylierten Antikorper 143 als sekunda-

ren Antikorper aus den in Kap. 4 dargelegten Grinden ausgewahlt.

FUr die Bestimmung von T1-Proteinkonzentrationen war es von entscheidender Be-

deutung einen internen Standard zu besitzen. Dieser Standard diente der Bestim-
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mung einer Eichgeraden. Als Standard wurde zunachst ein T1-Fc Fusionsprotein
verwendet. Die Herstellung des Proteins erfolgte durch Transfektion von Saugerzel-
len (COS-7) mit dem entsprechenden Expressionsvektor. Die Zellen produzierten
humanes T1-S, das durch die Koppelung an die konstante(Fc) Region eines IgG Mo-
lekuls als Dimer vorlag. Fur das Wachstum dieser Zellen war im Nahrmedium ein
Zusatz von mind. 4% FKS notwendig. Die im FKS enthaltenen bovinen Immunglobu-
line binden, ebenso wie das T1-Fc Fusionsprotein, mit hoher Affinitat an ProteinA
Sepharose, so dal die Praparationen des rekombinanten T1-Fc Proteins mit bovinen
Immunglobulinen verunreinigt waren.

Dadurch wurde eine exakte Konzentrationsbestimmung fur das T1-Fc Protein er-
schwert.

Ein erstes Ziel war es einen Weg zu finden das Antigen unabhangig von Serumprote-
inen und als Monomer herstellen zu kdnnen. Dies erfolgte durch Umklonierung des
Expressionsvektors in Baculovirus und Amplifikation Uber Insektenzellen (Rupp
1995). Man erhielt dann ein monomeres T1-S Protein, das ein Flag Epitop anstatt
des Fc-Teils tragt und uber eine Affinitatschromatographie gereinigt werden kann. Es
stand also ein Zellkultursystem zur Produktion von humanem T1-S Protein fur die
Erstellung von Eichkurven zur Verfugung.

Ziel des entwickelten MefRsystems war es, Eichkurven konsistent und reproduzierbar
mit groRer Steigung zu erhalten. Fur dieses Mel3system war allerdings nicht bekannt,
wie die ideale Eichkurve aussehen soll. Daher wurden verschiedene Kriterien als
Randbedingungen ausgewahlt, die aus Vergleichen mit kommerziellen ELISA wichtig
erscheinen. Die wichtigste Bedingung hierbei ist, da} das A OD = OD25ng — ODg 39ng
als Ausdruck der Steigung grol3 genug ist (0,82 = 0,27). Die gewtinschten Signalin-
tensitaten konnten nur erreicht werden, indem man das Antigen in sehr hohen Kon-
zentrationen eingesetzt hat (50ng — 0,39ng). Dementsprechend mussen die herge-
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stellten Tumorextrakte in hohen Verdunnungsstufen von 1:10 bis 1:80 eingesetzt
werden.

Die Abbildung 8 in Kap. 4.3.5 zeigt beispielhaft eine, bei unseren Messungen, haufig
erhaltene Eichkurve. Bestimmt man damit Proteinkonzentrationen so wird deutlich,
dal} bei einem geringen Unterschied in der optischen Dichte bereits ein sehr starker
Unterschied in der T1-Proteinkonzentration gemessen wird. Dies erklart, dal} bei
formal gleichen Reaktionsbedingungen, unterschiedliche T1-Proteinkonzentrationen
der gleichen Tumorextrakte gemessen werden. In den Tumorextrakten konnte man
mit dieser Eichkurve haufig keine Proteinkonzentrationen bestimmen, da selbst bei
der geringsten Verdunnungsstufe das gemessene Signal unterhalb des definierten
MeRbereichs liegt. In diesem Fall braucht man noch starkere Verdinnungsstufen des
Antigens. Bei noch starkeren Verdinnungen erhalt man aber keine mef3baren Unter-
schiede mehr, da die Spezifitat der Antikorper nicht ausreicht und das Hintergrund-
signal der Farbereaktion zu hoch ist.

Eine mogliche Erklarung kann auch sein, daf3 in den jeweiligen Extrakten sehr wenig
T1-Protein enthalten ist. Dazu passt die Beobachtung, dal® der Proteinextrakt eines
Fibroadenoms in allen Messungen immer unterhalb des MefRbereichs bleibt und kein
verwertbares Signal ergibt.

Eine mogliche weitere Fehlerquelle ist die Entnahme der Gewebeproben aus dem
tiefgefrorenen Material. Da die Auswahl nur aufgrund des makroskopischen Aspekts
getroffen wurde und umgebendes Fettgewebe nicht sicher abgrenzbar ist, hatte man
keine Kontrolle wie hoch der Anteil des Tumors im gewonnenen Praparat ist.

Es ist bekannt, dal® Proteine ihre Sekundarstuktur in walriger Losung durch wieder-
holtes Auftauen und Einfrieren verandern konnen. Diese Veranderungen fuhren da-
zu, daf® Antikorper nicht mehr so gut binden konnen und die Eichkurve im Verlauf

immer schlechter wird. Dieses Phanomen kann man bei unseren Experimenten e-
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benfalls beobachten. Abbildung 14 zeigt in einem Diagramm zusammengefalite
Eichkurven, die nach mehrmaligem Auftauen erhalten wurden und im Verlauf deutlich
schlechter werden bis nach 3-maligem Auftauen ein stabiler Zustand erreicht scheint.
Dann ist jedoch die Steigung so gering, dal} keine genaue Proteinbestimmung mehr
maoglich ist. Ein weiters Ziel mul® es daher sein, das gereinigte Antigen in Losung zu

stabilisieren.

Abbildung 14: EinfluB der Einfrier-/Auftauzyklen

¢ 1x Auftauen
B 2x Auftauen
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Biologisch beschrankt sich die T1-S Expression im Brustdrisengewebe der Maus auf
das duktale Wachstum wahrend der weiblichen Pubertat und ist nicht meRbar in der
ausgereiften oder laktierenden Brustdrise. Eine Neuexpression von T1-S mRNS
konnte fur invasive Adenokarzinome der Brust in H-ras-Onkogen transgenen Mausen
gezeigt werden (RoRler et al.1993). Erst kirzlich konnte erstmals gezeigt werden,
dald hu T1-S mRNS in 67% von primaren invasiven, Lymphknoten negativen Mam-

makarzinomen der Frau ebenfalls Uberexprimiert wird. In der gleichen Arbeit wird
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ausgefuhrt, dal® ein Immunhistochemischer T1-Protein Nachweis stark unterschiedli-
che Ergebnisse in Brustkrebszellen bringt (Werenskiold et al. 2000).

Insgesamt standen fur diese Untersuchung 26 Tumorextrakte zur Verfugung. 25 da-
von waren invasiv wachsende Karzinome, ein Tumorextrakt stammte von einem Fi-
broadenom.

Die erhaltenen Ergebnisse fur T1-S mRNS, T1-Protein Immunhistochemie und T1-
Proteinbestimmung mit ELISA zeigen fur eine gutartige Neubildung der Brustdrise
niedrige T1-S Proteinkonzentrationen.

Ziel der Arbeit war es, eine exakte Proteinkonzentration fur jeden Tumorextrakt zu
ermitteln und einen Zusammenhang mit dem T1 mRNA-Score und dem T1-
Proteinscore herzustellen. Dieser Zusammenhang sollte eine Aussage daruber tref-
fen ob eine mittels ELISA durchgefuhrte Bestimmung der T1-Proteinkonzentration
moglich ist.

Die Abbildungen 13a und b zeigen die erhaltenen Korrelationen. Als Fazit kann man
sagen, dald mit den derzeit erhaltlichen Antikdrpern eine konstante und reproduzier-
bare Eichgeraden mit einer entsprechend notwendigen Steigung nicht sicher gewahr-
leistet ist, und deshalb im Augenblick keine zuverlassigen Aussagen uber T1-
Proteinkonzentrationen und deren Zusammenhang mit anderen Parametern gemacht
werden kann.

Das Hauptziel wird demnach die Verbesserung von Antikorpern und deren Bindung
an das Antigen sein mussen. Dazu ware die ldentifizierung der bindenden Doméanen
eine Voraussetzung. Anschlielend daran konnte man spezifischere Antikdrper mit

starkeren Bindungsaffinitaten herstellen.
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6. Zusammenfassung

Der extrazellular I6sliche hu T1-S Rezeptor ist als Mitglied der Immunglobulin Super-
familie an unterschiedlichen Funktionen, wie der Antigenerkennung, Zelladhasion
und Signalrezeption beteiligt. Untersuchungen an der Maus zeigten, dal® der hu T1-S
Rezeptor ausschliel3lich in der Phase der duktalen Reifung der Brustdrisen junger
Mause exprimiert wird. Eine davon abweichende erneute Expression von hu T1-S
mRNA wurde flr invasive Adenokarzinome der Brustdrise in H-ras-Onkogen trans-
genen Mausen gezeigt. In menschlichen Tumoren der weiblichen Brustdrise konnte
ebenfalls eine Uberexpression von hu T1-S mRNA semi-quantitativ mittels RT-PCR,
in situ Hybridisierung oder immunhistochemisch nachgewiesen werden. Dabei konn-
te eine Korrelation zwischen dem rezidivfreien Intervall und der hu T1-S Proteinex-
pression hergestellt werden. Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es die bereits semi-
quantitativ nachgewiesene Expression des T1-Rezeptors mittels der ELISA Technik
genauer zu quantifizieren. Hierzu wurden 25 primare Mammakarzinome vom invasiv-
duktalen Typ ausgewahlt und die erhobenen ELISA Daten mit dem immunhistoche-
mischen T1-Rezeptorstatus sowie mit dem T1-S mRNA Gehalt korreliert.

Aus einem Panel von insgesamt 11 Antikdrpern zeigte lediglich die Kombination
zweier Antikorper (Nr. II6E3 sowie Nr. 143) eine fur die Quantifizierung notwendige
reproduzierbare Eichgerade. Die daraus abgeleiteten Proteinmengen zeigten unter-
schiedliche Konzentrationen des T1-S Rezeptors in den untersuchten Mammakarzi-
nomen. Dabei liel3 sich keine Korrelation zwischen der gemessenen T1-S Protein-
und der semiquantitativ erhobenen T1-S mRNA Konzentration feststellen. Ein Ver-
gleich der T1-S Proteinkonzentration mit denen in einem Score zusammengefaliten
immunhistologischen Daten liel3 keinen Trend erkennen. Als mogliche Erklarung fur

diese Phanomene bietet sich zum einen eine mangelnde Affinitat der untersuchten
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Antikorper zum T1-S Protein an, was durch die letztlich nur in einer Antikorperkombi-
nation reproduzierbaren Ergebnisse unterstrichen wird. Zum anderen konnte eine
Instabilitat des untersuchten Proteins Uber die Zeit zu einer Erschwerung der Anti-
korperbindung fuhren, was durch die beobachtet Abnahme der Eichkurvensteigung
im Verlauf angedeutet wird (siehe Abb 14).

Unter der Voraussetzung einer Verbesserung der Antikdrperbindung, erscheint eine
weitergehende Untersuchung des hu T1-S Rezeptorstatus auf Protein- sowie RNA-
Ebene mit neueren Methoden (z.B. Tag-Man Technologie) sinnvoll, um genauere
Daten bezuglich der Bedeutung von hu T1-S Protein im Hinblick auf die Rezidivrate

des Mammakarzinoms zu gewinnen.
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7. Abkiirzungen

Abb. Abbildung

AK Antikorper

AP Alkalische Phosphatase

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-Indoylphosphat
bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin (,bovine serum albumin®)
ELISA ,Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay“
ERG Eppendorfreagenzgefal®

FKS Fetales Kalberserum

h Stunde(n)

Ig Immunglobulin

kb Kilobasen bzw.-paare

kDa Kilodalton

kV Kilovolt

I Liter

max Maximum

mg Milligramm

min Minute(n)

min Minimum

NBT 4-Nitroblautetrazoliumchlorid

OD Optische Dichte

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

mi Milliliter

PBS ,Phosphate Buffered Saline*

PCR Polymerasekettenreaktion

RNS Ribonukleinsaure

MRNS ,Boten“-ribonukleinsaure

RT Reverse Transkription

SDS ,>0dium Dodecyl Sulfat*

SDS-SB SDS-Probenpuffer (,sample buffer®)
SDS-Page SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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TEMED
Tris

U/min

U

v/v

w/v
X-Phosphat

N,N,N, N’ -Tetramethylethylendiamin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1, 3-Propandiol
Umdrehungen pro Minute

Units

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat, auch BCIP
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