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Kurzfassung

Das humanep,-Glykoprotein-I (Apolipoprotein H) ist ein Plasmggbprotein mit einem
Molekulargewicht von etwa 50 kDa und wird primarder Leber exprimiert. Das Protein ist
mit Lipoproteinen assoziiert und bindet an negatjeladene Phospholipidvesikel,
Blutplattchen, DNA, Zellmembranen und Endothelzellg-Glykoprotein-l1 weist genetisch
determinierte strukturelle Polymorphismen auf, chigtels isolektrischer Fokusierung (IEF)
und Immunoblotting detektierbar sind. Hierbei wurddie Allele APOH*1, APOH*2 und
APOH*3 beobachtet und ein weiteres Allel, APOH*&schur in Populationen afrikanischer
Abstammung vorkommtf,-Glykoprotein-I besitzt endstandige Sialinsaurere tlr die
negative AulRenladung eukaryotischer Zellen mitvsvartlich sind. Fur die Abspaltung
dieser endstdndigen Sialinsdure ist das Enzym Nenidase verantwortlich. Die
sialinsaurefreien Glykoproteine werden durch denialasGlykoproteinrezeptor in die
Hepatozyten aufgenommen und tber die Galle ausigetsrh

Zielstellung: Das Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zundaadisieren, bei der die
Isoformen vonp,-Glykoprotein-1 und Asialdg3,-Glykoprotein-1 direkt aus dem Plasma mit
Hilfe der isoelektrischen Fokussierung aufgetremetden sollten.

Methoden: Die SDS-PAGE wurde verwendet um die Reinheit damendeten Proben zu
Uberprifen, wobei die Darstellung mit CoomassidhBnt-Blau und Immunoblotting
erfolgte. Zur Auftrennung der Isoformen vpsGlykoprotein-l1 und Asiald,-Glykoprotein-I
kam ein vertikales System der IEF zum Einsatz. bdiewwurden die Proben in nativer und
denaturierender Form im Fokussiergel aufgetrendtdurch Immunoblotting dargestellt. Zur
Erhohung der Loslichkeit der Proteine bei der IEFden Harnstoff und CHAPS verwendet.
Ergebnisse und DiskussionDie IEF der nativen Proben vdi-Glykoprotein-1 zeigte 14
Isoformen mit isoelektrischen Punkten zwischenufqd 8,5. Eine Auftrennung der Isoformen
von Asialof,-Glykoprotein-1 in nativer Form stellte sich aufgdides Fehlens an Ladungen
durch die Abspaltung der endstandigen Sialinsaaensehr schwierig heraus, da es zu
Loslichkeitsproblemen kam. Nach Zugabe denaturéerReagenzien zur Loslichkeits-
erhohung resultierten b@p-Glykoprotein-I finf Isoformen mit hoher Auflosungiobei es
scheint, dass der Harnstoff die natirliche Konfdroma von B,-Glykoprotein-I soweit
verandert, dass auch die Anzahl der darstellba@iodimen abnimmt. Eine Auftrennung von
Asialo B-Glykoprotein-l in denaturierter Form zeigte zweharf begrenzte Isoformen im
pH-Bereich zwischen 8,3 und 8,5. Da durch die Alitapg der Sialinsduren nur mehr zwei
Isoformen darstellbar sind, ist anzunehmen, dass Glef3teil der Isoformen vorp,-

Glykoprotein-I durch unterschiedlichen Sialinsa@tegjt zustande kommt.



Abstract

Humanp,-glycoprotein-I (apolipoprotein H) is a plasma gipeotein with a molecular weight
of about 50 kDa and is primarily expressed in tiverl The protein is associated with
lipoproteins and binds to negatively charged phobpids, platelets, DNA, cell membranes
and endothelial cells. Bo-glycoprotein-1 shows genetically-determined  stonat
polymorphism which is detectable by isoelectricugging (IEF) and immunoblotting. Three
alleles APOH*1, APOH*2 and APOH*3 are observed irhites and a further allele,
APOH*4, being present only in black individuaps-glycoprotein-I has terminal sialic acids
which mostly determine the negative charge of egdtar cells. The enzyme neuraminidase is
responsible for the separation of this terminalisiacid. Sialic-acid-free glycoproteins are
absorbed by the asialo-glycoprotein-receptor oratuelytes and excreted by the bile.

Aim: The aim of this thesis was to standardize a mesgpmhrating the isoforms @-
glycoprotein-I and asial@,-glycoprotein-I.

Methods: SDS-PAGE followed by staining with coomassie-iit-blue or immunoblotting
was used to verify the purity of the samples. Hoe separation of isoforms di-
glycoprotein-I and asial@,-glycoprotein-I a vertical system of IEF was us&tereby the
samples were separated in native and denatured followed by immunoblotting. To
increase the solubility of proteins in IEF urea &dAPS were used.

Results and DiscussionlEF of native samples d¥,-glycoprotein-I revealed 14 isoforms
with isoelectric points from 4.7 to 8.5. Separatioinasialof,-glycoprotein-I-isoforms in
native form was difficult because of problems wsthlubility caused by the removal of the
terminal sialic acids. After addition of denaturiagentsp,-glycoprotein-l resulted in five
isoforms with high resolution and it seems thaaumdifies the natural conformation [
glycoprotein-I so that the number of displayabl&fasms decreases. Separation of asfialo-
glycoprotein-I in denatured form showed two shamgdyined isoforms in the pH range from
8.3 to 8.5. Since only two isoforms are represeafésl the removal of sialic acids it can be
supposed that the majority of the isoform$gglycoprotein-1 results from the different sialic

acid content.
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Elektrophoretische Darstellung der Isoformen #gi&lykoprotein-I Dietm@&tanzer

1 Einleitung

Das humane B,-Glykoprotein-I, auch als Apolipoprotein H bekanntist ein
Plasmaglykoprotein mit einem Molekulargewicht vomva 50 kDa und besteht aus 326
Aminosauren. Das Protein wird priméar in der Lebgoreniert und spielt bei der Hamostase
und der Produktion von Antiphospholipid-Antikérpeeine essentielle RolfeEs ist somit
auch das Schliissel-Antigen der Autoimmunerkrank@intg-Phospholipid-Syndrom (APS).
Bo-Glykoprotein-l zeigt genetisch bedingt struktugellPolymorphismen durch das
Vorhandensein von drei gemeinsamen Allelen (APOHXROH*2 und APOH*3), die mit
Hilfe der isoelektrischen Fokussierung (IEF) undmiomoblotting detektierbar sirfdDie
isoelektrische Fokussierung von gereinigtégmnGlykoprotein-1 zeigt funf Hauptbanden
(Isoformen) mit isoelektrischen Punkten (pl) zwisealb,1 und 6,1. Durch die Abspaltung der
endstandigen Sialinsauren an den Zuckerketten pge@lykoprotein-1 durch das Enzym

Neuraminidase sind nur mehr zwei Banden im pl-Bérebn 8,0 und 8,2 detektierbr.

Die Identifizierung von Glykoprotein-lsoformen dtedin wichtiges Forschungsgebiet in der
klinischen Chemie dar. Viele Studien haben gezeigts Isoformen einiger Glykoproteine
bei wichtigen Erkrankungen, wie zum Beispiel vagkeih Erkrankungen oder Krebs, als
Biomarker dienen kénnehDa die |EF eine sehr hohe Trennschérfe aufweistp&n die

Ladungsisoformen eines Proteins optimal aufgetremck an ihren isoelektrischen Punkten

fokussiert werdeA.

Das Ziel dieser Arbeit war es eine Methode zu etedah, bei der die Isoformen vd-
Glykoprotein-1 und Asialof,-Glykoprotein-I mit Hilfe des vertikalen Systems dEF direkt
aus dem Plasma bestimmt werden kénnen. Weitersamasucht, die Durchfiihrung der IEF

auf einfachste und schnellste Weise sowie kostesigjibei Raumtemperatur zu optimieren.

! Mehdi (2003)

2 Bouma (1999)

% Sanghera (1997) 57-62
* Gries (1989)

® Garrido-Medina (2012)
® wildemann (2006)



Elektrophoretische Darstellung der Isoformen #gi&lykoprotein-I Dietm@&tanzer

1.1 Glykoproteine

Die Tatsache, dass Glykoproteine in lebenden Osgzem im Uberfluss vorkommen,
erweckte schon vor vielen Jahren das InteresseBrochemikerinnen und Biologinnen.
Aufgrund der vielfaltigen Funktionen von Glykoprioten sind diese deshalb auch Teil vieler
wissenschaftlicher Arbeiteh.

Als Bestandteile der Glykoproteine, sowie auch @Glykde, spielen Glykane (Saccharide)
eine zentrale Rolle in vielen wichtigen biologisoherozessen. Glykokonjugate kénnen in
Glykoproteine, wie Plasmaglykoproteine, zytosoleschProteine, lipid-gebundene
Glykoproteine und Proteoglykane gruppiert werdenbeiU 50% aller Proteine sind
Glykoproteine und es wird vermutet, dass 1-2 % @esoms fur glykanabhangige Gene
kodiert werderf. Strukturell bestehen Glykoproteine aus einer Repyipkette mit kovalent
gebundenen Kohlenhydratgruppen, wobei der Kohleratgdteil weniger als ein Prozent bis
mehr als achtzig Prozent der Proteinmasse betregyam Die prominentesten Vertreter der
an das Protein kovalent gebundenen Zucker sind IBk@se, D-Mannose, D-Glucose, L-
Fucose, D-Xylose, N-Acetyl-D-Glucosamin, N-AcetylBalactosamin, sowie die
Sialinsauré? Glykoproteine sind das Ergebnis posttranslatiana#odifikationen. Die
Kohlenhydrate kénnen hierbei im Allgemeinen auf zveten mit dem Protein verknupft
werden: N- und O-glykosidisch (Abbildung *)!* Die O-glykosidische Verkniipfung der
Polypeptidkette mit der Oligosaccharid-Seitenkeftiolgt Uber die Hydroxy-Gruppe eines
Serin- oder Threonin Restes, wobei hier meist NtpeBalaktosamin der erste an die
Peptidkette angelagerte Zuckerrest ist. Bei derlyMegidischen Verknipfung wird das
Oligosaccharid am Amid-N eines Asparagin-Restesalemt gebunden, wobei hier N-

Acetylglucosamin meist der erste Zuckerrestist.

" Balakrishnan (2012)
8 Hu (2012)

° Balakrishnan (2012)
19°sSchmid (1971)

" Richter 2003

12 Wittmann (2007)

13 Doenecke (2005)
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Abbildung 1: Darstellung der N- und O-glykosidischa Verknuipfung®*

Wahrend der intrazellularen Synthese der Glykopmeteverden nach der Aktivierung der
Zucker, unter Mitwirkung spezifischer Glykosyltrémimsen, die Ketten miteinander
verknUpft, welche auch verzweigt sein konnen. WaienOligosaccharidkette O-glykosidisch
an das Protein gebunden werden soll, findet digH&ge der Zuckerkette Schritt fir Schritt
im Golgi-Apparat, direkt am Protein, statt. Bei d@&-glykosidischen Bindung der
Oligosaccharidkette an das Protein wird die Zuckttekzunachst an der Membraninnenseite
des Endoplasmatischen Retikulums, am Lipidankerli¢bolphosphat), aufgebaut und

anschlieBend auf das Protein tibertragen.

Viele Glykoproteine besitzen mehrere Glykosyliersstgllen an der Polypeptidkette, die in
der Regel mit strukturell unterschiedlichen Glykaneesetzt sind. Diesbeziglich zeigen
Glykoproteine keine einheitliche Struktur, da AnizdPosition und Struktur der gebundenen
Glykane differieren. Mithilfe der isoelektrischeroktissierung ist die Auftrennung dieser
vielfaltigen Glykoformen in einem stabilen pH-Gradien moglich. Aufgrund der

unterschiedlichen Anzahl der negativ geladenenirSéalire-Reste (N-Acetylneuraminsaure)
an den Glykanketten kann eine elektrophoretischitrédnnung der Glykoproteine infolge von

Ladungsunterschieden durchgefiihrt wertfen.

4 Foodnetworksolution (2012)
15 Konigshoff (2007)
18 Richter (2003)
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Im Organismus erflillen Glykoproteine zahlreiche I&iomen, unter anderem als strukturelle
Bestandteile von Zellmembranen, in Korperflissigheiwie Blutplasma, sowie als I6sliche
Proteine in Sekreten (Schleimsubstanzen). Bei demmbrnanstandigen Glykoproteinen
durchzieht der Proteinteil als integrales Proteie desamte Zellmembran, wobei die
Kohlenhydrat-Seitenketten nach aul3en ragen une (iieslas Verhalten der Zellen wahrend
der Entwicklung von grofRer Bedeutung sind. Im Blksma zahlen bis auf wenige
Ausnahmen alle Plasmaproteine zu den Glykoprotewwehei der Kohlenhydrat-Anteil meist
zwischen 10 und 25 % liedt.Die Interaktion der Blutgruppensubstanzen mit Rirpern

erfolgt ebenfalls durch Glykoproteine. Schon daszdfligen oder Entfernen nur eines
Monosaccharids von der Blutgruppenstruktur kannAdiggenitat verandern. Weiters kbnnen
Glykoproteine wichtige Funktionen als Hormone, Bney Immunglobuline, Carrier-Proteine

oder Inhibitoren erfiillen, um nur einige Beispieleerwahner®

1.2 Plasmaglykoproteine

Das Interesse an den verschiedenen Glykoproteistem iden vergangenen Jahren stark
gestiegen. Besonders seit der Erkenntnis, dase Hagugierten Proteine bei einer Vielzahl
unterschiedlicher biologischer Funktionen eine &dpielen. Um die Bedeutung dieser
Klassen an Proteinen vollstéandig zu verstehendist Aufklarung ihrer Struktur priméar
wichtig.*® Speziell die Erforschung der Plasma-Glykoproteinede in den letzten Jahren in
den Mittelpunkt gestellt, gréf3tenteils um versckisel Krankheitsbilder von Personen durch
den Plasma-Glykoprotein-Komplex zu hinterfrag®mas menschliche Blutplasma enthalt
eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine, die inbuthin, a;-, ap. B-, und y-Globuline
eingeteilt werden. Bis auf Albumin sind nahezu a@flsmaproteine Glykoproteine und
Albumin ist somit das einzige der wichtigen Plasmégine, welches nicht glykosyliert fst.
Die Differenzierung zwischen Albumin und den Glabah hat keine funktionelle
Bedeutung. Diese wird lediglich zur Unterscheiduieg Loslichkeitsverhaltens der Proteine
angewendet. Die Synthese dgr a,. und - Globuline erfolgt, wie auch bei Albumin, in den

Leberzellen. Hingegen entstehe®lobuline durch die Ausdifferenzierung der Plaselien

" Doenecke (2005)

18 Balakrishnan (2012)
1 Schmid (1971)

20 Macbeth (1962)

2 Koolmann (2003)
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in B-Lymphozyterf> Globuline spielen im Organismus sehr wichtige &ulla- und p-
Globuline sind am Transport von Lipiden, Vitaminétgrmonen und Metall-lonen beteiligt.
Weiters reprasentieren diese beiden FraktioneiGdrnnungsfaktoren, Protease-Inhibitoren,
sowie die Proteine des Komplementsystems. Die ieraklery-Globuline stellen die sehr gut

loslichen Immunglobuline (Antikérper) dat.

Aufgrund der sehr hohen Komplexitat und Diversitét Glykoproteine wird in dieser Arbeit
ausschlieBlich auf das Plasmaglykoprotdgip-Glykoprotein-1 eingegangen und dieses

beschrieben.

1.3  B.-Glykoprotein-I

B2-Glykoprotein-I ist ein etwa 50kDa grol3es Proteias zum ersten Mal 1961 v&chulze et
al. als HCIQ-lssliches humanes Plasmaprot&irf0,2 mg/ml*®) beschrieben wurdélaupt et

al. konnten 1968 bei einem scheinbar gesunden Mensehween erblich bedingten
Konzentrationsmangel feststellen. Da dem ProteiBeginn keine Funktion zugeschrieben
werden konnte, erhielt es keine besondere Aufmearksa. Jahrlich erschien im Durchschnitt
eine einzige Publikation in der Literatur (Abbildug).?® Aufgrund des sehr hohen Gehaltes
an Cystein (6,2%) und Prolin (8,3%) if-Glykoprotein-l ein atypisches humanes
Plasmaglykoprotein mit einem Kohlenhydratgehalt etwa 19%.2” Die mRNA wurde in
Endothelzellen, der Plazenta, Zellen des zentrAlervensystems und in den Hepatozyten
nachgewiesen. Hauptsynthesequelle des Proteijedisth die Lebef® p,-Glykoprotein-I ist
mit Lipoproteinen assoziiert und bindet an Blutigéén, DNA, Heparin, Mitochondrien und
negativ geladene Phospholipidvesikel. Da negatladgme Makromolekile die intrinsische
Kaskade der Gerinnung aktivieren, wiggGlykoprotein-I als physiologischer Modulator der
Koagulation vermutet. Durch die Identifizierung dd2roteins als Bestandteil von
Chylomikronen, LDL, VLDL und HDL wurde auch angenmren, das$,-Glykoprotein-1 im

Lipoproteinmetabolismus involviert ist. Nach der kBentgabe von Nakaya 198(0,-

%2 Rehner (2010)

% Koolmann (2003)

24 Schultze (1961)

% Schwarzenbacher (1999)
% Haupt (1968)

2" Richter (1988)

2 Asherson (2002)
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Glykoprotein-1 sei ein Aktivator der Lipoproteinfiase, wurde dem Protein der

Alternativname ,Apolipoprotein H (APOH)* gegebé&h® 3!

Ab 1990 ist das Interesse an diesem scheinbar ifunskdsen Protein deutlich gestiegen
(Abbildung 2), dap.-Glykoprotein-I als wichtigstes Antigen einer Autonhunerkrankung
identifiziert wurde > *

Bo-Glykoprotein-I ist das Schlissel-Antigen der Aamtaiunerkrankung Anti-Phospholipid-
Syndrom (APS), welche durch thromboembolische Kdkatibnen und die Anwesenheit von
Anti-Phospholipid Autoantikorpern im Blut definiemird.3* B,-Glykoprotein-1 dient als
Kofaktor fur die Bindung der Plasma-Autoantikérgezim Antiphospholipidsyndrom und
korreliert weiters mit Thrombosen, Lupus Erythenda® (SLE), Thrombozytopenie und

Fehlgeburteri® %

fV

Dizeovary af Discovery of
1004 B-GPI antibodias

1060 1970 1980 1940 208
Year

number of publications
¢

Abbildung 2: Anzahl der jahrlich publizierten Artik el Giber p2-Glykoprotein-I *'

29 Kamboh (1988)

30 Asherson (2002)

31 Nakaya (1980)

32 McNeil (1990)

% De Groot (2011)

3 Bouma (1999)

% Rouby (1992)

3 Schwarzenbacher (1999)
37 Asherson (2002)
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1.3.1 Strukturelle Charakterisierung von p,-Glykoprotein-I

Bo-Glykoprotein-l ist ein einkettiges Glykoprotein tmB26 Aminosauren und einem
Molekulargewicht im Bereich von 43-50kDa. Das Piotenthalt elf Disulfidbriicken und
funf potentielle N-Glykosylierungsstellen fur Galake, Mannose, N-Acteylglukosamin,
Fucose und N-Acetylneuraminsadfe.p,-Glykoprotein-I besteht gréRtenteils aus
Faltblattstrukturen und ,random coils* mit-helikalem Charaktel? Die Proteinkette
(Abbildung 3) umfasst vier Short-Consensus-RepgatSRs) vom Complement-Control-
Protein-Typ (CCP) mit der Bezeichnung GP-l oder Hsi®méane und eine flnfte C-
terminale Domané& ** Jede Doméane weist zwei Disulfidbriicken auf, Dom&hgdoch
divergiert vom SCR-Modul und besitzt eine zusakdi©isulfidbricke sowie einen langen C-
terminalen Loopg? Die ersten vier Doménen (je ~ 60 Aminosauren) igeh Uber eine
ahnliche Struktur, wéhrend die finfte Domane (84iosauren) sehr variabel ist und einen
Cluster an positiv geladenen Aminosauren (282-285Qwie vier hochkonservierte
hydrophobe Aminosauren (313-316) besifzbie zusatzlichen Aminosauren in Doméne V
sind verantwortlich fir besondere Funktionen undildeen eine positive Ladung, wodurch
die Affinitat fir anionische Phospholipide bestimmird.** Aufgrund dieser Architektur
bindet B.-Glykoprotein-l an negativ geladene Oberflaichen wideparin, DNA,
Zellmembranen, Endothelzellen, Makrophagen undesBtiospholipidé>

38 Kamboh (1988)

39 Lozier (1984)

0 Matsuura (2000)

*1 Schwarzenbacher (1999)
2 Matsuura (2000)

43 Mehdi (2000)

4 De Groot (2011)

> Schwarzenbacher (1999)
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Abbildung 3: Darstellung der Sekundarstruktur (link s) und des Topologiediagrammes (rechts)
vonp,-Glykoprotein-| “°

Mit Hilfe der Sequenzanalyse ermitteltenzier et al.die Aminosauren-Zusammensetzung
(Tabelle 1), wobei Prolin die am haufigsten vorkoemale Aminosaure isp,-Glykoprotein-I
besitzt somit, aulRer Kollagen und verwandten Mdkkieine der prolinreichsten Strukturen
aller eukaryotischen Proteine. Cystein ist die tli#fifigste Aminosdure und scheint eine
Rolle bei den Disulfidbindungen zu haben. Es wiednwutet, dass der hohe Anteil an Prolin
und Cystein, gekoppelt mit dem hohen Gehalt an iGlydas haufige Auftreten vofi-

Faltblattstrukturen beeinflus$t.

Tabelle 1: Darstellung der Aminosauren-Zusammesetzung vong,-Glykoprotein-1 8

No. of No. of

Amino acid residues Amino acid residues
Aspartic acid 14 Valine 18
Asparagine 15 Methionine 4
Threonine 27 Isoleucine 13
Serine 19 Leucine 17
Glutamic acid 20 Tyrosine 14
Glutamine 4 Phenylalanine 18
Proline 3 Lysine 30
Glycine 23 Histidine 5
Alanine 17 Arginine 10
Half-cystine n Tryptophan 5

6 Schwarzenbacher (1999)
4" Lozier (1984)
“8 Lozier (1984)
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1.3.2 Genetik vong,-Glykoprotein-I
Bereits durchgefiihrte Studien zeigten, dass die gdean f-Glykoprotein- (APOH) im

Plasma genetisch bedingt ist. Die Proteinkonzeatrah werden von einem Paar autosomal
kodominanter Allele, genannt Bgind Bg, kontrolliert. Bei Individuen die homozygot fiir
Bg" sind wurde festgestellt, dass deren KonzentrationgaGlykoprotein-1 im Plasma
zwischen 16 und 30mg/dl liegt, heterozygote \Bgnd Bd) zeigten Konzentrationen
zwischen 6 und 14mg/8f. Das APOH-Gen umfasst 18 Kilobasen (kb), enthéit &xons
(Abbildung 4) und wurde am Chromosom 17g23-24 lielat.>® p,-Glykoprotein-I wird
hauptsachlich in der Leber und sporadisch in imtakn Zelllinien und Geweben

exprimiert>* 2
Exons 1 2 3 4 5 6 7 8
NH, $ \7 , r Z;
o042 @36 (162-238) (239-271) (272326) %,
CCPI1 CCPI CCPIl CCPIV ccPyv

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Intron-Exn-Organisation von,-Glykoprotein-I >3

Mit Hilfe von Primer-Extension-Analysen konnten eattative Transkriptionsstartpunkte
(transcription start sites, TSSs) bei 31 Basenpadglgp) und 21 Basenpaaren (bp),
stromaufwérts des APOH Translationsstartcodonsittettnverden. TSS bei 31 Basenpaaren
stimmt mit der Konsensussequenz eines InitiatorA€lges Ifir) Gberein, welche die

Transkriptionsinitiation aufrechterhalt. Eine agghe TATA-Box sowie HNF-d cis

Elemente konnten in weiterer Folge identifiziertrden, die fur die APOH zelltypspezifische
Transkriptionsregulation der unterschiedlichen Espion beim Menschen eine mal3gebliche

Rolle spielen*

9 Gries (1989)

0 Mehdi (2003)

*1 Suresh (2010)

2 Sanghera (1997, 57)
%3 Suresh (2008)

¥ Suresh (2010)
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1.3.3 Polymorphismen vorp,-Glykoprotein-I

Bo-Glykoprotein-I weist genetisch determinierte sturklle Polymorphismen auf, die mittels
isolektrischer Fokusierung (IEF) und Immunoblottihetektierbar sind® Hierbei wurden die
Allele APOH*1, APOH*2 und APOH*3 beobachtet, die ediExpression von sechs
Phénotypen kontrollieren. Diese werden als 1-1, 2-2, 3-1, 3-2 und 3-3 bezeichnet. Ein
weiteres Allel, APOH*4, wurde nur in Populationenfrikanischer Abstammung
nachgewiesen. APOH*2 ist die haufigste Isoform enier relativen Allelfrequenz von >85%
in allen Populationen, gefolgt von APOH*1 und APGF* >’ *® Verschiedene Arbeiten
beschaftigten sich mit drei monoklonalen IgG Antp&rn (mAb), die gegen humanps
Glykoprotein-1 gerichtet sind, mit der Bezeichnu#@9, 1B4 und 3D11. mAb 3G9 und 1B4
erkannten freies und phospholipidgebundefig&lykoprotein-1 und reagierten mit allen
Isoformen der APOH-Allele. Der monoklonale Antikérp(mAb) 3D11 erkannte jedoch nur
eine Form des APOH*3 Allels, genannt APOM*3nelches anionische Phospholipide nicht
bindet®® APOH*3 kann aufgrund der Reaktivitat zu monokl@maAntikérpern (3D11) somit
in zwei Subtypen unterteilt werden, in APOHM*Ireaktiv) und APOH*8 (nicht-reaktiv).
Plasmaproben, die mit mAb 3D11 reagieren, kénndmed&omozygot (H3/H3Y) oder
heterozygot (H3/H3P) sein®

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Allelenulben auf Missense-Mutationen
(Abbildung 5) in den Genabschnitten (Exons), eitis@lich Ser88Asn, Val247Leu,
Cys306Gly und Trp316Ser. Eine Missense-MutatioBxon 3 verandert den Aminosaurerest
von Serin zu Asparagin am Codon 88, wodurch sich AROH*1 Allel von APOH*2
unterscheidet. Eine weitere Missense-Mutation (TI&&) in Exon 8 verandert am Codon
316 Tryptophan zu Serin und differenziert somit @&0OH*3" Allel vom APOH*2 Allel.
Die Val247Leu und Cys306Gly Missense-Mutationen régpondieren nicht mit
Proteinpolymorphismen, da sich diese in der Domdreefinden und die Bindung vopy-
Glykoprotein-1 an Phosphatidylserin aufhel5&ff

5 Kamboh (2004)

* Sanghera (1997, 311)
" Sanghera (1997, 57)
%8 educ (2008)

¥ Sanghera (1997, 311)
0 Sanghera (1997, 57)
®1 Kamboh (2004)

%2 Mehdi (2000)

-10 -
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122 135 141 247 316
Thr His Asp Vval Trp
1 1 1 1 1
),P"Q APOH*3® (APOH*4) (present
122 135 141 247 316 e Asp Leu only in blacks)
Thr  His  Ala  val T BN ] ! ! ] 1
Ancestral APOH*3 (with
247Val) 1 L 1 1 1 @ After the split of human races
0]
‘?76} .
Thr His Leu D, Thr His Ala Val Ser
\"6‘ APOH*3" (present mainly
APOH*3 (with 247Leu) 1 1 L L 1 2 1 1 1 1 L in whites)
®l
lle His Leu 88 247
Asn Leu
L 1 1 1 1
° L 1
Q@ )v@ APOH*1 (present in both
@Q‘ Asn Val blacks and whites})
1 1
APOH"2 (with 247Leu:; lle  Arg Leu <
wild type in blacks) 1 1 1 1 1 ®
140 247
770 Ser Leu
"s‘@/-\‘ L 1
APOH*2 (with 247Val; lle  Arg Val Ser Ser140Ser (present only in
wild type in whites) L ] ] ] 1 Ser Val blacks)
©¢ 1 1
306
lle Al Val Cys—Gl
Cys306Gly (present only E yemuEl
in whites) 1 1 1 1

Abbildung 5: Evolutionarer Verlauf der verschiedenen APOH-Haplotypen

1.3.4 Funktionen vonp,-Glykoprotein-I

1.34.1 Lipid-Metabolismus

Zunachst wurde angenommen, daBsGlykoprotein-l hauptsachlich in den Lipid-
Metabolismus involviert ist, da viele zirkulieren@eoteine an Lipoproteine gebunden sind
und B,-Glykoprotein-l das Enzym Lipoproteinlipase (LP3 iTriglyzerid-Stoffwechsel
aktivieren kann. Allerdings spiefi-Glykoprotein-lI auch in der Gerinnungskaskade uad b
atheroklerotischen Prozessen {iber immunologiscla&t®aen eine bedeutende Rdite1980
postuliertenNakaya et al. dassp,-Glykoprotein-1 durch die Stimulation von APOC-Illed
enzymatische Aktivitat der Lipoproteinlipase um atw5% im Triglyzerid-Metabolismus
erhoht®

Im menschlichen Blutplasma wurde mit Hilfe der ®#entrifugation ein Teil vorf,-
Glykoprotein-1 in der Lipoproteinfraktion gefundemeshalb ,-Glykoprotein-1 auch als
Apolipoprotein-H bezeichnet wirdp,-Glykoprotein-1 bindet an verschiedene Arten von

negativ geladenen Substanzen, wie zum Beispiel ghlotipide oder Lipoproteine. Die

83 Kamboh (2004)
% Leduc (2008)
% Nakaya (1980)
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genaue Funktion vop,-Glykoprotein-I ist jedoch nicht bekan?ftChylomikronen und VLDL
(very low density lipoprotein) werden tber den Dabaziehungsweise die Leber, sezerniert
und sind grofRe Lipid-Protein-Komplexe, die beim ngport und Metabolismus von
Triglyzeriden, Cholesterin und Cholesterinesterteitigt sind. Etwa 35% der Menge $g-
Glykoprotein-1 im Plasma werden mit den verschiesehipoproteinklassen assoziiert. In
Chylomikronen und VLDL liegt der Anteil app-Glykoprotein-I bei etwa 16%, in LDL (low
density lipoprotein) bei etwa 2 % und in HDL (higknsity lipoprotein) bei etwa 17%. Der
restliche Anteil anB,-Glykoprotein-l im Plasma (65%) befindet sich inr dgidfreien

Fraktion®’

1.3.4.2 Antiphospholipidsyndrom (APS)

Das Antiphospholipid-Antikérper-Syndrom (APS) isturdh die Gegenwart Kklinischer
Merkmale, wie venoser oder arterieller Thromboseehlgeburten, autoimmuner
Thrombozytopenie und zirkulierender Antiphosphdaligintikérper (aPL) gekennzeichri&t.
APS kann alleine auftreten (primares APS) oder erbihdung mit systemischem Lupus
Erythematodes (SLE), anderen Autoimmunerkrankungew in seltenen Fallen im
Zusammenhang mit Infektionen oder MedikamefitenDas Vorhandensein von
Antiphospholipid-Antikérpern (aPL) ist die Vorautaeng fur die Diagnose dieses Syndroms.
Die aPL bilden eine heterogene Gruppe von Autoarpigrn mit ausgepragter Spezifitat fur
Cardiolipin sowie fur Plasmaproteine mit hoher Afféit zu anionischen Phospholipiden wie
B>-Glykoprotein-17° Die klinisch wichtigsten Untergruppen von aPL sisdmit Anti-
Cardiolipin Antikdrper (aCL) und Anft,-Glykoprotein-I Antikdrper, wahrend der Lupus-
Antikoagulans-Test aPL indirekt detektiert. Die balkriterien erfordern die Anwesenheit von
aPL in zwei Messungen, welche im Abstand von 12 Méaadurchgefuhrt werden. Nach den
Klassifikationskriterien von 2006 liegt ein APS ndainn vor, wenn mindestens eine dieser
klinischen Untergruppen und eines der Laborkritegefillt sind’* B,-Glykoprotein-I ist das

bedeutendste Autoantigen im Zusammenhang mit AP Jahr 1990 berichteten drei

€ |garashi (1996)
" Lee (1983)

%8 Horkko (1997)

%9 Miyakis (2004)
O Devreese (2012)
1 Johnson (2010)
2 Joannou (2011)
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unabhangige Arbeitsgruppen, dass aPLs nicht daekPhospholipide binden, sondern Uber
den Kofaktor Bo-Glykoprotein-I’”®> ™ ™ Doméane | dieses Kofaktors bindet an die
Autoantikorper, wéahrend Doméane V eine Bindung mitioaischen Oberflachen der
Phospholipide  Phosphatidylserin ~ und  Phosphatidgitoh  weniger gut  mit
Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamingein’® *’

Eine Reihe von Studien hat den Nachweis erbrachgs dAutoantikdrper gegef,-
Glykoprotein-1 ein wesentlicher Risikofaktor firnei arterielle Thrombose bei jungen

Erwachsenen sin@.

1.3.4.3 Systemischer Lupus Erythematodes (S)LE
Systemischer Lupus Erythematodes ist eine Autoimarkrankung, die durch die Produktion

von Autoantikérpern gegen mehrere Antigene gekdanhmet ist. Die Erkrankung tritt bei
Frauen haufiger auf als bei MannéfnAntiphospholipid-Antikérper wie aCL und Lupus-
Antikoagulans (LA) treten am haufigsten bei Patremén mit SLE auf. Diese Antikdrper
werden mit arterieller und vendser Thrombose, Thrargtopenie und Fehlgeburten
assoziierf’® Der GrofRteil der Lupus-Antikoagulans-Antikérpert i,-Glykoprotein-I-
abhangig, aber auch Prothrombin wird als Kofakiar die Expression der LA-Aktivitat
vermutet. Da B,-Glykoprotein-I ein Inhibitor der intrinsischen uneextrinsischen
Gerinnungskaskade ist, konnen Antikorper mit LA{gi#t die Bindung von -
Glykoprotein-l an anionische Phospholipide erhéhand somit die Prothrombin-

Umwandlung und Faktor X-Aktivierung beeintrachtigeter hemmeft:

1.34.4 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine zunehmend verbreitete vaskiomplikation bei Autoimmunitat.

Patientinnen mit systemischen Autoimmunerkrankungee SLE und APS entwickeln

3 McNeil (1990)
" Galli (1990)
S Matsuura (1990)
®Yang (2012)
" Horkko (1997)
8 J]oannou (2011)
9 Kamboh (1999)
8 Nojima (2001)
81 Safa (1999)
-13 -
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lebensbedrohliche Komplikationen sowohl in vendalnauch in arteriellen BlutgefaR&n.
Es wird vermutet, dass oxidierte Lipoproteine einBeitrag zur Entwicklung der
Atherosklerose leisten. Oxidiertes LDL (ox-LDL) urukidiertes Lipoprotein(a) [Lp(a)]
induzieren eine intrazellulare Akkumulation von &sberylestern in Makrophagen, welche
aus spezifischen Reaktionen in Schaumzellen reserii® Oxidiertes LDL ist das wichtigste
Lipoprotein, das in atherosklerotischen L&sionefurggen wurde und reagiert mfi-
Glykoprotein-l1 und immunreaktiven Lymphozyten. DaeErkenntnisse zeigten in weiterer
Folge die Teilnahme von Antiphospholipid-Antikérperan der Atherogene$é. Die
Kolokalisation von ox-LDL undg,-Glykoprotein-I in atherosklerotischen L&sionen té¢auf
eine aktive Rolle voffi,-Glykoprotein-1 in der Atherogenese hi3-Glykoprotein-1 bindet an
ox-LDL, nicht aber an natives LDL, wobei der oxLPLGPI-Komplex entsteht (Abbildung
6)_85

Free p2GPI
YvJ

Intermediate complexes Stable complexes
electrostatic binding

}

oxidized lipid E\
ligand

Abbildung 6: Darstellung der oxLDL/p,GPI-Komplexbildung

oxLDL

|

covalent bond
(schiff base etc.)

1.3.4.5 Blutgerinnung

Verschiedene Arbeiten deuteten darauf hin, @agslykoprotein-| eine wichtige Rolle in der
Gerinnungskaskade, Thrombozytenaktivierung undaaemnselbildung spieft. %
Bo-Glykoprotein-I zeigt eine Vielzahl an gerinnungsimeenden Eigenschaften wie zum

Beispiel die Hemmung der Kontaktaktivierung und derothrombinase-Aktivitat auf

82 opez (2009)

8 Zhang (2011)

8 Matsuura (2005)

% Lopez (2009)

% Lopez (2009)

87 Schousboe (1980)
8 Nimpf (1987)
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aktivierten humanen Blutplattchen oder Phosholiegilkeln. Weiters isp,-Glykoprotein-I in
der Lage, die ADP-induzierte Thrombozytenaggregatio inhibiererf® Die Mitwirkung von
Bo-Glykoprotein-I in der Gerinnungskaskade scheietsgitig zu sein, da das Protein sowohl
gerinnungshemmende als auch prokoagulatorischeviféitén ausibt (Abbildung 7). Die

Bindung vonB,-Glykoprotein-1 an anionische Phospholipide auiva&tten Blutplattchen und

Endothelzellen konkurriert méglicherweise mit deeri@nungsfaktorert’

Abolishment of FXIa inhil_:-i_ti_o_n____ ——— cB2GPI
— P
HMWE e . e
Kallikrein l P B2GPI - &
= i !
“~"Inhibition of FXIa activation ;¥ \
Xl ——— Xﬂa/ Ly 1
I Interaction | | \
HMWE l*'. '.vil'|1- enthancement 1 |I l'|.
it of APC action |I | Protealytic
. . ' I‘.. cleavage of
Xl — Xla . \ B2GPI
. APC )
r l Villa inactivation .~ APC '\.
o : Y

. E] Y
¢ Plasminagen ~—————# Plasmin

L l ¥
Ca=? .
Va A’"
. Il —— Thrombin

— l A Fibrinolysis

X— Xa

v
Fibrinogen ———  Fibrin

Abbildung 7: Rolle vonp,-Glykoprotein-I in der Gerinnungskaskade®™

1.4 Isoformen

Umfassende Analysen von humanen Plasmaproteinemekégine erhebliche Bedeutung bei
der Identifizierung von zirkulierenden Biomarkerablen. Diese zirkulierenden Proteine
besitzen jedoch ein breites Spektrum an Proteirganationen und viele treten in mehreren
Isoformen auf, weshalb diese separat quantifizierden miisse'f.In der Molekularbiologie

werden Isoformen als Varianten eines Proteins bbret, die mit leichten bis groRReren

Unterschieden auftreten kdnnen. Diese kénnen zuisp®¢ von verschiedenen Genen oder

vom selben G

en durch alternatives Splicing hergjesterden?

8 Horbach (1999)

% Miyakis (2004)
1 Miyakis (2004)
92 Misek (2005)

% Babylon (2012)
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Posttranslationale Modifikationen, wie zum Beispded Glykosylierung, resultieren in einer
gro3en Anzahl von Protein-Varianten (Isoformen)bwiodiese Heterogenitat besonders in
Kohlenhydratgruppen von Glykoproteinen nachgewieserde? Die Mikroheterogenitat ist
unter Glykoproteinen weit verbreitet und vor allaof die Unterschiede in der Kohlenhydrat-
Struktur zurtckzufiihren. Schon die kleinste Verdndg kann einen Konformationswechsel
des Proteins und eine Anderung der Protein-Turn@edr bewirken, wodurch die
Interaktionen mit anderen Molekiilen und Zellen bBesst werderi®

Weitere Beispiele flr das Vorhandensein von Iso@armnsind genetische Polymorphismen
(SNP’s), posttranskriptionelle (zum Beispiel RNA#kxh) Modifikationen, modifizierte

funktionelle Aminosauregruppen (zum Beispiel duRthosphorylierung, Acetylierung) oder
Proteolyse. Die Verteilung der Isoformen kann aurgr physiologischer Regulation und
pathologischer Prozesse verandert werden, woduash\erteilungsmuster der Isoformen

(durch Isoelektrische Fokussierung nachweisbag kahe klinische Bedeutung besitzt’ %8

1.4.1 Isoformen vonB,-Glykoprotein-I

Das gegenwartige Interesse an der Suche nach Biemam menschlichen Plasma erfordert
die Entwicklung von optimierten Protokollen, um tioartefakte zu vermeiden, welche aus
der Degradierung von zellularen Elementen oder nggungen der zirkulierenden Proteine
resultieren kbnnen. Zahlreiche Studien haben aofefmodifikationen als eine essentielle
Quelle fiir Biomarker hingewieset.

Glykosylierungsstudien vonp,-Glykoprotein-1 zeigten ein hohes Mall an Glykan-
Heterogenitat, welche vor allem die Fucosylierumgl (ialylierung betrifft. Mit Hilfe der
isoelektrischen Fokussierung vofi,-Glykoprotein-1 konnten funf Hauptbanden mit

isoelektrischen Punkten (Pls) zwischen 5,1 und 81 sowie zwei Proteinbanden des

% MaiiadiagnosticsZ012)
% Lénnberg (2006)
% Chemie.de (2012]
9 Packer (1996)
% MaiiadiagnosticsZ012)
% Misek (2005)
190 Kamboh (2004)
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Neuraminidase-behandeltef,-Glykoprotein-1 im pH-Bereich 7-9, identifiziert waen
(Abbildung 8)1°*

pH

81—
5.8—
5.6—
5.4—
BT

oh

Abbildung 8: Isoelektrische Fokussierungon
B.-GPI (a) und Neuraminidase-behandelteng,-GPI (b)
in 7,5 % Polyacrylamid mit 6 M Harnstoff'%?

Die Arbeit vonKamboh et al(1988) beschaftigt sich mit der Identifizierung d&ukturellen
Variationen am APO-H-Lokus in der weil3en und sclnearBevolkerung der USA. Hierbei
wurden drei gemeinsame Allele in beiden Grupperbaeltet, wahrend ein viertes, seltenes
Allel nur in der schwarzen Bevdlkerung identifiziewwurde. APOH*1 synthetisiert
grofdtenteils saure Isoformen, APOH*2 liegt im reittih Bereich und APOH*3 zeigt
Isoformen im eher basischen Bereich. Die Phanotypemien im homozygoten Zustand als
APO H 1-1, APO H 2-2 und APO H 3-3 und im heteroggn Zustand als APO H 2-1, APO
H 3-1 und APO H 3-2 bezeichnet. Beides resultied der kodominanten Expression von
zwei Allelen. Zusatzlich zu den sechs Phéanotypenrdewu bei den schwarzen
Studienteilnehmerinnen ein weiteres Allel (APOH{tdégntifiziert, welches im heterozygoten
Zustand in Kombination mit APOH*2 auftritt und sdnals APO H 4-2 bezeichnet wird
(Abbildung 9 und 10§%

11 Gries (1989)
192 Gries (1989)
103 Kamboh (1988)
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Abbildung 9; APO H Immunoblot-Muster in 5% IEF Polyacrylamidgel mit

Dietm@&ianzer

3 M Harnstoff in Kombination mit zwei Tragerampholyten (pH 4-6,5 und pH 5-8)

aus verschiedenen Plasmen

11 2.2 3.3 3.2 3

241

ININRINI .

4.2

Abbildung 10: Schematische Darstellung der APOH-Phdotypen

In Anlehnung an die Ergebnisse vidamboh et al'®* untersuchtemRichter und Cleve (1988)

Seren von mehr als 400 gesunden BlutspenderinreMéaanchen und Tirol. Die Verteilung

in beiden Probandengruppen zeigte &hnliche Resul@éer héaufigste Phénotyp vdiy-

Glykoprotein-1 wird in dieser Publikation als B2GRPOH*2) bezeichnet und wurde in 77-

104 Kamboh (2004)
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80 % der Testpersonen gefunden. Die ungefahrengsteNiegen hier bei 5.4, 5.7, 5.9 und
6.2. Die Phanotypen 1-2 und 2-3 wurden in 10 % destpersonen und 1-3 in vier
Testpersonen (1 %) identifiziert. Personen mit ddmanotyp 3 (APOH*3) konnten in dieser
Studie nicht identifiziert werden und APOH*4 wurdasgeschlossen. Die sechs Phanotypen
werden in dieser Arbeit als B2G 1, 2, 1-2, 2-3, dr8l 2-4 bezeichnet (Abbildung 1},

®

11 2-2 1-2  "2-3 1-3 2-4

Abbildung 11: Darstellung der B2G-Phanotypen'®

1.5 N-Acetyl-Neuraminsaure (Sialinsaure)

Mitglieder der Sialinsaure-Familie kommen in ein&fielzahl von Geweben und
Korperflissigkeiten sowie Bakterien vor und sind kanjugierte Proteine miteingebaut.
Natirlich vorkommende Sialinsauren sind substitaieMeuraminsaure-Derivate, wie zum
Beispiel N-Acetyl-, N-Glykolyl- oder N- und O-Diatg-Neuraminsdurer®’ Als N-Acteyl-

oder N-Glykolyl-Verbindung ist die Neuraminsaure sBedteil der Blutgruppenantigene,
membranbildender Glykolipide und vieler Glykoproet®® Die N-Acetyl-Neuraminsaure
geht durch zwei Reaktionen aus Mannosamin hervimergeits durch die Bindung eines
Pyruvatrestes (Abbildung 12, rot) an das C1-Atomrm dannosamin (Abbildung 12,
schwarz), wobei die Neuraminsaure entsteht undrarsiets durch die Acetylierung des

Aminorestes, woraus die N-Acetyl-Neuraminsaure Itiest *%°

195 Richter (1988)
1% Richter (1988)
97 Warren (1959)
1% Doenecke (2005)
1% Horn (2009)
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Abbildung 12: Verkniipfung der Sialinsaure mit einemGlykoprotein*°

Haufig kommen Neuraminsauren am Ende von Kohlerdtigdtten vor und sind fur die
negative Aul3enladung eukaryotischer Zellen mitvevartlich. Besonders Erythrozyten sind
reich an Neuraminsaure, weshalb sich diese durehnéigative Ladung im Blutstrom
abstof3en. Im Alter wird der Neuraminsaure-Anteil Beythrozyten reduziert und es kann zu
Verklumpungen kommen, was zum Abbau in der Milz it

Bei den ldslichen Glykoproteinen im Blutplasma bestt der Kohlenhydratanteil die
Lebensdauer. Nahezu alle Glykoproteine besitzensténdige Sialinsduren (N-Acetyl-
Neuraminsdure). Fur die Abspaltung dieser endsg@ndiSialinsdure ist das Enzym
Neuraminidase verantwortlich, das sich in den Warakr Blutgefal3e befindet. Der nach der
Abspaltung der Sialinsdure folgende Zucker (Gaktosignalisiert dann ein gealtertes
Glykoprotein. **# ** Fur die Aufnahme vieler Sialinsaure-freier Glykoigine in die
Hepatozyten und deren Ausscheidung in die GalleiistGalaktose-spezifischer Rezeptor
verantwortlich, der als Asialo-Glykoproteinrezephmzeichnet wird** Asialoglykoprotein-
Rezeptoren (ASGPR) werden in den Hepatozyten exgntimnd sind fir die Beseitigung der
Asialoglykoproteine im Plasma verantwortlich. Vdnedene Erkrankungen, wie zum
Beispiel Leberzirrhose oder Leberfibrose, korrelremit einer signifikanten Reduktion des
Gehaltes an ASGPR im Plasma, weshalb diese alsevéik die Hepatozytenfunktion oder

Leberfibrose dienen konntétr.

10 Cchemgapedia (2012)

1 Hirsch-Kaufmann (2006)
"2 Horn (2012)

13 Hirsch-Kaufmann (2009)
14 Dancygier (2003)

15 veselkin (2011)
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2 Methoden

2.1  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Eine sehr effiziente Weiterentwicklung einfachereltophoresemethoden ist die SDS-
PAGE, oder auch Disk-Elektrophorese (Disk = diskanérlich) genannt. Wahrend bei
anderen Elektrophoresemethoden der pordse Tragar, deé Pufferlosung aufnimmt,
grof3tenteils zur Verhinderung der Warmebewegungtdist dieser bei der SDS-PAGE fir
die Trennung selbst von entscheidender Bedeutiiridie Methode der SDS-PAGE (sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresigtrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) wird vor allem zur Auftrennungnv Proteinen bezuglich ihres
Molekulargewichtes verwend&t’ Die von Ornstein (1964)und Davis (1964)entwickelte
DISK-Elektrophorese ist somit die Methode der Watir Analyse von Proteinen in
Polyacrylamidgelen, insbesondere die modifizierégidhte der SDS-PAGE vdraemmliaus
dem Jahre 1970811

2.1.1 Prinzip — SDS-PAGE

Proteine wandern aufgrund ihrer positiven und negatLadungen in einem elektrischen
Feld, wobei die Wanderung durch ihre GroRRe, Gestadt Nettoladung bestimmt wird. Mit
Hilfe der Elektrophorese kann eine Auftrennung deranalysierenden Proteine in einem
Tragermedium, aber auch in freier Lésung durchgefiterden*?® Die Diskontinuitat der
SDS-PAGE-Methode bezieht sich auf den pH-Wert uedAdt und Konzentration der lonen

in den verschiedenartigen Puffern, sowie die Galtstir, bei der ein gro3poriges Sammelgel
einem engporigen Trenngel aufgelagertitSammel- und Trenngel setzen sich aus einem
Polymer von Acrylamid-Monomeren und N,N’-Methylesdirylamid als Vernetzer
zusammen, wobei die Porengro3e des Gels durch ahedftration an Acrylamid und den
Gehalt an Vernetzer festgelegt wifd. Durch die Zugabe des anionischen Detergens

Natriumdodecylsulfat (SDS) kommt es zur Uberdeckudleg Eigenladungen der Proteine,

116 Hallbach (2006)
117 Gey (2008)

18 Eckert (1997)
119 pingoud (1997)
120 sffler (2007)
121 Eckert (1997)
122 Matissek (2010)

-21 -



Elektrophoretische Darstellung der Isoformen #gi&lykoprotein-I Dietm@&tanzer

wobei anionische Mizellen entstehéA® Pro Gramm Protein binden etwa 1,4 Gramm SDS
und denaturieren Proteine, sodass diese ihre Quaifartidr- und teilweise auch ihre
Sekundérstruktur verliere?* ** Bei der SDS-PAGE wird ein Elektrodenpuffer mit Gty
lonen bei einem pH-Wert von 8,8 eingesetzt, wahrdied Sammel- und Trenngelpuffer
Chlorid-lonen enthalten. Der pH-Wert des Trenng@sl 8,8) ist hoher als der des
Sammelgels (pH 6,8)*?° Durch die Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS$
Startreagenz erfolgt die PolymerisatiGhDie Durchfiihrung der SDS-PAGE von Proteinen
erfolgt meist in einer vertikalen Elektrophoresekaen (Abbildung 13), wobei die

aufzutrennenden Proteine in die Geltaschen im Sagefreppliziert werden:?®

Kathode Glasplatten

@\ Probetaschen
v
oY

b
Y Puffer

groBe Proteine

Anode —
Trenngel

—_
kleine Proteine

Abbildung 13: Vertikale Elektrophorese-Apparatur fiir SDS-PAGE *#°

Nach Anlegen einer Spannung setzen sich die Chlondn (sogenannte Leitionen) mit
hoher Mobilitat in Bewegung, wahrend die Glycinnkile (sogenannte Folgeionen), die
grof3tenteils als Zwitterionen mit der NettoladungliNorliegen, hinter den Chlorid-lonen
zurtckbleiben. Es bildet sich eine Zone geringemetalichte zwischen den Leit- und

Folgeionen aus, wodurch die mehr oder weniger neggiadenen SDS-Proteinkomplexe

123 Mohrluider (2007)
124 pingoud (1997)
125 Gey (2008)

126 pingoud (1997)
127 Matissek (2010)
128 Gey (2008)

129 Gey (2008)
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konzentriert werden (Prinzip der Isotachophoré¥&}*! Die Proteine werden somit zu einer
sehr schmalen und scharf begrenzten Zone mit Hobrezentration gesammelt und gelangen
durch die Wanderung in Richtung Anode an die Grefizht des engporigen Trenngé&ls.
Im engporigen Trenngel wird Glycin durch den Angtiges pH-Wertes (pH 8,8) negativ
geladen und Uberholt die Proteine, wodurch diestgrand ihrer GroRe nach dem

,Molekularsiebeffekt“ aufgetrennt werdetr

Um das Molekulargewicht (MW) der Proteine bestimmaerkdénnen, werden zum Vergleich
der elektrophoretischen Trennung Standardproteinekarimter Molekulargewichte
verwendet** Die aufgetrennten Proteine miissen nach BeendigesgLaufes gefarbt und
somit sichtbar gemacht werden. Die Farbung erfoigist mit dem Farbstoff Coomassie-

Brilliant-Blau oder bei geringen Proteinmengen dg&t hochempfindlichen Silberfarburig®

2.2 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung (IEF) ist eine etgkhoretische Methode, welche in einem
pH-Gradienten durchgefiihrt wird. Amphotere Verbingen wie Proteine, Enzyme oder
Poly- und Oligopeptide mit unterschiedlichen is&&iechen Punkten kbnnen auf diese
Weise voneinander getrennt werdéhDie isoelektrische Fokussierung kann ausschlieRlic
bei amphoteren Verbindungen angewendet wetdenAufgrund der Vielzahl an

protonierbaren Gruppen mit verschiedenen pK-Wettagen diese, je nach pH-Wert der
Losung, entweder positive oder negative Uberschdasigen. Amphotere Proteine kénnen
deshalb sowohl als Saure als auch als Base vorkarhth&vahrend der Elektrophorese
wandern die Molekile je nach Ladung zur Anode dtiethode, wobei es zum Verlust der
effektiven Gesamtladungen im stabilisierten pH-Grattn kommt. Die Molektle verlieren

an Geschwindigkeit und werden an ihrem isoelekigscPunkt (IEP, pl) fokussiert, dem pH-

130 Eckert (1997)

31 pingoud (1997)
132 Mohrluider (2007)
133 Eckert (1997)

134 Gey (2008)

135 sffler (2007)

136 Budin (1995)

137 Geckeler (1998)
138 Adam (2009)
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Wert an dem ihre Nettoladung null 182.1° Das Proteinmolekiil erscheint bei diesem pH-
Wert nach auf3en elektrisch neutral, wodurch esléktresschen Feld die Beweglichkeit null
besitzt.'**

Die isoelektrische Fokussierung kommt im biochehéscLabor vor allem zur Uberpriifung
der Reinheit von Proteinpraparationen sowie zurtiBesung des isoelektrischen Punktes
eines Proteins zum Einsatz. Identitat und Kompéxéines Proteingemisches kbnnen somit
erfasst werden. Daruber hinaus ist die isoelektesEokussierung auch in der klinischen
Chemie zur Bestimmung von Isoformen eines Protems besonderem Interessé? So
kénnen Proteine, deren Gréf3e haufig um nur eine odei unterschiedliche Aminosauren

differiert, in ihrer nativen Form aufgetrennt wend&"

2.2.1 Historische Entwicklung der isoelektrischen &kussierung

Ikeda und SuzuKkbeobachteten im Jahr 1912 zum ersten Mal, dagsner Trennkammer
unter Elektrolyse die sauren Aminoséauren in RichtAnode, die neutralen Aminosauren in
die Mitte und die basischen Aminosauren in Richtlaghode wanderten und sich somit ein
pH-Gradient ausbildete. In den flnfziger Jahrenvakielte Kolin (1954, 1955)nstabile pH-
Gradienten mit unterschiedlichen pH-Werten undedtisicharfe Proteinbanden wahrend der
Elektrophorese. Aufgrund theoretischer UberlegungenSvensson (1961, 1962htwickelte
Vesterbergl969die ersten Tragerampholyte. Svenssons Kriteriemf@uchbare Ampholyte
inkludierten: niedriges Molekulargewicht und untdmedliche physikalisch-chemische
Eigenschaften von der zu trennenden Substanz. Geitéahigkeit, Pufferkapazitat und
Wasserloslichkeit am isoelektrischen Punkt wareen&dlls wesentlich. Mit Hilfe dieser
Vorstellungen synthetisiert&/esterberg Tragerampholyte mit puffernden Carboxyl- und
Aminogruppen, welche kommerziell sehr teuer ercéiltiwvaren.Vinagradov (1973)und
Righetti (1975)versuchten Vesterberg's Arbeit zu modifizieren, finanziell giinstigere

Ampholyte zu erhalten. Es gelang ihnen, ein Produkéntwickeln, das im pl-Bereich pH 3-
10 |ag 144 145146

139 Budin (1995)

140 Geckeler (1998)
141 Adam (2009)
142 pingoud (1997)
143 Richter (2003)
144 Budin (1995)

145 pingoud (1997)
146 pearson (1979)
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2.2.2 Madglichkeiten zur Ausbildung eines pH-Gradienten

Um einen pH-Gradienten zu erzeugen und zu stabidisi werden entweder l6sliche
polymere, amphotere Elektrolyte (Tragerampholytglisch carrier ampholytes, CA), oder in
das Polyacrylamidgel einpolymerisierte Ampholytartiobilisierte Ampholyte, Immobiline),

verwendet:*’

Bei den Tragerampholyten handelt es sich um eirrbgénes Gemisch verschiedenartiger
niedermolekularer Oligoamino-Oligocarbonsauren eng benachbarten pl-Punkten. Je nach
Auswahl der Tragerampholyte erhalt man mehr odenges steile pH-Gradienten. Das heil3t,
je enger der gewahlte pH-Bereich ist umso gréRed vdie Auflésung sein. Obwohl
Tragerampholyte in einem pH-Gradienten relativ istaind, kdnnen sie bei langeren
Fokussierungszeiten zu driften beginnen, wodurcbteltlte auf der Kathoden— oder
Anodenseite verloren gehen. Dieses Problem kannmahiilfe von immobilisierten pH-
Gradienten umgehen*® Tragerampholyte sind Zwitterionen und enthaltenursa
Carboxylgruppen und basische Aminogruppen. Um Igtalyid gleichméaRige pH-Gradienten
zu erhalten, sollten ideale Tragerampholyte aus gethen Komponenten gebildet werden,
niedrige Molekilmassen haben um somit schnell iprdPunkte zu erreichen, sowie
ausreichend Pufferkapazitat und Leitfahigkeit an plePunkten zeiget?

Die Erh6éhung der Stabilitdt nimmt in immobilisientpH-Gradienten zu, wobei Immobiline,
Derivate des Acrylamids mit Carboxy- oder tertiddeminogruppen, verwendet werden. Im
Gegensatz zu freien Tragerampholyten werden Immmebiin die Polymerisation der

Gelmatrix einbezogen und binden dort kovalent aRdilyacrylamidstrangg®

Tragerampholyte haben den Vorteil, dass eine pHHBestimmung des isoelektrischen
Punktes nach dem Lauf relativ einfach ist (Kape2.5). Nachteilig sind der schwer zu
bestimmende basische pH-Bereich, dass der pH-Gradieinen Gleichgewichtszustand
wahrend des Laufes einnimmt, sowie eine hohe Sadwajigkeit. Ebenfalls besteht bei
Tragerampholyten eine geringe Abweichung der Eigeaiten von Charge zu Charge. Bei
immobilisierten Ampholyten ist eine Trennung in exm breiteren pH-Bereich mdglich und

147 Holtzhauer (1997)
148 pingoud (1997)
149 Budin (1995)

150 Richter (2003)
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der Gradient ist Uber langere Zeit stabil. Die pttb#inung ist jedoch schwieriger als bei

Tragerampholyten, da keine direkte pH-Messung robigéit.***

Isoelektrische Fokussierungen kénnen in Rohrchengehd in Flachbettgelen (horizontal
oder vertikal) durchgefihrt werden, welche kommakzi mit Tragerampholyten
beziehungsweise mit einpolymerisierten pufferndeap@en, den sogenannten Immobilinen,

d152 153

erhaltlich sin oder selbst hergestellt werden kénnen.

2.2.3 Entstehung eines pH-Gradienten

Wahrend der isoelektrischen Fokussierung findedeanElektroden elektrolytische Prozesse
infolge elektrochemischer Reaktionen mit Wassdt.sta
An der Kathode, wo ein Elektroneniiberschuss bestelaien sich Hydroxid-lonen und es

entsteht dabei Wasserstoff:

4H,0 + 46 > 40H + 2H,1

An der Anode, wo Elektronenmangel herrscht, werBestonen (in Form von Hydronium-

lonen, HO") gebildet und es entwickelt sich dabei Sauerstoff:

2H,0 D> 4H' + 46 + O

Die Kathode reagiert als Base (der pH-Wert erhddit)sund die Anode als Saure (der pH-
Wert sinkt), wobei sich durch die lonenwanderung etaktrischen Feld ein pH-Gradient

zwischen den Elektroden ausbildet. Um den pH-Gradiean den Enden des Gels stabil zu
halten, werden geeignete Elektrodenldsungen vergteneine Saure am Anodenende

beziehungsweise eine Base am Kathodenende des-els.

Die im Gel in einer Konzentration von 2 bis 2,5%handenen Tragerampholyte verteilen
sich im pH-Gradienten mit dem niedrigsten pl-Went Anode und dem hochsten pl-Wert zur

Kathode. Die anderen verteilen sich gemaR ihreweit dazwischef®® Solche, bei denen

1 Holtzhauer (1997)
152 pingoud (1997)
153 Holtzhauer (1997)
154 Budin (1995)
15 pingoud (1997)
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der pl-Wert niedriger ist als der pH-Wert des Traediums tragen negative Ladungen und
wandern zum anodischen Bereich und umgekehrt.gaftdssen verbreitert sich der enge pH-
Gradient und das pH-Plateau wird schmaler. Schtiel3erschwindet auch das pH-Plateau,
wodurch sich ein linearer und stabiler pH-Gradambildet (Abbildung 14)>°

vor dem Start im elektrischen Feld
NG 0 o @ YOry
i _D_@ (j_ L] .“..‘“’ ‘+ e L ® ..... @
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Abbildung 14: Entwicklung eines pH-Gradienten mit Tragerampholyten™’

Tragt man nun Proteine auf solche Tragerampholgtgaf, so werden diese im elektrischen
Feld so lange wandern bis sie den pH-Bereich drrdéiaben, an dem ihr isoelektrischer Punkt
liegt. Es stellt sich ein Gleichgewicht ein, unahiig davon, ob sie am Start eine negative
oder positive Uberschussladung tragen. Durch diswaihl geeigneter Tragerampholyte
kénnen so Proteine, deren isoelektrische Punkte umir0,02 pH-Einheiten differieren,

voneinander getrennt werdé&t.

Zur besseren Stabilisierung kdnnen Immobiline (k&#.2.2) verwendet werden, wobei dem
Polymerisationsansatz, neben den Acrylamid-Monomenmed Katalysatoren, basische und
saure Immobiline zugegeben werden. Verdndert man Mischungsverhaltnis der zwei

Polymerisationslésungen kontinuierlich mit Hilfenes Gradientenmischers, erhalt man IEF-
Gele mit stabilen pH-Gradienten. Dies resultierteinem lickenlosen pH-Gradienten mit

1% Budin (1995)
157 Geckeler (1998)
18 Holtzhauer (1996)
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konstanter Leitfahigkeit und Pufferung, wodurcheeaptimale Auflésung mit bis zu 0,01 pH-
Einheiten pro Zentimeter erreicht wittf.**°

Die isoelektrischen Punkte der meisten Proteine Retide liegen im pH-Bereich von 3 bis
11. Diese werden meist von einem pH-Gradienten 8ohis 10 abgedeckt. Bei einem
Proteingemisch das zum Beispiel im pH-Bereich 5 tifokussiert werden soll, kdnnen
dementsprechende Tragerampholyte verwendet wergengine bessere Trennscharfe zu

erzielen'®?

2.2.4 Isoelektrische Fokussierung in Polyacrylamidgelen

Fur die Durchfihrung der isolektrischen Fokussigruwerden meist Flachgele aus
Polyacrylamid verwendet. Seltener kommt es zum d&ms/on Agarose, die nur dann
brauchbar ist, wenn ihre typischen Ladungsgrupperorzblockiert oder entfernt wurden.
Agarose hat gegeniber Polyacrylamid den Vortegsd#iese ungiftig ist und Proteine tUber
800kDa aufgrund ihrer PorengroRRe aufgetrennt weidemen'®? Bei Polyacrylamidgelen
kann die GroRRe der Poren durch Variieren der Pojj@midkonzentration und des
Vernetzungsgrades bestimmt werden. Auch konnen Rmdyacrylamidgelen sehr hohe
Feldstarken aufgrund des Fehlens polarer Gruppegesetzt werden, wobei keine stérenden
elektroosmotischen Effekte verursacht werden. \i&egad Polyacrylamidgele chemisch sehr
widerstandsfahig, haben keine adsorptiven Eigetfizhaind werden auch von Enzymen

nicht angegriffert®®

2.2.5 lIdentifizierung des isoelektrischen Punktes

Die Proteinprobe kann bei Gradientengelen entwedeikal in eine im Gel vorgefertigte
Auftragstasche pipettiert werden oder ein kleingglSFilterpapier wird in der Probenlésung
getrankt und kann dann an frei gewéhlten Positi@mrhorizontalen Gel platziert werd®f.

Bei der darauffolgenden isoelektrischen Fokussggrumird die Stromversorgung so

eingestellt, dass die Feldstarke im Gel zu Begifiglivhst niedrig ist (< 40 V cif), da ein

159 Richter (2003)
180 pingoud (1997)
181 Budin (1995)
182 Richter (2003)
163 Budin (1995)
184 pingoud (1997)
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Teil der Proteine bei zu hoher Anfangs-Feldstamézipitieren kanrt®® Das Probenmaterial
und die Tragerampholyte kdnnen durch die gro3e Whidung geschadigt werden, weshalb
die Gradientengele wahrend des Laufes meist awdr éiitihlplatte bei 10° C platziert
werden®®®

Um den isoelektrischen Punkt der Proteinproben rmaméndigung des Laufes ermitteln zu
konnen, lasst man in einer Gelspur Markerproteitebekannten pl-Werten mitlaufen. Bei
der anschlieRenden Farbung des Gels missen dierdmgholyte jedoch ausgewaschen
werden, da diese ebenfalls mit dem Farbstoff reagi&bnnen. Eine direkte pH-Messung an
Gelabschnitten kann mit Oberflachen-pH-Elektrodemrcgefihrt werden, wobei die
Temperaturabhangigkeit des pl-Wertes bei dessenttienmg berticksichtigt werden muss.
Eine weitere Ermittlung des pH-Gradienten kann tefbar nach der Fokussierung durch
Ausschneiden von Gelstlicken erfolgen, wobei nacardinkubation in kohlendioxidfreiem

destilliertem Wasser der pH-Wert gemessen werden. k& *°8

2.3 Western Blot

Als Blotting-Verfahren bezeichnet man eine Metholei der biologische Makromolekile
nach Auftrennung in der Gelelektrophorese auf éilyéon- oder Nitrozellulose-Membran
transferiert und immobilisiert werdéf’ Dementsprechend liegt die zuvor getrennte Prabe al
identisches Abbild in immobilisierter Form auf ddatrix vor. Ein wesentlicher Vorteil der
Blotting-Verfahren ist, dass die Blot-Membranenaggrt und zu einem spateren Zeitpunkt
analysiert werden kénnéf®

Der erste durchgefiihrte Blot entstand bei der Dietielng von DNA-Fragmenten und wurde
erstmals von Edwin M. Southern im Jahre 1975 bésobn. Seither wird dieses Verfahren
zur Auftrennung von DNA mit nachfolgender Hybrigiging als Southern-Blot bezeichnét.

172 Es folgten weitere Blotting-Verfahren, die in Ahfeing an den Southern-Blot als

185 Geckeler (1998)
186 Richter (2003)

7 Holtzhauer (1996)
188 Holtzhauer (1997)
189 Gressner (2007)
10 Kayser (2002)

1 Kremer (2011)

2 3chiitt (2011)
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Northern-Blot (RNA) und Western-Blot (Protein) bietmet wurdert”> Um nahezu alle
Himmelsrichtungen zu besetzen, entstanden in vegitéolge Blotting-Verfahren wie zum
Beispiel der Middle-Eastern-Blot zur Beladung varidatisiertem Papier mit mRNA, sowie

der South-Western-Blot zum DNA-Nachweis mit Hiliaes spezifischen Protein&'

2.3.1 Prinzip — Western-Blot

Western Blotting ist eine Methode, um Proteine ndeh Gelelektrophorese auf eine Nylon-
oder Nitrozellulose-Membran zu transferieren und @momobilisieren. Die im Gel
befindlichen Proteine missen auf die Membran Uhgetn (geblottet) werden, da sie fur
hochmolekulare Nachweis-Liganden, wie zum Beisfir@ikorper, im Gel schwer zugénglich
sind. Dies geschieht durch Einbringen in ein zunh$gekrecht angelegtes elektrisches Feld.
Der Blot kann hierbei auf Nitrozellulosepapier otistonfolien durchgefiihrt werden. Die am
haufigsten verwendete Membran ist die Nitrozellalnembran mit einer Porengrél3e von
etwa 0,2-0,45um. Je kleiner die Poren sind, destbrmsteigt die Bindungskapazitat der
Blotmembraner’® *’® *’" Die aufgetrennten Proteine werden vom Elektropsegel (SDS-
PAGE, IEF) auf die Membran transferiert, indem ¢@a und die Membran zwischen in
Blottingpuffer (pH 8-9) getrankten Filterpapieredbpildung 15) positioniert werden,
wodurch diese Kontakt mit den beiden Elektrodenehal®urch Anlegen eines elektrischen
Feldes kénnen nun die negativ geladenen Proteimel@m Gel auf die Membran transferiert

werden'’®

13 Kayser (2002)
174 Kremer (2011)
175 Budin (1995)

178 sffler (2007)
7 Gressner (2007)
178 Koehl (2002)
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Elactropharatic Transfer
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Abbildung 15: Western-Blot-Transfer-Apparatur 17

Bevor die Antikdrper oder Antikdrper-Enzym-Konjugatlem Blot hinzugegeben werden,
missen zunachst die reaktiven Gruppen auf der Mambeziehungsweise die restlichen
Proteinbindungsstellen blockiert werden. Als Blodkeh wird haufig entfettetes Milchpulver
verwendet, aber auch fetales Kalberserum, Gelatilee Tween 20 kommen zum Einsatz.
181

Nach Absattigung der freien Bindungsstellen auf dgmbran erfolgt die eigentliche
Nachweisreaktion durch die Bindung eines Erstanpi&s an das transferierte Protein. Dieser
Immunkomplex ist Ublicherweise nicht sichtbar, wadbh ein zweiter AntikGrper zur
Visualisierung eingesetzt wird. Der Zweitantikdrp&r gegen konstante Abschnitte (z.B. Fc-
Fragment) des Erstantikorpers gerichtet, stammeangs anderen Spezies und ist an Enzyme,
Fluoreszenzfarbstoffe oder Radionuklide zur Sicfmtta@hung konjugiert (Abbildung 165

179 piercenet (2012]
180 pingoud (1997)
181 Rehm (2010)

182 Jansohn (2012)
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Abbildung 16: Antigen-Antikérperkomplex mit
Primarantikérper und Sekundarantikdrper mit
Meerrettichperoxidase (HRP)

Zur direkten Visualisierung tragt der Zweitantikérp eine Radionuklid- oder
Fluorophormarkierung, bei der indirekten eine Enmarkierung. Die indirekten Methoden
haben sich bis heute starker durchgesetzt, da #sen radioaktiven Abfall produzieren
und der apparative Aufwand geringer ist. Meerrbfieroxidase, Peroxidase oder alkalische
Phosphatase werden bei der Enzymmarkierung amgséerii verwendet, wobei durch die
Zugabe entsprechender Substrate (zum Beispiel de@HNaphtot®) mit dem Enzym ein
unléslicher Farbstoffkomplex gebildet wirf?

183 Hermey (2010)
184 Jansohn (2012)
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3 Durchfiihrung und Reagenzien

Im folgenden Kapitel werden die Methoden sowie dléiir beanspruchten Materialien und
Reagenzien, welche fiur die Durchfihrung dieser Bbtasbeit verwendet wurden,
beschrieben.

3.1 Reagenzien und Durchfihrung der SDS-Polyacrylamgelelektrophorese (SDS-
PAGE) mit anschliel3ender Coomassie-Farbung beziehgsweise anschlielRendem
Western Blot

3.1.1 Reagenzien und Materialien

Fur die Herstellung der SDS-PAGE-Gele wurden irselieArbeit Fertigkassetten der Firma
Invitrogen mit einer Gelstarke von einem Millimeteerwendet (Lot Nr. 61229-J). Zur
Auftrennung der Proteine wurde ein Stromversorggeg# (Power Supply) der Firma BIO-
RAD (Model 1000/500) mit einer Elektrophoresekamnuiar Firma NOVEX XCELL
(NOVEL EXPERIMENTAL TECHNOLOGY) eingesetzt.

Probenvorbereitung

* 10 - 20 %ige Saccharose (fest)

* Demineralisiertes O

* Isotone 0,9 %ige NaCl-Losung

* 0,2 g Bromphenolblaulésung in 100 ml demineraltsier O, Fa. MERCK
» Sammelgelpuffer (3, 4, und 5 % SDS)

Gelherstellung

* Acrylamid — bisacrylamid (N,N -Mehylen-bisacrylami&tammlosung (T30 C2,67),
Fa. SERVA

* Trenngelpuffer fur SDS-PAGE: 3,0 mol/l Tris-HCI (88), Fa. SERVA

» Sammelgelpuffer fir SDS-PAGE: 0,5 mol/l Tris-HCH$,8), Fa. SERVA

 TEMED (N,N,N,N -Tetramethylethylendiamin), Fa. MERC

* 1,5% APS (Ammonium Persulfat), Fa. SIGMA

 Demineralisiertes kD
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Gelelektrophorese

Herstellung des SDS Reservoir Buffer Stocks (pH 8,3
e 0,25mol Tris: 30,3 g
e 1,92 mol Glycin: 144,0 g
e 34,67 mmol SDS: 10,0 g

e Mit demineralisiertem BD auf 1000 ml auffillen

SDS Reservoir Buffer (Laufpuffer):
* 100 ml Reservoir Buffer Stock (pH 8,3)
e+ 900 ml demineralisiertes,B@
* Verhéltnis (1 +9)

Farbung
Fixierldsung

* 25 ml 10 %ige 5-Sulfosalicylsdure-Dihydrat-Losumgr(Analyse, Fa. MERCK)
* 25 ml 20 %ige Trichloressigsaure (zur Analyse, MBRCK)
* Verhdltnis 1:1

Coomassie-Farbeldsung
* 2,0 g CoomassiBrilliant Blau (R-250), Fa. SERVA
* 300 ml Methanol (100 %)
e 100 ml Eisessig (100 %)

600 ml demineralisiertes (bzw. deionisiertespH

Insgesamt: 1 Liter

Entfarbelésung
e 300 ml Methanol (100 %)
* 100 ml Eisessig (100 %)

e« 600 ml demineralisiertes-B

Western — Blot

* Nitrozellulosemembran (6 cm x 8,5 cm), Fa. AmersBersciences, Hybond
* 10 % Methanol
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Western-Blot-Stammldésung
e 0,1 M di-Na-tetraborat-decahydrat (#30;10H,0) Fa. MERCK

+ Demineralisiertes O

Western —Blot — Losung
* 100 ml Western-Blot-Stammldsung in einen 1 Litersstgecher Uberfihren
* Mit demineralisiertem KD auf 1000 ml aufftllen

« Verhaltnis: 1 +9

Achtung:
» Bei der IEF werden zusatzlich 5 ml 10 % SDS inldisung gegeben.

Immunoblot (IB)

Blockpuffer — Stammlésung
* 0,2 mol Tris
* 0,9 mol NaCl

e Auf 1000 ml mit demineralisiertemJ@

Waschpuffer A
* 100 ml Blockpuffer-Stammiésung
* 900 ml demineralisiertes @
* Auf pH 7,4 einstellen (mit HCI)

Waschpuffer B
* 100 ml Blockpuffer-Stammlésung
* 900 ml demineralisiertes @
* 1 ml Tween-20
« 1gSDS
* 2,5 g Natriumdesoxycholat
* Auf pH 7,4 einstellen (mit HCI)

Blockpuffer (Milchpulverlésung)
* 5 g Magermilchpulver

* 100 ml Waschpuffer A (pH 7,4)
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e 250 pl Tween-20

Immunoblot — Entwickler
* 300 mg 4-Chlor-1-naphtol in 200 ml Methanol

Verwendete Antikérper
* AK 1: rabbit anti human IgG, Fa. BioGenes
* AK 2: HRP goat anti rabbit IgG, Fc-spezifisch, Backson ImmunoResearch
Laboratories

Neuraminidase-Behandlung
* Acetatpuffer (pH 5,5), Fa. MERCK
* Neuraminidas¢0,5 mg/ml), Fa. SIGMA
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3.1.2 Durchfihrung

Verwendete Proben

Standard

Als Standard diente ein vorgefarbter Protein-Molakgewichtsmarker fir SDS-
Polyacrylamidgele der Firma ROTHRoti®-Mark STANDARD).

Proben

* Das gereinigtg,-Glykoprotein-l1 wurde in einer Menge von etwa 0@ (Coomassie-
Farbung) und etwa 0,025 pug (Western-Blot) auf delsa@fgetragen.

* B2-Glykoprotein-l1 im Plasma wurde in einer Konzentmt von etwa 0,05 pg
(Western-Blot) elektrophoretisch aufgetrennt.

* Mit Hilfe von Neuraminidase wurde die endstandigddéetyl-Neuraminsaure bei pH
5,5 (Acetatpuffer) von der Zuckerkette abgespalt®ai der SDS-PAGE wurden
Mengen von etwa 1,4 pg (Coomassie-Farbung) und 6t025 g (Western-Blot)
vom gereinigterp,-Glykoprotein-I und eine Menge von 0,05 pg (Westglot) von

B.-Glykoprotein-I im Plasma der Neuraminidase-behfiadd’roben aufgetragen.

Behandlung der Proben mit Neuraminidase
Herstellung des 0,1 M Acetatpuffers (pH 5,5)

» 1,36 g NaAc (Natriumacetat)

* Mit demineralisiertem kD auf 100 ml auffillen

» Einstellen des pH-Wertes (pH 5) mit Essigsaure

B-Glykoprotein-|
e 20 ul 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,5)
* Zugabe von 20 yd-Glykoprotein-I (0,5 mg/ml)

e + 2 ul Enzym (Neuraminidase)

Plasma
* 50 ul 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,5)
e Zugabe von 50 pl Plasma (0,15 mg/ml)

e + 20 pl Enzym (Neuraminidase)
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Herstellung der SDS-Gele

Fir die Herstellung der SDS-Gele wurden das Tremad Sammelgel in Fertigkassetten der
Firma Invitrogen (Abbildung 17) eingegossen. Diefthannung der Proben erfolgte in einem
10%igen SDS-Gel wie in Tabelle 2 beschrieben.

Abbildung 17: Fertigkassette mit Kamm

Tabelle 2: Zusammensetzung des 10%igen SDS-Gels

Acrylamid-bis (30:08) 3,000 ml 0,500 ml
Trenngelpuffer 1,125 mi 1,000 mi
(pH 8,8/6,8)

10% SDS (w/w) 0,090 ml 0,040 ml
H,O demineralisiert 4,335 ml 2,260 ml
TEMED 0,015 ml 0,015 ml
1,5% APS (w/w) 0,450 ml 0,200 ml
Summe 9,015 ml 4,015 mi

» Bei der Gelherstellung wird zunachst das Trennggéegertigt

* Nach Zugabe von 1,5 %igem APS wird die Trenngelbds so schnell wie
moglich mit Hilfe einer Transferpipette in die Hgkiassette Uberfuhrt
(Trenngelhthe etwa 6 cm)
Achtung: APS dient als Startreagenz, wodurch ddzGeolymerisieren beginnt

+ Uberschichtung mit Iso-Butanol um das Gel von déft fernzuhalten
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Nach etwa 30 Minuten, wenn das Trenngel polymetiset, das Iso-Butanol
entfernen (abgiefRen)

Mit demineralisiertem kD nachspiilen

Wasserreste mit Filterpapier entfernen

Herstellung des Sammelgels

Nach Zugabe von 1,5 %igem APS die Sammelgel-Losongchnell wie mdglich
mit einer Transferpipette auf das polymerisierterifgel in der Fertigkassette
Uberfuhren (Sammelgelhdhe etwa 0,8 mm)

Vorsichtig den Slotkamm in die Sammelgel-Losunglsta

Nach etwa 15 Minuten ist auch das Sammelgel poligeer

Bei Bedarf kann die Fertigkassette mit dem SDS-@eth in Schutzfolie
eingeschweil3t und fir den néachsten Tag im Kuhls¢hreei 4°C — 8°C

aufbewahrt werden

Gelelektrophorese

Bevor die Fertigkassette mit dem SDS-Gel in die kiEtghoreseapparatur
eingebaut wird, muss das Abdeckband im untereni®&eentfernt werden, damit
stromleitender Kontakt zum Laufpuffer in der Anokemmer hergestellt wird.

Mit einer Transferpipette werden die Probenaufti@gshen mit Laufpuffer gefulit.
Beladen der Probenauftragstaschen mit den Probhdndeam Standard mittels
einer Mikroliterspritze (Microsyringe) durch Untelschtung des Laufpuffers.
Laufpuffer (pH 8,3) niveaugleich in die Kathodenkasr und Anodenkammer der
Elektrophoreseapparatur einfillen

Elektrodendeckel richtig gepolt anbringen

Richtig gepolt an Power Supply anschliel3en

Elektrophoreseeinstellungen:
» Starten der Elektrophorese (Abbildung 18) bei 100t V
* Nach 30 Minuten auf 150 Volt einstellen

* Nach etwa 120 Minuten (insgesamt) Elektrophoresepsn

-39 -



Elektrophoretische Darstellung der Isoformen #gi&lykoprotein-I Dietm@&tanzer

TN | T ——

BIORAD: MODEL 1000/500
POWER SUPPLY

Abbildung 18: Elektrophorese-Apparatur der Firma Novex

Fixieren der Proteine auf dem Gel

Die Fertigkassette mit dem SDS-Gel wird nach Beguntly der Elektrophorese
mit Hilfe eines Metallspatels aufgeknackt

Den Gelanteil mit den Slots mithilfe eines Spaggifernen

Gel in einen kleinen Behalter tberflhren

Zugabe der Fixierlosung

Behalter mit Gel und Fixierldsung fur 30 Minuteni lRaumtemperatur am
Schwenkpult schwenken (ca. 10/Minuten einstellen)

Nach 30 Minuten wird die Fixierldsung abgesaugt

Das Gel wird einmal mit demineralisiertemy@® gewaschen und anschliel3end

wieder abgesaugt

Farben des SDS — Gels mit Coomassie-Brilliant-Blau

Etwa 50 ml der Coomassie-Farbelésung werden inBéélter mit dem SDS-Gel
Uberfuhrt

Das Gel muss vollstandig mit der Farbeldsung betdszik
Die Farbung erfolgt iber Nacht bei RaumtemperatuSahwenkpult

Absaugen der Coomassie-Farbeldsung
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Entfarben des SDS - Gels
* Etwa 50 ml der Entfarbelosung werden in den Behaii dem SDS-Gel
tberfihrt
* Das Gel muss vollstandig bedeckt sein
* Nach etwa 20 Minuten Entfarbelésung absaugen
* Nochmalige Zugabe der Entfarbeldsung
* Nach etwa 30 Minuten Entfarbel6sung vollstandigalgen
* Der Gelhintergrund muss klar sichtbar sein (naaraét Stunden)
* Die Lagerung des SDS-Gels erfolgt in demineralisrarHO
» Einscannen des SDS-Gels

* Interpretation

Western Blot
Vorbereitung:
* Nitrozellulosemembran (6 cm x 8,5 cm) in 10 %igemethanol einlegen
(aktivieren)
» Herstellung der Westernblot-Losung:
0 100 ml Western Blot Stock
0 + 900 ml demineralisiertes,;B®
* Etwa 300 ml der Westernblot-Losung in eine Wannerfiiihren
* Vorbereitung der Western-Blot-Apparatur (Abbildutfg)

Abbildung 19: Western-Blot-Apparatur mit Sandwichhalterung
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Western-Blot — Durchfiihrung

Nach erfolgter SDS-PAGE wird die Fertigkassetteeimem Metallspatel aufgeknackt
Der Gelteil mit den Slots wird mit dem Spatel enife

Vorsichtiges Losen des Gels von einem Teil deriflassette

Das Gel mit dem zweiten Teil der Fertigkassettelwanit dem Gel nach unten in die
Wanne mit der vorgelegten Western-Blot-Losung geleg

Durch vorsichtiges Auf- und Abbewegen der Fertigedi® |6st sich das Gel von der
Kassette

Wahrend das Gel in der Wanne bleibt, wird ein Réfiex (8 x 10cm) mit der
Western-Blot-Losung getrankt und auf dem Anodergtedi?) der Sandwichhalterung
positioniert

Anschliel3end wird die Nitrozellulosemembran mitegifPinzette aus der 10 %igen
Methanolldsung genommen, kurz in die Wanne mit déestern-Blot-Losung
eingetaucht und vorsichtig auf das Filterpapieegel

Das Gel wird aus der Wanne auf die Nitrozellulosemean Gberfuhrt

Ein weiteres, in Western-Blot-Losung getrankteseRiapier wird auf das Gel gelegt
und mit einem Reagenzglas vorsichtig abgestreifLuftblasen zu vermeiden

Bevor die Sandwichhalterung geschlossen wird, kaein drittes getranktes
Filterpapier hinzugegeben werden, damit das Sartdwaht verrutscht

Das Sandwich mit der Halterung in die vorbereit&@mmer der Western-Blot-
Apparatur in die richtige Position stecken

Einflllen der Western-Blot-L6sung in die Appara#rinsgesamt 1 Liter

Elektrodendeckel schlieRen (rot zu rot, schwargchwarz)

Western-Blot-Transfer-Einstellungen:

Starten bei 250 mA Konstantstrom, Spannungsbegrent0 Volt
In der Zwischenzeit werden 100 ml Blockpuffer flasdanschlieRende Blocken der
freien Bindungsstellen vorbereitet

Nach etwa 2 Stunden wird der Elektrotransfer detdtne auf die Membran gestoppt

Blocken des Blots

Sandwichhalterung 6ffnen und die Filter und dakiEb@horesegel verwerfen
Geblottete Nitrozellulosemembran in eine kleine Waiiberfihren
Zugabe von etwa 40 ml Milchpulverldsung (Blockpuffe

Geblockt wird fur etwa 30 Minuten auf dem SchutdigAbbildung 20)
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Abbildung 20: Blocken am Schuttelpult

Zugabe des Priméarantikorpers
* Nach dem Blocken wird die Milchpulverlésung abgegawnd verworfen
* 3x Kurzes Waschen des Blots mit Waschpuffer A ijeae30 ml)
* Zugabe von Waschpuffer B und etwa 5 Minuten am Selpiult waschen
* Waschpuffer B absaugen
» 3x Kurzes Waschen des Blots mit Waschpuffer A
e Zugabe von Waschpuffer B und etwa 5 Minuten am Selpiult waschen
» Absaugen von Waschpuffer B
» 3x Kurzes Waschen des Blots mit Waschpuffer A
» Vollstandiges Absaugen des Waschpuffers
* Zugabe von etwa 30 ml Milchpulverlésung (Blot musfistandig tiberschichtet sein)
* Zugabe von 20 pl Primarantikdrper (AK 1) pro 30Milchpulverldésung
* Etwa 5 Minuten am Schwenkpult (Abbildung 21) inkerden

Abbildung 21: Schwenkpult
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« Nach etwa 5 Minuten wird die Wanne mit dem Blot #i€il (iber Nacht bei 4°-8° C

im Kuhlschrank horizontal gelagert

Zugabe des Sekundarantikorpers
» Absaugen der Milchpulverlésung mit dem AK1
» Waschen des Blots:
» 3x kurz waschen mit Waschpuffer A, dazwischen agysa
* Inkubation mit Waschpuffer B (etwa 5 min am Schpti#),
dann absaugen
* Wieder 3x kurz mit Waschpuffer A waschen, dazwische
absaugen
* Inkubation mit Waschpuffer B (etwa 5 min am Schpti#),
absaugen
» 3x kurz mit Waschpuffer A waschen, dazwischen afpsau
* Zugabe der restlichen 30 ml Milchpulverldsung ie Wanne mit dem Blot
e 10 pl AK 2 pro 30 ml Milchpulverlésung pipettieren
* Etwa 4 Stunden am Schwenkpult (10/min) inkubieren
» Waschen des Blots wie zuvor beschrieben

* Grundliches Absaugen der restlichen Waschpuffengsu

Entwickeln des Blots
Entwicklerlosung:
» 30 ml Waschpuffer A in einen 50 ml Plastikbecheeriithren
e Zugabe von 6 ml ,immunoblot - Entwickler®
o 20 pl O, (30%ig) dazupipettieren
* Nach etwa 5 min kann demineralisiertesOHin die Wanne hinzugegeben werden
(Entwicklung von violetten beziehungsweise dunikaalleih Banden)
* Waschen des Blots unter laufendem Leitungswasser
* Nach etwa 15 min wird der Blot zum Trocknen auf eein Papierhandtuch
lichtgeschutzt gelagert

* Einscannen
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3.2 Reagenzien und Durchfuhrung der isoelektrischerFokussierung (IEF) mit

anschlieRendem Western Blot

3.2.1 Reagenzien und Materialien

Fur die Herstellung der IEF-Gele wurden Fertigkdiegeder Firma Invitrogen mit einer
Gelstarke von einem Millimeter verwendet. Zur Aaftnung der Proteine wurde ein
Elektrophorese-Gerat der Firma BIO-RAD Power Sugmpdel 1000/500) eingesetzt.

Probenvorbereitung

* 10 - 20 %ige Saccharose

* Harnstoff, Fa. MERCK

* 0,1 M Natronlauge (NaOH), Fa. MERCK
» CHAPS, Fa. SIGMA-ALDRICH

» Demineralisiertes pD

* 0,2 g Bromphenolblaulésung in 100 ml demineraltsier O, Fa. MERCK

Fraktionierung von Plasma
* 70 %ige Perchlorsaure (HCJQFa. MERCK
* Natriumcarbonat (N&£03), Fa. MERCK
SERVAPOR dialysis tubing, diameter: 6 mm, Fa. SERVA

Demineralisiertes O

* Universal-Indikatorpapier (pH 1 — 14), Fa. Machélggel

Neuraminidase-Behandlung v@gGlykoprotein-|
» Acetatpuffer, Fa. MERCK
* Neuraminidas¢0,5 mg/ml), Fa. SIGMA

Gelherstellung
* Harnstoff, Fa. MERCK

* Acrylamid — bisacrylamid (N,N -Mehylen-bisacrylami&tammlosung (T30 C2,67),
Fa. SERVA

« SERVALYT® pl 3 - 10, Fa. SERVA

» CHAPS, Fa. SIGMA-ALDRICH, Nr. C3023
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» TEMED, Fa. MERCK
* 1,5% Ammonium Persulfat (APS), Fa. SIGMA

e Demineralisiertes D

Elektrolytldsungen
» Kathodenlésung: 0,1 M Natronlauge (NaOH), Fa. MERCK
* Anodenlésung: 0,1 M Phosphorsaurgi®By), Fa. MERCK

Western Blot
Siehe Kapitel 3.1.1

Identifizierung der isoelektrischen Punkte
» |EF Markers 3-10, SERVA Liquid Mix

3.2 Durchfuhrung

Verwendete Proben

» Das gereinigte B-Glykoprotein-l wurde in einer Menge von 0,086 pug
beziehungsweise 0,6 pg auf das Gel aufgetragen.

» Die elektrophoretische Auftrennung der Plasmapreldelgte in einer Menge von
0,048 ug bezuglich,-Glykoprotein-I.

* Nach der Fraktionierung der Plasmaprobe mit Persailoe (Kapitel 3.1.2) wurde der
HCIO4-Fallungs-Uberstand in ungefahren Mengen wie bai Blasmaproben fiir die
IEF verwendet.

* Mit Hilfe von Neuraminidase wurde die endstandigddéetyl-Neuraminsaure bei pH
5,5 (Acetatpuffer) von der Zuckerkette abgespaited beziiglich3,-Glykoprotein-I
im Plasma wurden 0,065 ug fur die IEF eingesetzt.

Fraktionieren der Plasmaprobe
= Pro 100 pl Plasma werden 2,7 pl 70%ige PerchloesgtClQ,) zur Fallung
sauresensibler beziehungsweise saurelabiler Plasenmpe eingesetzt

« Uberfithren von 100 pl Plasma in ein frisches Eppdrtiube

e 2,7 ul Perchlorséure zusetzen

» Das Eppendorf-Tube nach der Zugabe der Perchl@s&hnell vortexen (fallen)
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Achtung: Wenn die Perchlorsédure direkt in das Ptadiberfuhrt wird, ist die
Konzentration lokal zu hoch, wodurch auch saurdst&yvoteine gefallt werden

» Lagerung der Proteinsuspension fur 5-15 min im Kcimank (4° - 8° C)

* In der Zwischenzeit wird ein kurzes Stick Dialysdaach (etwa 15 cm lang) in
einem 100 ml-Gefal3 mit demineralisiertenrCHeingeweicht

» Zentrifugieren der Proteinsuspension bei 12000 rpm

« Abheben des Uberstandes und Uberfiihrung in einsnéppendorf-Tube

» Der pH-Bereich liegt hier bei etwa 1 (kann mit peEpier gemessen werden)

Neutralisierung und pH-Einstellung

« Etwa 1 Spatelspitze Natriumcarbonat §81&s) wird dem Uberstand hinzugegeben

* Es kommt zu einer Gasentwicklung (&Qus NaCGOs). Soviel NaCOs; zugeben, dass
der pH-Wert bei 8-9 liegt (pH-Papier)

Dialysieren:

» Dialyseschlauch aus dem demineralisiertg® iHehmen und eine Seite verknipfen

« Uberstand aus dem Eppendorf-Tube in den Dialysaschl pipettieren und zweite
Seite verknupfen

« Den Dialyseschlauch mit dem Uberstand in einen Behamit einem Liter
demineralisertem $D geben und am Magnetrihrer riihren

» Dialysiert wird etwa 4 Stunden bei Raumtemperattwé jede Stunde 4@ wechseln)

« Der Uberstand (etwa 100 pl) wird aus dem Schlancgin frisches Eppendorf-Tube
tberfuhrt

Behandeln der Proben mit Neuraminidase
Herstellung des 0,1 M Acetatpuffers (pH 5,5)

» 1,36 g NaAc (Natriumacetat)

* Mit demineralisiertem kD auf 100 ml auffillen

* Einstellen des pH-Wertes (pH 5) mit Essigsaure (@8%%

B-Glykoprotein-|
e 20 ul 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,5)
* 20 plp.-Glykoprotein-1 (0,5 mg/ml)

e+ 2 pl Enzym (Neuraminidase)
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Plasma
e 50 ul 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,5)
 +50 pul Plasma

* + 20 pl Enzym (Neuraminidase)

HCIO4-Plasma-Uberstand
e 50 ul 0,1 M Acetatpuffer (pH 5,5)
« + 50 pl HCIQ-Fallungs-Uberstand

* + 5 pl Enzym (Neuraminidase)

Dietm@&ianzer

Die Neuraminidase-behandelten Proben werden ap8amd im Warmeschrank tiber Nacht

bei 37°C inkubiert.

Herstellung der IEF-Gele

Fur die Herstellung des IEF-Geles wurden Fertightss der Firma Invitrogen verwendet.
Die Auftrennung der Proben erfolgte in 5 und 7,5émm IEF-Gel (TS5 C2,67 und T7,5

C2,67).

Tabelle 3: Zusammensetzung des 5 %igen IEF-Gels

Reagenzien Volumen
Acrylamid-bis (30:08) 1,666 ml
SERVALYT® pl 3-10 0,500 ml
H,O demineralisiert 7,334 ml
TEMED 0,015 ml
1,5% APS (w/w) 0,500 ml
Summe 10,015 ml
Tabelle 4: Zusammensetzung des 5 %igen IEF-Gels n8tM Harnstoff

Reagenzien Volumen
Harnstoff 489

Acrylamid-bis (30:08) 1,666 ml
SERVALYT® pl 3-10 0,500 ml
H,O demineralisiert ~3,900 ml
TEMED 0,015 ml
1,5% APS (w/w) 0,500 ml
Summe 10,000 ml

-48 -



Elektrophoretische Darstellung der Isoformen #gi&lykoprotein-I

Tabelle 5: Zusammensetzung des 5 %igen IEF-Gels nBtM Harnstoff und 1 % CHAPS

Dietm@&ianzer

Reagenzien Volumen
Harnstoff 3,09
Acrylamid-bis (30:08) 1,666 ml
SERVALYT® pl 3-10 0,500 ml
H,O demineralisiert ~2,400 ml
10 % CHAPS 1,000 ml
TEMED 0,015 ml
1,5% APS (w/w) 0,500 ml
Summe 10,000 ml
Tabelle 6: Zusammensetzung des 7,5 %igen IEF-Gelsit8 M Harnstoff

Reagenzien Volumen
Harnstoff 489
Acrylamid-bis (30:08) 2,500 ml
SERVALYT® pl 3-10 0,500 ml
H,O demineralisiert ~3,100 ml
TEMED 0,015 m|
1,5% APS (w/w) 0,500 ml
Summe 10,000 ml

* Nach der Zugabe von 1,5 %igem APS wird die Gel-bgsso schnell wie méglich
mit Hilfe einer Transferpipette in die Fertigkassdiberfihrt.
Achtung: APS dient als Startreagenz, wodurch ddzGeolymerisieren beginnt.

» Vorsichtig den Slotkamm in die Gel-Losung stecken

* Nach etwa 45 min ist das Gel polymerisiert

» Bei Bedarf kann die Fertigkassette mit dem IEF-Geich in Schutzfolie
eingeschweil3t und fir den nachsten Tag im Kuhls¢hizei 4 — 8°C aufbewahrt

werden.

IEF - Elektrophorese

» Schutzfolie an der Unterseite der Fertigkassettefeeren, damit die
Elektrodenl6sung durch den Schlitz in das Gel diffieren kann.

« Mit einer Transferpipette werden die Probenauftiesghen mit der
Elektrodenlésung ausgespult (erleichtert die Belgduit den Proben)
Achtung: Bei der Vorfokussierung nicht notwendig

* Beladen der Probenauftragstaschen mit den Proliexisreiner Mikroliterspritze
(Microsyringe)

e 150 ml Elektrodenlésungen ((0,21M NaOH bzw. 0,1MPBy) werden je nach

Durchfuihrung in eine der Kammern eingefullt
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» Elektrodendeckel richtig anbringen (Kathode: sclawar schwarz, Anode: rot zu
rot)

Elektrophoreseeinstellungen:

» Isoelektrische Fokussierung wird mit 100 Volt gesta

» Nach etwa 30 Minuten auf 400 bzw. 500 Volt und 4 bz&v. 5 mA umstellen

* Elektrophorese bei 1300 — 1600 Voltstunden (Vhpgtm
Achtung:
Bei der Vorfokussierung wird das IEF-Gel ohne Prolbei 100 Volt gestartet und nach
beliebiger Zeit (z.B. nach 45 Minuten) wieder gesto um die Proben aufzutragen.
Anschliel3end wird auf 400 bzw. 500 Volt und 4 mAvbs mA umgestellt.

Western — Blot
Durchfuhrung wie in Kapitel 3.1.2
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4  Ergebnisse

4.1  SDS-PAGE mit nachfolgender Coomassie-Farbung

kDa 1 2 3

245 O

123

95

55
50

33

25
23

17 (¢}

Abbildung 22: SDS-PAGE (10%) vonp,-
GPI nach Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung
1: Molekulargewichtstandard (kDa)
2:B>-GPI (0,8 pg)

3:B-GPI-N (1,4 pg)

Abbildung 22 zeigt ein 10 %iges SDS-Gel mit denmgatriennterg,-Glykoprotein-I ¢,-GPI)
auf Bahn 2 und dem Neuraminidase-behanddite@lykoprotein-I ¢,-GPI-N) auf Bahn 3.
Die Verdinnung beider Proben erfolgte mit 4 %igemdSSSammelgelpuffer. Nach der
Elektrophorese erfolgte die Farbung der ProteiiteCmomassie-Brilliant-Blau (siehe Kapitel
3.1.2).

Bahn 2 zeigtp,-Glykoprotein-1 in einer Auftragsmenge von 0,8 pgduBahn 3 das
Neuraminidase-behandelfg-Glykoprotein-I mit 1,4 pg. Durch den Vergleich deroteine
mit dem Molekulargewichtsstandard Roti-Mark BICOL@Bahn 1), ergibt sich bdi,-GPI
ein Molekulargewicht von etwa 45-50 kDa und pgiGPI-N ein Molekulargewicht von etwa
40 kDa.
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4.2  SDS-PAGE mit nachfolgendem Western — Blot

kDa 1 2 3 4
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Abbildung 23: SDS-PAGE (10%) von
B.-GPI nach Immunoblot

1: Bo-GPI im Plasma (0,05 pg)
2:B>-GPI-N im Plasma N (0,05 pg)
3: B,-GP1 (0,025 ug)

4: B,-GPI-N (0,025 pg)

In Abbildung 23 ist das Ergebnis der 10 %igen S&E mit anschlieRendem Western-Blot
von gereinigtem B,-Glykoprotein-1 (B,-GPI), B,-Glykoprotein-I im Plasmasowie dem
Neuraminidase-behandelten B,-Glykoprotein-I im Plasma und Neuraminidase-behandeltem
B>-Glykoprotein-I (B,-GPI-N) dargestellt. Die Verdiinnung der Proben erfolgte mit 3 %igem
Sammelgelpuffer. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine im SDS-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und mit spezifischen Antikérpern sichtbar gemacht
(Kapitel 3.1.2).

In Bahn 1 ist B,-Glykoprotein-I im Plasma und in Bahn 2 das Neuraminidase-behandelte [3,-
Glykoprotein-I im Plasma bei einer Menge von 0,05 pg dargestellt. Die Bahn 3 zeigt das
gereinigte P,-Glykoprotein-I (0,025 pg) und die Bahn 4 das Neuraminidase-behandelte
gereinigte  P,-Glykoprotein-1 (0,025 pg). Der Vergleich der Proben mit dem
Molekulargewichtsstandard Roti-Mark BICOLOR zeigei bden unbehandelten Proben
(Bahnen 1 und 3) ein Molekulargewicht von etwa #3«Ba und bei den mit Neuraminidase
behandelten ProbeBahnen 2 und 4) ein Molekulargewicht von etwa 40 kDa.
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4.3  Native isoelektrische Fokussierung vop,-Glykoprotein-I, Plasma und HCIO,-

Fallungs-Uberstand

[y
N
w

= .
e e

®@ . T ®
Abbildung 24: Native IEF (5%)
1:B-GP1 (0,6 ng)

2:B>-GPI im Plasma (0,048 ug)
3: B»-GPI im HCIQ-Fallungs-Uberstand

Abbildung 24 zeigt die Ergebnisse der nativen (oHaenstoff) isoelektrischen Fokussierung
(5%ig) von gereinigtenB,-Glykoprotein-1 ,-GPl), B.-Glykoprotein-I im Plasma un@,-
Glykoprotein-l im HCIQ-Fallungs-Uberstand. Die Verdinnung vd-Glykoprotein-|
erfolgte mit HO, die von Plasma mit 0,9%iger NaCl-Lésung und H&HO,Fallungs-
Uberstand wurde nach der Dialyse direkt einges®tach der Elektrophorese wurde der
Transfer der Proteine aus dem IEF-Gel auf eineokiifulosemembran durchgefihrt und die
Isoformen anschlie3end mit Hilfe spezifischer Adtier sichtbar gemacht (Kapitel 3.1.2).
Bo-Glykoprotein-I (Bahn 1) zeigt vier starke, dreitteistarke und vier sehr schwache Banden
(Isoformen),B,-Glykoprotein-1 im Plasma (Bahn 2) drei starke uhdchwache Banden und
B.-Glykoprotein-1 im HCIQ-Fallungs-Uberstand (Bahn 3) zwei starke und sechsvache
Banden.
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4.4  Isoelektrische Fokussierung vof,-Glykoprotein-I und HCIO 4-Fallungs-

Uberstand unter Zusatz von 8 M Harnstoff

1 2
0 0
' e
L
® ®

Abbildung 25: IEF (5 %) von B>-GPI mit 8 M Harnstoff
1: Gereinigte$,-Glykoprotein-1 (0,086 ug)
2: B,-Glykoprotein-I im HCIQ-Fallungs-Uberstand

Die isoelektrische Fokussierung von gereinigfgntGlykoprotein-I (Abbildung 25, Bahn 1)
und B.-Glykoprotein-1 im HCIQ-Fallungs-Uberstand (Abbildung 25, Bahn 2) erfolgte
einem 5 %igen IEF-Gel mit 8 M Harnstoff (siehe Tibed4) und vierzigminttiger
Vorfokussierung. Die Verdinnung der beiden Probeiolgte mit 0,1 M Natronlauge
(NaOH).Nach der Elektrophorese wurde der Transfer der Proteine aus dem IEF-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran durchgefiihrt und die Isoformen anschlieend mit Hilfe spezifischer
Antikorper sichtbar gemacht (Kapitel 3.1.2).

Die Fokussierungen von gereinigtep-Glykoprotein-1 undp,-Glykoprotein-1 im HCIQ-
Fallungs-Uberstand zeigen drei starke, sowie zalaivache Banden (Isoformen). In Bahn 1

ist eine zusatzliche schwache Bande in Richtuntydéde erkennbar.
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4.5 Isoelektrische Fokussierung von Plasma ohne umdit VVorfokussierung unter

Zusatz von 8 M Harnstoff

o O
© ®

Abbildung 26: IEF (5%ig) ohne und mit

Vorfokussierung (8 M Harnstoff)

1: B,-Glykoprotein-I im Plasma ohne Vorfokussierung 48qg)
2: B,-Glykoprotein-l im Plasma ohne Vorfokussierung é8Qg)
3: B-Glykoprotein-I im Plasma mit Vorfokussierung (0804g)
4: B,-Glykoprotein-I im Plasma mit Vorfokussierung (0804g)

In Abbildung 26 ist die isoelektrische Fokussierungn B.-Glykoprotein-l zweier
unterschiedlicher Plasmen ohne und mit Vorfokussigrim 5 %igen IEF-Gel mit 8 M
Harnstoff dargestellt. Die exakte ZusammensetzwerglEF-Gele ist in Tabelle 4 ersichtlich.
Bei der Probenvorbereitung wurden die Plasmen 1m#t00,1 M Natronlauge (NaOH)
verdiinnt. Bei Bahn 1 und 2 erfolgte die Elektrogserohne Vorfokussierung und bei Bahn 3
und 4 wurden die Plasmen nach einstindiger Vorfgikusng aufgetragen. Nach der
Elektrophorese wurde der Transfer der Proteine alenm IEF-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran durchgefiihrt und die Isofanna@schlie3end mit Hilfe spezifischer
Antikdrper sichtbar gemacht (Kapitel 3.1.2).

In den vier Bahnen wurden bezuglipiGlykoprotein-I dieselben Mengen aufgetragen. Die
verwendeten Plasmaproben zeigen unterschiedlich@nd®pen von p,-Glykoprotein-I.
Bahnen 1 und 4 zeigen drei starke sowie zwei schevBanden (Isoformen), Bahnen 2 und 3

funf starke sowie vier schwache Banden.
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4.6  Isoelektrische Fokussierung von Neuraminidaseehhandeltemp,-Glykoprotein-I

im Plasma in Gelen unterschiedlicher Zusammensetzung

1 2

o

o
- =

5% 75%
(€] @

Abbildung 27: IEF von Neuraminidase-behandeltem
Bo-Glykoprotein-1 im Plasma in 5%igem (5 M Harnstoff, 1 %
CHAPS) und 7,5 %igem (8 M Harnstoff) Gel

1: Bo-GPI-N im Plasma, 0,065 pg

2:B>-GPI-N im Plasma, 0,065 pg

Die Abspaltung der N-Acetyl-Neuraminsdure von demdstandigen Zuckerketten mit
Neuraminidase wird in Kapitel 3.2 beschrieben. Adimg 27 zeigt das Ergebnis der
isoelektrischen Fokussierung von Neuraminidaseagitem3,-Glykoprotein-1 (f,-GPI-N)
im Plasma in 5 und in 7,5 %igem Gel. Das 5 %ige IEF-Gel beinhaltet unter anderem 5 M
Harnstoff sowie 1% CHAPS (Tabelle 5) und das 7,5 %ige 8 M Harnstoff (Tabelle 6). Die
Verdiinnung der Proben fiir das 5 %ige IEF-Gel erfolgte mit 0,1 M Natronlauge (NaOH) mit
1% CHAPS und fiir das 7,5 %ige IEF-Gel wurden die Proben nur mit 0,1 M Natronlauge
verdiinnt. Nach etwa 45-minitiger Vorfokussierung wurden dieben im kathodischen
Bereich aufgetragen und bei etwa 1500 Voltstundi#m) {fokussiertNach der Elektrophorese
erfolgte der Transfer der Proteine aus dem IEF-Gel auf eine Nitrozellulosemembran und die
Isoformen wurden anschlieBend mit Hilfe spezifischer Antikorper sichtbar gemacht (Kapitel
3.1.2).

Die Auftrennung des Neuraminidase-behandelten ,-Glykoprotein-I direkt aus dem Plasma
zeigt in beiden Gelen zwei Banden im Bereich von pl 8,0. Die Auflésung der basischen [3,-
GPI-N-Isoformen erscheint im 7,5 %igen Gel mit 8 M Harnstoff mit héherer Trennschérfe zu

erfolgen.
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4.7  ldentifizierung der Isoformen vonp.-Glykoprotein-l1 und Asialo- -

Glykoprotein-I

pl \:wnq — - — I
piStd. B -GPI P

1

5,8
53 5,5
2
5 4,9
45 —>
42 —>

Abbildung 28: Identifizierung der Isoformen
mit einem pl-Marker

pl-Std: 200 pg pl-Marker

BZ-GPI: 50 pg gereinigte&z-Gkaoprotein-I

In Abbildung 28 ist die isoelektrische Fokussieraieg pl-Standards (pl-Std.) und des
gereinigterp,-Glykoprotein-| GZ-GPI) in nativer Form (ohne Harnstoff) dargestelibbei

200 pg pl-Standard und 50 pggGlykoprotein-I eingesetzt wurden. Nach flinfstlrmdig
Fokussierung bei 1650 Voltstunden erfolgte die Biahmachung mit Hilfe von Coomassie-
Brilliant-Blau. Die bekannten isoelektrischen Puen#ler Standardproteine liegen im Bereich
von 4,2 — 8,0. Mit Hilfe der Standardkurve (Abbifdu29) erfolgte die Bestimmung der pls

des gereinigtefi,-Glykoprotein-1, wobei diese zwischen pl 4,7 — Begen.
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Abbildung 29: Standardkurve der pl-Werte 4,2 —-8,0 (EXCEL 2010)

Abbildung 29 zeigt den pH-Gradienten nach isoeiséiirer Fokussierung, ermittelt anhand
der bekannten pl-Werte der eingesetzten Standasdpeo Die pl-Werte des gereinigtps

Glykoprotein-1 (Abbildung 28) wurden mittels lineasrRegression errechnet.

Das BestimmtheitsmaR $Rgibt die Relation der abhangigen und unabhangigeiablen an
und beschreibt somit die Giite des linearen Zusarhames: R = 0,9915
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5 Diskussion

Die vorliegende Masterarbeit beschreibt eine Metinedtwicklung, bei der die isoelektrische
Fokussierung (IEF) und das Immunoblotten der Iso#ar von B,-Glykoprotein-1 und
Neuraminidase-behandeltepp-Glykoprotein-I direkt aus dem Plasma standardisiarden
sollten. Ein primares Ziel dieser Arbeit war es,t méduziertem Arbeits-, Zeit- und
Kostenaufwand, bezogen auf Arbeitsvorschriften mgemangener Arbeiten, optimale
Ergebnisse in Polyacrylamidgelen und auf NitrozeBemembranen zu erzielen.

Der Vorteil der IEF vor,-Glykoprotein-1 direkt aus dem Plasma besteht datass keine
aufwandige Probenvorbereitung notwendig ist, daBthg-Glykoprotein-1 muss nicht zuvor
aus dem Plasma isoliert werden, sondern dieses #mekt eingesetzt werden. Dies kann
somit schnellere Ergebnisse liefern. Weiters welde@Gegensatz zu anderen IEF-Systemen,
wie zum Beispiel der horizontalen IEF, weniger Bégnpholyte bendtigt, wodurch Kosten
gespart werden. Einige IEF-Systeme bendtigen amfgrbioher Wéarmebildung im Gel

Kihlsysteme, in dieser Arbeit sollte die IEF beuR#&emperatur durchgefuhrt werden.

Bereits 1988 konnten Kamboh et al die Isoformen fglykoprotein-I mit Hilfe der IEF
verschiedener Plasmen darstellen und sechs vedscled’hanotypen in der weif3en und einen
zusatzlichen Phanotyp in der schwarzen Bevdlkerdegtifizieren (siehe Kapitel 1.4.1). Die
Analysen erfolgten in Anwesenheit von 3 M Harnstoffeinem pH-Gradienten von 4 - 8,
wobei hier eine Mischung von pH 4 - 6,5 und pH 8 an Tragerampholyten zum Einsatz
kam®

Gries et al beschaftigten sich im Jahr 1989 mit Barstellung von Neuraminidase-
behandeltemB,-Glykoprotein-l1 (Asialop,-Glykoprotein-1). Durch die Abspaltung der N-
Acetyl-Neuraminsaure an der endstandigen Zuckerkdtonnte nach der IEF der
enzymbehandelten Plasmaproben eine VeranderungAwtzahl an Isoformen dargestellt
werden (siehe Kapitel 1.4.1). Die Analysen erfatgteerbei in

7.5 %igem Polyacrylamidgel mit 6 M Harnstoff in ein pH-Bereich von 7 - §°

Die SDS-PAGE und die IEF vgiy-Glykoprotein-1, Plasma, HCLOFallungs-Uberstand und
dem Neuraminidase-behandelt@a-Glykoprotein-l wurden in dieser Arbeit in ein und

demselben vertikalen System durchgefiihrt (siehet&lapl.1).

185 Kamboh (1988)
186 Gries (1989)
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Die Abbildungen 22 und 23 zeigep-Glykoprotein-I, Plasma und das Neuraminidase-
behandelteB,-Glykoprotein-I nach SDS-PAGE, wobei die Sichtbacmang der Proteine
einerseits mit Coomassie-Brilliant-Blau erfolgte dumier ein Molekulargewichtstandard
mitgefuhrt werden konnte, andererseits durch Imrblottng um die Spezifitdt der
verwendeten Antikérper zu Uberprifen. In beiden ikhimgen wird eine erfolgreiche
Auftrennung der Proteine dargestellt, wobei daseigegte B.-Glykoprotein-I und -
Glykoprotein-l im Plasma eine MolekulgréRe von etvd® kDa zeigen, wéahrend
Neuraminidase-behandeltgs-Glykoprotein-1 ein Molekulargewicht von etwa 45 &D

aufweist.

Bei der nativen IEF vo,-Glykoprotein-1 (Abbildung 24) wurde versucht, digrukturelle
Konformation der Proteine beizubehalten, weshallinekedenaturierenden Reagenzien
eingesetzt wurden. Interessanterweise sind im (@ethit dem gereinigtef,-Glykoprotein-I
(Abbildung 24) funf Hauptbanden und 7 schwache Barzli sehen, also mehr Isoformen als
in der Literatur beschrieben sind. Die Fokussieaimgonp,-Glykoprotein-I im Plasma und
im HCIO4-Fallungs-Uberstand (Abbildung 24) zeigen, im Gegén zum gereinigtef,-
Glykoprotein-1, weniger Banden mit geringerer Ausiling. Eine mdgliche Ursache hierfur
kbnnten storende Proteine im Plasma sein. Alleslisgnd auch hier mehr Isoformen
erkennbar als in der Literatur beschrieben sind.

In weiterer Folge wurde flir die IEF der Proben attarnstoff als denaturierendes Agens
eingesetzt. Die native Konformation der Proteinedvdadurch zwar gestort, die Eigenladung
bleibt jedoch erhalten und die Proteine bleibe.dsung. Um die Ldslichkeit der Proteine
zusétzlich zu erhéhen, wurde das zwitterionischeefgenz CHAPS verwend#&t’ 188

Wie in den Abbildungen 25 und 26 dargestellt, zsigh ein unterschiedliches Ergebnis der
Isoformen vonp,-Glykoprotein-I gegeniiber der nativen IEF in Abhihdy 24. Durch die
Zugabe von Harnstoff werden die Proteine bessetdsung gehalten, wodurch sich die
Bandenscharfe deutlich erhéht und das Hintergrwsidtzen (,smears”) merklich abnimmt.
Die besten Ergebnisse wurden bei 1400 bis 1500 swwitlen (Vh) und einer
Gesamtfokussierzeit von 260 — 280 Minuten erzgéhe Kapitel 3.2).

Als HCIO4-Fallungs-Uberstand wurde in dieser Arbeit jeneasRia-Uberstand bezeichnet,
bei dem die stérenden Proteine zuvor mit Hilfe vBerchlorsaure (HCI§) entfernt,

187 Rehm (2010)
188 Geckeler (1998)
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beziehungsweise geféllt wurden. D&-Glykoprotein-I saureldslich ist und durch die
Perchlorsaure nicht angegriffen wird, bleibt diesasUberstand erhalten. In Abbildung 25
wurde B,-Glykoprotein-l im HCIQ-Fallungs-Uberstand in 5 %igem Fokussiergel mit 8 M
Harnstoff elektrophoretisch aufgetrennt. Trotz $ehandlung der Proben sind in diesem
Experiment keine Unterschiede in der Anzahl undMoster der Isoformen, bezogen auf das
gereinigteB,-Glykoprotein-1 (Abbildung 25) ung,-Glykoprotein-I direkt aus dem Plasma
(Abbildung 26), ersichtlich.

In Abbildung 26 wurde versucht, die IEF vfsGlykoprotein-1 direkt aus dem Plasma ohne
und mit Vorfokussierung durchzufiihren. Hierbei wenmdverschiedene Plasmen verwendet,
aus denen zwei unterschiedliche Phanotypen resattiésiehe Kapitel 1.4.1). Aufgrund der
Vorfokussierung werden die Banden deutlich breited im anodischen pH-Bereich auch
eindeutig scharfer. In Richtung Kathode zeigenBhaden eine leichte Wélbung und werden
unscharfer. Eine mdgliche Ursache konnte die zgdaviorfokussierzeit sein. Eindeutige
Identifizierungen der Banden sind im Gelbild ohnerfgkussierung madglich, wobei diese
Anordnung der Isoformen auch der Literatur ent$prigerglichen mit Abbildung 24 scheint
es, dass der Harnstoff die natlrliche Konformatron p,-Glykoprotein-I soweit verandert,
dass auch die Anzahl der darstellbaren Isoformemimabt und sich auf 5 Isoformen

reduziert.

Desialysierung vonp.-Glykoprotein-l mit dem Enzym Neuraminidase vernarid die
Isoformen-Anzahl und verandert die isoelektriscRemkte (pl), wie schon in der Literatur
beschrieben ist. Die IEF von Neuraminidase-behashdd,-Glykoprotein-1 wurde in dieser
Arbeit auf zwei unterschiedliche Arten durchgefilidginerseits in 5 %igem Fokussiergel mit
5 M Harnstoff und 1 % CHAPS, andererseits in 7,96 Fokussiergel mit 8 M Harnstoff
(Abbildung 27).

Die Auftrennung der Isoformen von Asigbg-Glykoprotein-l1 in nativer Form stellte sich
aufgrund des Fehlens an Ladungen durch die Absppltler endstandigen Sialinsauren als
sehr schwierig heraus, da es zu Ld&slichkeitsprobiekam. In nahezu allen Versuchen mit
kathodischem Probenauftrag sind die Proteine in Rletenauftragstaschen beim Ubergang
in die Gelmatrix ausgefallen. Auch durch Umkehr dé&F, also bei anodischem
Probenauftrag, erhielt man keine positiven Ergedisveshalb in weiterer Folge Harnstoff
zur besseren Loslichkeit der Proteine eingesetetievu

Bei der IEF kann ein anodischer Probenauftrag ghra des Proteins den Fokussierweg

bestimmter Proteine (wie Asiafi-Glykoprotein-I) erhdhen, wodurch sich die Aufléguther
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Banden verbessert. Mit dem in dieser Arbeit vervetei vertikalen System konnte das
Asialof3,-Glykoprotein-l im Fokussiergel mit Harnstoff aulbellich kathodisch
aufgetragen werden, da durch den anodischen Prolbep keine reproduzierbaren
Ergebnisse sichtbar wurden.

Die Darstellung (Abbildung 27) der Isoformen voniais-B,-Glykoprotein-1 wurde in 5 —
und 7,5 %igem Fokussiergel durchgefiihrt, wobeigaidén Gelen Harnstoff zur Erhéhung der
Loslichkeit eingesetzt wurde. Im 5 %igen Fokus®érgurde versucht, die Loslichkeit
zusatzlich mit Hilfe des amphoteren Detergens CHAB®rhohen, woraus zwei Isoformen
im kathodischen Bereich mit geringer Auflosung testen. Durch die Erhdhung der
Gelkonzentration auf 7,5 % wird die Porengrof3e @ets verringert. Hierbei konnten zwei
Isoformen mit hoher Auflésung im kathodischen pHdBeh dargestellt werden. Durch die
Erhéhung der Gelkonzentration von 5 % auf 7,5 %estheine Diffusion der Proteine von
ihren pl-Punkten weitgehend unterdriickt zu werdeashalb sich die Trennscharfe der
Banden erhoht. Da durch die Abspaltung der Sialirs& nur mehr zwei Isoformen
darstellbar sind, ist anzunehmen, dass der Grof&gillsoformen vorf,-Glykoprotein-I|

durch unterschiedlichen Sialinsauregehalt zust&odemt.

Zur Bestimmung der isoelektrischen Punkte J®nGlykoprotein-l wurde die IEF im
Vergleich mit einem pl-Marker durchgefiihrt. Da dimzelnen Proteine des pl-Markers mit
Harnstoff denaturiert werden kénnen, erfolgte dig- Ides pl-Markers in nativer Form
(Abbildung 28) mit anschlieRender Coomassie-BnlliBlau-Farbung. Aufgrund der
bekannten pl-Werte der Standardproteine konntemsdedektrischen Punkte des gereinigten
Bo-Glykoprotein-I (in nativer Form) durch Erstellemer Standardkurve (Abbildung 29)
berechnet werden. Die etwa 14 Isoformen BeiGlykoprotein-I zeigen pl-Werte zwischen
4,7 und 8,5, wobei die funf Hauptbanden im pH-Bgrevon 5,2 und 6,6 liegen. Da die
Sialinsdureabspaltung vofi,-Glykoprotein-I physiologisch auch im Plasma statiét,
kénnten die beiden Isoformen mit den isoelektriscRankten bei pl 8,3 und 8,5 vom Asialo-
Bo-Glykoprotein-I stammen. Die Banden im Bereich wbh7,5 werden in keiner Literatur als
Isoformen vonp,-Glykoprotein-1 beschrieben und kénnten eventuadighegate darstellen.
Um sichere Aussagen treffen zu kbnnen, mussterideelnen Isoformen sowohl in nativer
als auch in denaturierter Form durch Sequenziechagakterisiert und somit identifiziert
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode stadidiert, bei der die Isoformen v

Glykoprotein-1 und Asial,-Glykoprotein-I mit Hilfe der vertikalen IEF aufrdache Weise
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aufgetrennt werden konnen. Vor allem wurde versuphGlykoprotein-1 und Asialdg,-
Glykoprotein-1 direkt aus dem Plasma zu analysieten somit die Isolierung und
Aufreinigung aus dem Plasma zu umgehen. Die Exmarienzur Standardisierung der IEF
von B,-Glykoprotein-1 aus dem Plasma, aber auch von gigiteim 3,-Glykoprotein-I undB,-
Glykoprotein-I aus dem HCIlEFallungs-Uberstand zeigten, dass durch die Verwegadon

5 %igem Polyacrylamidgel und 8 M Harnstoff bei eit@®kussierzeit von 1300 — 1600
Voltstunden (Vh) optimale Ergebnisse mit hdchstandenscharfe resultieren. Auch eine
Auftrennung der nativen Proben, also ohne Harnsisiffmit der standardisierten Methode
maoglich, jedoch mit geringem Verlust an Bandendehdtur die Auftrennung von Asial@,-
Glykoprotein-1 konnte eine Erh6hung der Gelkonzatdn von 5 % auf 7,5 % die
Fokussierung der Isoformen an ihren isoelektris¢hamkten verbessern.

Im Hinblick auf zukiinftige Forschungsprojekte iresiem interessanten Themengebiet kann
in weiterer Folge eine exakte Identifizierung derzelnen Isoformen vofi,-Glykoprotein-I
und Asialog,-Glykoprotein-1 durch Protein-Sequenzierung durdhigg werden. Da die
MRNA von B,-Glykoprotein-l grofdtenteils in der Leber exprinmiiewvird, kénnte eine
Charakterisierung der Isoformen bei bestimmten teslieankungen eine essentielle Rolle
spielen und bestimmte Isoformen als Biomarker ztith€rkennung oder Diagnose von

Krankheiten verwendet werden.
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