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Immuno-Affinititschromatographie

Antikorper in der Molekularbiologie

Theorie
Prinzip

Wenn mit biologischem Material gearbeitet wird, besteht immer das Problem, dass die-
ses aus einer riesigen Vielfalt aus verschiedensten Biomolekiilen besteht.

Stellt man mit Hilfe von Bakterien ein synthetisches Protein her'- beispielsweise einen
Enzyminhibitor fiir ein Medikament — so muss das Protein nach dem Aufschluss der
Bakterien aus dem hochkomplexen Bakterienlysat gereinigt werden.

Wie soll man aus Tausenden von Biomolekiilen ein Protein isolieren, das vielleicht nur
1% des Protein-Gesamtgewichts ausmacht? Wie konnen Molekiile gentigend spezifisch
erkannt werden?

In der Immuno - Affinitidtschromatographie nutzt man die Fahigkeit des Immunsy-
stems, fremde Molekiilstrukturen mit Hilfe von Antikérpern hochspezifisch zu erken-
nen. Die Erkennung erfolgt mit der variablen Doméne des Antikorpers ( ,,Spitze” des
Ypsilon-férmigen Antikérpermolekiils), die genau zu einem bestimmten Epitop des
gesuchten Proteins passt. Man spricht dabei auch von Antigen/Antikérper — Erken-
nung und - Bindung.

Gewinnung von Antikérpern

Bis vor einigen Jahren war man darauf angewiesen, lebendige Tiere zur Gewinnung
von Antikdrpern zu verwenden. Dabei wurde das betreffende Protein einem Tier inji-
ziert, dasnach einer gewissen Zeit Antikorper dagegen produzierte, die anschliessend
aus dem Blut isolilert werden mussten. Die Nachteile dieses Vorgehens liegen auf der
Hand: Grosser zeitlicher und finanzieller Aufwand, wechselnde Qualtitit der Antikor-
per (Spezifitit, Bindungsstarke, Heterogentitit, da man so polyklonale Antikorper er-
hilt), und natiirlich auch ethische Bedenken.

Aus diesem Grund ist man dazu tibergegangen, Antikérper mit definierter AS-Sequenz
und damit auch einheitlichen Bindungseigenschaften herzustellen. Zunichst verwende-
te man dazu einheitliche Zelllinien (,, monoklonale Antikdrper”); nattirliche Antikorper

aus Organismen haben bei der Verwendung zur Proteinreinigung zusétzlich noch zwei
entscheidende Nachteile:

! Vorgehen: Einsetzen des Gens fiir das gewiinschte Protein in ein Bakterienplasmid/ Wachstum der Bakterien/
Abtéten der Bakterien und Aufschluss/ Isolierung des Proteins aus dem Bakterienlysat
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1. Sie bestehen aus vier verschiedenen Proteinketten. Diese sind zwar durch zwischen-
molekulare Krifte stabil miteinander verbunden, miissen aber bei der Herstellung
zuerst mal zueinander finden — und kénnen auch wieder auseinanderfallen.

2. Neben der Erkennungs-Funktion haben natiirliche Antikérper auch noch eine Effek-
tor-Funktion, da sie im Organismus die Immunantwort auslésen miissen. Der dazu-
gehorige Proteinbereich (Senkrechter, Grundast” des Ypsilon-férmigen Antikorper-
molekiils) kann in der Reinigungsfunktion stérend wirken.

Aus diesem Grund bestehen die molekularbiologisch verwendeten Antikorper heute
meist nur noch aus dem variablen Teil eines Antikorpers (,,Seitenast” des Ypsilon-
formigen Antikérpermolekiils). Da dieser natiirlicherweise aus den Enden von zwei
verschiedenen Proteinketten besteht (leichte und schwere Kette), wurden diese zuséitz-
lich noch kovalent miteinander verkniipft. Sinnvollerweise werden solche Antikérper
mit der Abkiirzung scFv bezeichnet (single chain Fragment - variable).

Es war ein entscheidender Schritt der Molekularbiologie, die Basensequenz fiir die Ge-
ne solcher scFv’s zu finden, und die entsprechenden Antikérpermolekiilfragmente
durch bakterielle Produktion verfiigbar zu machen. So ist heute ist eine Vielzahl von
Antikorperfragmenten erhiltlich, die jeweils an eine ganz bestimmte kurze Aminosau-
resequenz (, Epitop”) hochspezifisch binden, deren Sequenz bekannt ist.

Bei der Reinigung von molekularbiologisch hergestellten Proteinen werden heute mei-
stens solche scFv’s verwendet.

Wie aber konnen solche Antikorper verwendet werden, um Proteine zu reinigen, deren
Struktur nicht zur Erkennungsstelle dieser Antikdrper passt?

Das elegante Prinzip dieser neuen Methode besteht darin, das Gen fiir das gewiinschte
Protein mit der Basensequenz fiir ein Antikorper-Epitop zu erginzen.

Nach der bakteriellen Produktion kann das Protein — das am Ende seiner Struktur die
zusitzlichen Aminosduren des sog. Epitop-Tags aufweist — anschliessend einfach und
effizient mit Hilfe des dazu passenden Antikérper isoliert werden.

Natiirlich muss bei der Wahl des epitop-Tags darauf geachtet werden, dass die zusétz-
lichen Aminosduren die Funktion des gesuchten Proteins moglichst nicht verdndern.
Der meistverwendete Epitop-Tag heisst His-Tag und besteht einfach aus sechs aufein-
anderfolgenden Histidin-Aminosduren: His-His-His-His—-His—His—
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Immuno-Affinititschromatographie

Prinzip

Mit der Immuno-Affinitidtschromatographie kann hochspezifisch ein einzelnes Protein
aus einem Proteingemisch isoliert werden.

Wie bei jeder Chromatographie gibt es auch hier eine stationdre und eine mobile Phase.
Die stationdre Phase, mit der die Sdule gefiillt wird, besteht aus kleinen Kérnern (sog.
Beads), an die Antikorper gekoppelt werden.

Fliesst nun das geldste Proteingemisch als mobile Phase an den mit den Beads verbun-
denen Antikorpern vorbei, wird ausschliesslich das Protein, das das entsprechende Epi-
top flir den Antikorper aufweist, via Antigen-Antikorper-Erkennung gebunden.

Nach dem Waschen der Sdule wird im letzten Schritt ein sog. Elutionspuffer auf die
Saule gegeben, der — beispielsweise mit einem hohen pH-Wert — Beedingungen auf-
weist, der zur Losung der Bindung zwischen Protein und Antikorper fiihrt.

Auf diese Weise kann das Protein gereinigt aufgefangen werden.
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Abb1: Prinzip der Inmuno-Affinitits-Chromatographie
Beachten Sie, dass die Antikorper in Wirklichkeit nicht an die Sdulenwand, sondern an speziellen
Koérner (,,Beads”) gebunden werden, die hier nicht abgebildet sind.
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Eine Besonderheit bildet die Wahl der Beads, an welche die Antikérper gebunden wer-
den:

a) Oft werden aktivierte Sepharosekorner (,Beads”) als feste Phase verwendet, die aller-
dings zwei Nachteile haben: Einerseits ist die chemische Kopplung der Antikdrpern
unspezifisch, d.h. teilweise betrifft die kovalente Bindung auch Aminosdureseiten-
ketten der Bindungsstelle des Antikérpers, was die Bindungskapazitit stark ernied-
rigt. Andererseits sind Sepharosebeads teuer.

b) Im Falle des His-Tags gibt es ein Verfahren, das ganz auf Antikorper verzichtet: Im-
mobilized Metal-Ion Affinity Chromatography IMAC.
Wie der Name andeutet, enthalten die Beads via NTA gebundene Nickel-Ionen, die
ein Protein mit dem His-Tag ebenfalls spezifisch binden kénnen (wobei es sich nattir-
lich nicht um eine AG/AK-Bindung handelt). Ein Nachteil dieses Verfahrens sind die
ebenfalls hohen Kosten des von der Firma Roche patentierten Verfahrens.

¢) In diesem Praktikum wird ein neues Verfahren verwendet, das vor kurzem am Bio-
chemischen Institut der Universitit Ziirich entwickelt wurde®:

Dabei wurde der Antikorper gentechnologisch so verdndert, dass er eine zusétzliche
kurze Proteinsequenz enthilt, die eine starke Bindungsaffinitdt zu Chitin aufweist.
Damit konnen als Chromatographiematerial Chitinbeads verwendet werden, die re-
lativ einfach aus dem Schalenmaterial von Krustentieren hergestellt werden kénnen:
Eine schnelle, einfache und kostengtinstige Methode.

Konkrete Fragestellung

Der Verlauf einer Immuno-Affinitdtschromatographie kann meistens nicht direkt ver-
folgt werden, da Proteine in Losung normalerweise farblos sind.

Aus diesem Grund werden Sie in diesem Praktikum ein ganz spezielles Protein reini-
gen, das direkt beobachtet werden kann und deshalb in den letzten Jahren in der Mole-
kularbiologie grosse Verbreitung gefunden hat: Es weist ungewohnlicherweise eine
griine Fluoreszenz auf und wird deshalb Green Fluorescent Protein (GFP) genannt. In der
Natur kommt es bei der Meeresqualle Aequorea victoria vor, die in einer Bucht im US-
Staat Washington lebt.

Das im Praktikum verwendete GFP enthilt zusétzlich einen His-Tag, damit es mit anti-
His-Antikorpern gereinigt werden kann. Es wurde rekombinant mit Hilfe von Bakteri-
en am Biochemischen Institut der Universitit Ziirich hergestellt.

2 Referenz: K. Blank, P. Lindner, B. Diefenbach and A. Pliickthun. Self-immobilizing recombinant
antibody fragments for immunoaffinity chromatography: generic, parallel, and scalable protein purifica-
tion. Protein Expr. Purif. 24, 313-322 (2002).
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Das Material, das IThnen zur Reinigung zur Verfligung steht, ist Bakterienlysat. Die Bak-
terien, die das GFP mit dem His-Tag produzierten, wurden dazu mit Ultraschall aufge-
schlossen.

Zusitzlich zum Experiment und der Negativkkontrolle werden Sie noch ein Experi-
ment mit einem Bakterienlysat durchfiihren, das ein GFP mit einem leicht verdnderten
His-Tag enthilt: Am Ende der sechs Histidin—Aminosduren wurde noch ein zusétzli-
ches Glycin angefiigt, um zu priifen, ob dieser leicht verdnderte His-Tag auch bindet,
oder ob die zusitzliche Aminosdure das Epitop zu stark verandert, sodass die Anti-
gen/Antigen-Bindung nicht mehr méglich ist.

Abb 2:  Aequorea Victoria Fluoreszenz am Quallensaum 3D-Darstellung des GFP

Experimenteller Teil

1. Bereitlegen des Materials:

e 3 Siulen, 6 kleine Fritten.

e 4.5 ml Chitin-Suspension ( in 10 ml Becherglas)

e 100 ml Puffer A, 100 ml Puffer B und 10 ml Puffer C (in Becherglasern)
* 3 Eppendorf-Gefdsse und ein Eppendorf-Gestell

2. Packen der 3 Sdulen (wird zuerst von der Lehrperson demonstriert)

Schieben Sie zundchst vorsichtig mit einem kleinen Spatel eine kleine Fritte bis an
den Boden der Séule.

Fiillen Sie anschliessend 10 ml Puffer A in eine Stabpipette; warten Sie aber noch
mit zugeben! Geben Sie zuerst mit einer Mikropipette, deren vorderste Spitze abge-
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schnitten ist, insgesamt 1.5 ml Chitinsuspension in die Sdule. Fiillen Sie dann sofort
die 10 ml Puffer A hinzu, damit die Siule nicht trockenliuft!
Geben Sie anschliessend die zweite Fritte in die Sdule und klemmen Sie sie einige
Millimeter oberhalb des Randes des Sdulenmaterials senkrecht fest.

Nun kann die Sidule nicht mehr trocken laufen.

3. Fiihren Sie nun die Chromatographie nach folgendem Schema durch. Verwenden
Sie je nach zugegebener Menge Mikro- oder Stabpipetten und warten Sie jeweils
vor jeder neuen Zugabe, bis die Losung die obere Fritte erreicht hat.

6.5)

GFP - GFP - His,-Gly Negativ- | Schematischer Zu-
His (mit Glycin) kontrolle | stand der Sdule nach
Zugabe
Waschen der
Sdule 20 ml 20 ml 20 ml Chitin-
Puffer A (pH
8)
Antikorper Kein
koppeln 1.5 ml 1.5 ml AK: -
Anti-His CPB- 1.5 ml CBD JantiH
Losung Puffer A
Waschen
Puffer A(pH | 2ml 2ml 2ml
8)
Um-
Aquilibrieren | 7 ml 7 ml 7 ml
Puffer B (pH
6.5)
Antikorper GFP- »GFP-His B*  GFP- N
bindet Protein His 6 ml His A“ ‘ GFP
Bakterienlysat | A* 3 ml ‘\.,\ :
3ml IR
CED o lis-Tag
Waschen
Puffer B (pH | 25 ml 25 ml 25 ml
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Vor-Elution
Puffer C (pH | 0.5 ml 0.5ml 0.5ml
10.0)

Elution: Auf-
fangen der
Losung in je
einem Eppen-
dorf-Gefiss! | 2 mal 2mal 1 ml 2mall
Puffer C(pH | 1ml ml
10.0)

Beobachten Sie den gesamten Verlauf der Chromatographie mit Hilfe einer UV-Lampe.
Beachten Sie dabei vor allem die Verdnderungen nach Zugabe der Losungen und ver-
gleichen Sie die drei Ansitze.

Beobachtungen und Interpretation: (Machen Sie auch Skizzen, falls notwendig)
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SDS-PAGE: Sodiumdodecylsulfate Polyacrylamide Gel Eletrophoresis

Mit Hilfe dieser speziellen Elektrophorese werden Proteingemische in einem Gel durch
ein elektrisches Feld aufgetrennt und anschliessend angefarbt.

Wahrend es sich bei der Immuno-Affinitdtschromatographie um ein praperatives Ver-
fahren handelt, bei dem die aufgetrennten Proteinmengen so gross sind, dass sie wei-
terverwendet werden konnen, ist SDS-PAGE ein analytisches Verfahren.

In unserem Fall dient das Verfahren dazu, GFP nachzuweisen, und die Qualitit der
Aufreinigung zu iiberpriifen.

The detergent H protein with two

Abb 1:

. subunits, A and B,
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by pipette proteins for SDS |
cathode polyacrylamide- (|:H2 3.5
lasti i gel electrophoresis
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When an electric field is applied to a solution SDS polyacrylamide-gel electrophoresis (SDS-PAGE) B § N/
containing protein molecules, the molecules Individual polypeptide chains form a complex with
will migrate in a direction and at a speed that negatively charged molecules of sodium dodecyl € Nom—
reflects their size and net charge. This forms the  sulfate (SDS) and therefore migrate as a negatively
basis of the technique called electrophoresis. charged SDS-protein complex through a slab of
porous polyacrylamide gel. The apparatus used for A
this electrophoresis technique is shown above (feft). A
A reducing agent {mercaptoethanol) is usually added
to break any —S-S-linkages in or between proteins.
Under these conditions, proteins migrate at a rate \ ®

Prinzip des SDS-PAGE

that reflects their molecular weight

slab of polyacrylamide gel
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Vorgehen

1. Geben Sie von jeder der drei aufgefangenen Fraktionen je 16 ul in ein Eppendorfge-
fass und beschriften Sie diese.

Geben Sie zu jedem Gefiss je 4 ul der blauen Gelauftrags-Losung.’

Geben Sie 5 ul des Standardmarkers in ein weiteres Eppendorfgetéss, das Sie
ebenfalls anschreiben.’

4. Erhitzen Sie die Proben fiir 5 Minuten bei 95° C

Wozu dient das Erhitzen?

5. Fiillen Sie Ihre Proben nach Anleitung der Lehrkraft in die Taschen des vorbereite-
ten Gels

6. Schalten Sie das Spannungsgerit ein
Verfolgen Sie das Auftrennen der Proteinbanden beim Standardmarker

7. Schalten Sie den Strom aus und geben Sie das Gel in die Féarbelosung

Wechseln Sie Féarbe- und Entfarbelosung nach Anleitung.

Foto Thres Gels

Der blaue Farbstoff farbt lediglich die Losung und nicht die Proteine selbst an. Er dient dazu, die Pro-
ben besser in die Geltaschen zu fiillen und die Front wihrend der Elektrophorese zu verfolgen.

Der Standardmarker enthélt Proteine mit definiertem Molekulargewicht. Da diese bereits angefarbt
sind, lasst sich die Auftrennung durch Beobachtung verfolgen.
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Beobachtungen und Interpetation
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M. Kaufmann, P. Lindner, A. Honegger, K. Blank, M. Tschopp, G. Capitani and A.
Pliickthun. Crystal structure of the anti-His tag antibody 3D5 single-chain fragment
complexed to its antigen. . Mol. Biol. 318, 135-147 (2002).

...oder nattirlich: www.biochem.unizh.ch/pluckthun/ oder
peter.lindner@bioc.unizh.ch oder 01-635 55 86
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Anhang

Analytik von Proteinen

® Qualitativ: Western-Blot:

e Trennung des Proteingemischs mit SDS-PAGE
SDS: Natrium-Dodecyl-Sulfat —> Proteine erhalten eine neg. Ladung
PAGE: Polyacrylamid Gel Elektrophorese: Auftrennung der Proteine nach Gro-
sse im Polyacrylamid-Gel

* Blotting: Ubertragung der Proteine auf Nitrocellulose-Membran, damit sie fiir
Antikorper zugdnglich werden

e Nachweis des synthetisierten Proteins
1. Zugabe von AK —> AG-AK-Komplex
2. Zugabe eines 2.AK, der den ersten AK bindet, und mit einem Enzym ver-
bunden ist, das eine Farbreaktion oder Lichterscheinung katalysiert (vgl. ELI-
SA)
Problem: Nur Protein auf der Oberfldche der Proteinschicht ist fiir AK zugéng-
lich, die Dicke der Proteinschicht auf der Nitrozellulose ist aber unbekannt,—
Intensitdt der Nachweisreaktion ist der Gesamtmenge des Proteins nicht propor-
tional. D.h. Methode ist hochstens semiquantitativ.

* Quantitativ: ELISA: Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay

Nachweis in Kunststoff- Ttipfelplatten:

1. Inkubieren der Proteinlésung in Vertiefungen (Wells): Nachzuweisendes Prote-
in wird gebunden (neben anderen Proteinen ebenfalls)

2. Zugabe von Antikorpern: AG-AK-Komplex mit nachzuw. Protein.

3. Zugabe eines 2.AK, der den ersten AK bindet, und mit einem Enzym verbun-
den ist, das eine Farbreaktion oder Lichterscheinung katalysiert (vgl. Western-
Blot)

4. Ausmass der Farb — oder Lichterscheinung ist der Menge Protein in etwa pro-
portional

VERSION 21.05.2006 13 IMMUNO-AFFINITATS-CHROMATOGRAPHIE



SPF EF RD KSB 5/06
Material
Pro Experiment (Gruppe) 8 Gruppen
10 ml-S4ulen (Varian Bond Elut LRC) 3 24 Sidulen
Minifritten 6 48 Fritten
Chitin-Suspension 3x1.5ml=4.5ml ca. 40 ml

Puffer A: TBST-CB (pH 8.0)

2x22ml+1x23.5ml=675ml ca. 600 ml

Puffer B: MBS-CB (pH 6.5) 3x32ml=96 ml ca. 800 ml
Puffer C: Elutionspuffer (pH 10): 3x25ml=75ml ca. 100 ml
Antikorper-Losung anti-His-CBD 2x1.5ml=3ml ca. 30 ml
Bakterienlysat GFP-His , A” 2x3ml=6ml ca. 50 ml
Positivkontrolle

Bakterienlysat GFP-His ,E” 6 ml ca. 50 ml
GFP (His)6G: mit Glycin

Eppendorf-Gefdsse 1 ml 3 24 Eppi’s

VERSION 21.05.2006

Puffer A: MBS-CB (pH 6.5):
20 mM Mes

500mM NaCl

0.ImM EDTA

pH 6.5 mit NaOH

Puffer B: TBST-CB (pH 8.0):
50mM Tris

1M NaCl

0.1mM EDTA

pH 8.0 mit HCl1

1 % Triton X-100

Puffer C: Elutionspuffer (pH 10):
50mM Caps

500mM NaCl

0.1mM EDTA

pH 10.0 mit NaOH
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Zusatzlich

Luftballone
25 Stabpipetten mit 8 Peleusbéllen

Mikropipetten: 4 ul bis 1 ml — alle Sets, inkl. Pipettenspitzen

25 Stabpipetten mit 8 Peleusbéllen

8 Eppendorf-Gestelle

Material fiir SDS-PAGE (Gel-Elektrophorese)

e Elektrophorese-Kammer

¢ 2 Protein-Gele

¢ Standard-Grossenmarker-Losung: einige ul
e Laufpuffer

* Féarbelosung: Coomassie-Blau

* Entfarbelosung: Essigsaure 20%

Bezugsquelle fiir die Sdulen:
Typ: Varian 3CC LRC-3ML-2Frits, 100/PK, Part # 00131005

P.H. Stehelin & Cie AG, Spalentorweg 62, CH-4003 Basel

Tel +41 (0)61 272 3924, Fax +41 (0)61 271 3907, www.stehelin.ch

oder

Varian A.G. Chollerstrasse 38, CH-6303, Zug, Tel: 0848 80 3800, www.varian.com
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Bemerkungen fiir die Lehrkraft

* Die Pufferlgsungen sind gekiihlt ca. 1-2 Jahre haltbar ( ev. einige Tropfen geldstes

Natriumazid zuftigen)

* Vor dem Praktikum muss der pH-Wert kontrolliert werden: Im Laufe der Zeit sinkt
der pH-Wert des Elutionspuffers (Puffer C, pH 10), und muss deshalb mit NaOH
2 M wieder eingestellt werden. Ist der pH zu tief, wird das GFP unvollstiandig elu-

iert.

* Die Tropfgeschwindigkeit soll idealerweise 1 Tropfen pro Sekunde betragen.
Ist die Geschwindigkeit zu langsam (was oft geschieht), kann folgendermassen be-

schleunigt werden:

e mit speziellen Gerdten via Druckluft (analog Flash-Chromatographie)
* Durch vorsichtiges Aufsetzen eines gefiillten Luftballons
e Durch die Reduktion der Menge Sdulenmaterial (Chitinsuspension) auf maximal

die Halfte

e Durch Reduktion der Puffermenge beim Waschen auf die Hilfte

SDS-PAGE: Musterbeispiel:

- aAeRwae\
1
2
* s
i
3
— S— o
| 4
T
L. g ’ 5

Spur

Menge
5ul
2 ul

16 ul

16 ul

16 ul

Bemerkungen
Bio Rad low-Grossenstandard

GFP-His Rohexrakt:
Verschiendenste Protein-Banden,
GFP ist ebenfalls sichtbar (Vergleich
mit Spur 3 und 4)

GFP-His gereinigt
GFP-Bande deutlich sichtbar

Positivkontrolle: GFP-His gereinigt
GFP-Bande deutlich sichtbar

Negativkontrolle: Keine Protein-
Banden
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