


1.1.3 Lungenwische

Die Lungen erwachsener Schafe wurden beim Schlach-
ten, unter Vermeidung des Hineinlaufens von Blut, von der
Luftréhre abgetrennt und am Hauptbronchus aufgehingt.
Sie wurden dann durch den Bronchus mit gepufferter phy-
siologischer Kochsalzlésung (PBS: 0,5 g Natriumhydrogen-
phosphat Monohydrat +2,61 g di-Natriumhydrogenphos-
phat Dodecahydrat/Liter; 0,15 M Natriumchlorid) gefiillt
und leicht massiert. Zum Absaugen der Fliissigkeit wurde
ein Silicon-Kautschuk-Schlauch (§ aufen 7 mm; @ innen
4,5 mm), moglichst tief in die Seitenbronchien der Lungen-
lappen eingefiihrt. Die Lavage wurde zunichst durch ein
Faltenfilter (Schleicher & Schiill 595 1/2) gegeben und
dann durch Ultrafiltration (Nuclepore UF Membrane, Typ
C, molekulare Trenngrenze 50 000) bei Zimmertemperatur
konzentriert. Das Konzentrat wurde hochtourig zentrifu-
giert und der klare Uberstand verwendet.

1.1.4 Antiseren

Antiseren wurden durch Immunisierung von Schweinen
und Kaninchen gewonnen. Zum Emulgieren der Antigenl-
sungen mit kompletten (FAC, Difco) oder inkompletten
Freund’s Adjuvans (FAI Difco) benutzten wir den in Abb.
1 dargestellten Spritzensatz mit Siebkolben. Mastschweine
wurden im Alter von 4 Monaten erstmals immunisiert. Anti-
gene (3-5 mg) wurden an zwei Stellen hinter den Ohren s.c.
appliziert. Fiir weitere Immunisierungen, durchgefiihrt auf
die gleiche Art und im Abstand von 4 Wochen, wurden An-
tigene (3-5 mg) mit FAI gemischt. 10 Tage nach der dritten
Injektion kamen die Schweine zum Schlachten. Das aus
dem Blut gewonnene Serum wurde mit Konservierungsls-
sung (0,12 M Ethylendiamintetraessigsiure Nay-salz; 0,8 %
Natriumazid; 0,1 M 6-Aminohexansiure) konserviert (25
u1/ml Serum) und bei -20°C gelagert.

Bei der Gewinnung von Antiseren vom Kaninchen wur-
den mit FAC emulgierte reine Antigene (2-3 mg) erstmals
interdigital in Pfoten, die Antigengemische, z.B. Schafblut-
Serum oder Schafmolke, subcutan an mehreren Stellen inji-
ziert. Bei allen Immunisierungen folgten im Abstand von 4
Wochen weitere s.c. Injektionen von Emulsionen mit FAI
10 Tage nach der vierten Injektion wurde zum ersten Mal
Blut genommen. Eine Woche danach wurde nochmals im-
munisiert und 10 Tage danach erneut Blut aus der Ohrvene
mit Hilfe einer Saugglocke aus Glas (Serolab/Aidenbach)
abgenommen. Das Serum wurde auf die gleiche Art wie
beim Schwein gewonnen und aufbewahrt.

1.2 Methoden von Pro-

teinen

zur Reinigung

1.2.1 Gelfiltration

Prinzip:

Gelfiltration ist eine Methode fiir die Trennung der Ma-
kromolekiile auf der Basis der Molekulargewichte. Dabei
wird die Molekularfilterwirkung hydrophiler Gele mit
raumvernetzter Struktur herangezogen.

Der Fraktionierungsbereich eines Gelchromotographie-
Mediums ist der ungefihre Molekulargewichtsbereich, in
welchem Trennungen bei geniigender Differenz der Moleku-
largewichte durchgefiihrt werden konnen. Molekiile, die
nicht in die Poren des Gels penetrieren kénnen, kommen
zuerst durch die Siule, kleinere Molekiile, welche in die Gel-
Matrix eindringen konnen, spiter.
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Fiir die Gelfiltration benutzten wir quervernetztes Dex-
tran (Sephadex G 200 und G 100, Pharmacia), quervernetz-
te Agarose (Sepharose CL 4 B, Pharmacia), perlférmige
Agarose (Sepharose 6 B, Pharmacia) und Polyacrylamid
(Sephacryl S 300, Pharmacia). Die gequollenen Gele wur-
den durch Evakuieren entliiftet und in 100 cm lange Glas-
sdulen mit 2,5 cm Durchmesser (K 26/100 von Pharmacia)
gefiillt. Um eine bessere Trennung zu erreichen, wurden je-
weils zwei Sdulen hintereinander geschaltet. In Abhingig-
keit von der Konzentration wurden bis zu 8 ml Eiweif’ls-
sung aufgetragen. Grofiere Volumina erbrachten unbefriedi-
gende Trennergebnisse. Die Elution erfolgte von unten nach
oben mit Hilfe von Pumpen bei Durchflufigeschwindigkei-
ten von 20 bis 30 ml/h. Die Messung der Eiweiflkonzentra-
tion im Eluat erfolgte mit einem ISCO-Monitor (ISCO) bei
280 nm.

Als ,,Gelfiltrationspuffer” diente 0,01 M Tris-Essigsiure,
pH 7,3: 0,01 M Tris (hydroxymethyl) aminomethan; 0,2 M
Essigsdure; 1,0 M Natriumchlorid; 0,02 % Natriumazid;
0,003 M Ethylend1am1ntetraes51gsaure Nay-salz mit einer
Leitfdhigkeit von 82 mS. Auch der Puffer wurde vor Ge-
brauch entliiftet. Die Gelfiltration fand bei Zimmertempera-
tur (ca. 20°C) statt.

1.2.2 Jonenaustauscherchromatographie

Prinzip:

An ein unlésliches Geriist (die Matrix) — z.B. Zellulose —
sind kationische bzw. anionische Ionen chemisch gebunden.
Die frei beweglichen Gegenionen kénnen die Ladung der ge-
bundenen Ionen kompensieren. Die Gegenionen lassen sich
reversibel gegen andere Ionen gleicher Ladung austauschen,
ohne dafl die Matrix beeintrichtigt wird. Die gebundenen
Gruppen und frei beweglichen Ionen sind gegenpolig gela-
den. Enthilt die Matrix positive Gruppen, ist das ein
Anionenaustauscher, ein Kationenaustauscher enthilt da-
gegen negative Gruppen.

Zur Ionenaustauschchromatographie wurden modifizier-
te Zellulosen: DEAE Sephacel (Pharmacia), DE 32, DE 52
(beide Whatman) und CM Sephadex C 50 (Pharmacia) ver-
wendet. Die gequollenen Ionenaustauscher wurden vor
dem Einfiillen in die Siulen entliiftet. Als Sdulen verwende-
ten wir einfache Glasrohren von 3,5 cm Durchmesser und
40 cm Linge mit unterer Einengung und Glaswollstopfen.

Pufferlésungen: DEAE: 0,01 M Tris-HCI, pH 8,3 ;lineare
Gradienten von 0,02 bis 0,3 mol Natriumchlorid/Liter. CM
50 und DE 32: 0,02 M Natriumphosphat, pH 7,0; Gradient
von 0,02 bis 0,5 mol/Liter. DE 52: 0,01 M Kaliumphos-
phat, pH 7,3; Gradient von 0,02 bis 1,0 mol/Liter. Zur Her-
stellung der Gradienten wurde ein Ultrograd (LKB) be-
nutzt.

1.2.3 Affinitdtschromatographie

Prinzip:

Das Prinzip der Affinitdtschromatographie beruht dar-
auf, daB Oberflichen des Trigermaterials — z.B. Sepharose,
ein perlférmiges Agarosegel (Pharmacia) — mit Substanzen
beladen werden, mit denen eine Subgruppe aus der zu tren-
nenden Lésung von Proteinen spezifisch reagiert und sich
dabei bindet. Die Bindung kann reversibel oder irreversibel
sein. Die Begleitsubstanzen passieren das Affinitdtsharz un-
gehindert. Durch Anderung des Chromatographiemilieus
kann man Bindungsklompexe zerlegen und die gewiinschte
Substanz eluieren.
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Abb. 8: Flufidiagramm iiber Priparation von IgGl, IgGZ, IgM, Transferrin, ay Makrogliobulin und Albumin aus dem Blutserum des Schafes.
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Abb. 11: Elutionsdiagramm vom Niederschlag des Blutserums nach
der Dialyse gegen Euglobulinprizipitationspuffer (Nieder-
schlag 1, Abb. 9) iiber Sepharose CL 4 B (A) und weitere o
Reinigung der IgM-Franktion iiber Sepharose 6 B-Sdule A 2
(B).
. Durchfluf?
A Abb. 13: Elutionsdiagramm des Blutserums (Uberstand 1, Abb. 9)
iiber Sepharose Cl 4 B-Siule (A) und weitere Reinigung
der aj-Makroglobulin reichen Fraktion iiber Sepharose 6
B-Siule (B).
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E Abb. 14: Elutionsdiagramm des Blutserums (Uberstand 1, Abb. 9)
iiber Sepharose CL 4 B-Siule (A), weitere Priiparation des
Albumins iiber DE 32-Zellulose-Sdule durch Anwendung
des Gradienten von 0,1 M auf 0,5 M NaCl (B); Reinigung
der Albumin-reichen Fraktion iiber Sephadex G 200 (C).
e
F Abb. 12: Elutionsdiagramm vom Niederschlag des Blutserums nach
der Dialyse gegen Euglobulin-Prizipitationspuffer (Nieder-
schlag 1, Abb. 9) iiber Sepharose CL 4 B-Siule (A), der an
‘ IgGy; und Transferrin reichen Fraktion iber DEAE
N Sephacel A-50-Sdule mit Gradienten von 0,05 auf 0,15
FL mol pro Liter (B) und weitere Reinigung der IgGy-Frak-
Durchfluf} tion iiber Sephacryl S 300 (C, D) und der Transferrinfrak-
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Abb. 15: Elutionsdiagramm von 41%igem Niederschlag des Blut-

serums (Niederschlag 2, Abb. 9) iiber DEAE-Sephacel A-
50-S#ule (A). Elution des IgG; mit 0,02 mol, danach Gra-
dient von 0,05 auf 0,13 mol. Weitere Reinigung der IgG -
Franktion iiber Sephacryl S-300 (B).

arten(Cambier und Butler, 1974, Butler etal,
1980, Ciupercescu, 1977, Habe , 1974) fir die
Anwendung beim Schaf erprobt wurde. :

Die Anwendung einer Methode, die bei einer Tierart zur
Isolierung eines bestimmten Proteins fiihrt, bringt bei einer
anderen Tierart kaum den gleichen Erfolg. Um zu befriedi-
genden Ergebnissen zu gelangen, sind einige Modifikationen
erforderlich. Der Grund hierfiir kann in den verschiedenen
Eigenschaften der Proteine wie Molekulargewicht, elektro-
phoretische Mobilitit und Elutionsverhalten, um nur einige
zu nennen, liegen. Auch der technische Fortschritt — Ver-
besserung und Neuentwicklung von Geriten — fiihrt zu bes-
seren Resultaten einzelner Isolierungsverfahren. Aus den
Bemiihungen, eine Methode zu verbessern, ergibt sich nicht
selten, daB ein bestimmter Schritt liberfliissig wird.

Es gibt Verfahren, die zur Priparation z. B. eines einzel-
nen Proteins aus den Kérperfliissigkeiten fithren, aber auch
solche, bei denen man in einem Schritt gleichzeitig mehrere
Proteine isolieren kann. Zu solchen Isolierungsverfahren ge-
horen Gelfiltration und Ionenaustauscherchromatographie.
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Abb. 16: Elutionsdiagramm von 41%igem Niederschlag des Blutserums (Niederschlag 2, Abb. 9) iiber DE 52-Zellulose-Siule. Gradient von

0,02 auf 0,15 mol/Liter.
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Abb. 17: Elutionsdiagramm von 33%igem Niederschlag der Molke
(Niederschlag 2, Abb. 10) iiber Sepharose Cl 4 B-Siule (A)
und weitere Reinigung der IgGj-reichen Fraktion iiber
Sephacryl S-300-Siule (B).
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So war es méglich, aus dem Niederschlag, gewonnen durch
die Dialyse des Blutserums gegen Euppt-Puffer, mit Gelfil-
tration i{iber Sepharose CL 4 B, gleichzeitig die dreiProteine:
IgM, IgG; und Transferrin zu isolieren (Abb. 12,13). Der
Anteil an «9-Makroglobulin in der IgM-Fraktion war im Ver-
gleich zum Schwein viel geringer und lief sich iiber Sepharo-
se 6 B leicht entfernen.

Noch ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden
Tierarten wurde festgestelit. Die Auftrennung des Schaf-
Niederschlages iiber Sepharose CL 4 B ergab zwei fast
gleichgroBe Fraktionen, dagegen war beim Schwein der
zweite Peak wesentlich gréfer als die IgM enthaltene
Fraktion. Die Dauer der Dialyse hat verschiedene Auswir-
kungen; wurde sie iiber 36 Stunden hinaus ausgedehnt, so
vergroferte sich die Menge an Niederschlag, gleichzeitig
aber erhShte sich der Anteil an unerwiinschten Proteinen,
was zu keiner hoheren Ausbeute an reinem Protein fiihren
konnte. Aus dem durch Sittigung der Molke zu 80 % mit
Ammoniumsulfat ggewonnenen Niederschlag war es moglich,
iiber den Kationenaustauscher CM Sephadex C 50 und
unter Anwendung des Gradienten von 0,05 auf 0,4 mol
NaCl/Liter die drei Proteine: Albumin, #-Lactoglobulin und
Lactoferrin gleichzeitig zu erhalten (Abb. 18).

Man kann Immunglobuline und Albumin sowohl aus
dem Blutserum als auch aus der Molke isolieren. Um ein be-
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