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1. Abkurzungsverzeichnis

ALB

AN

BSA
C-DM/ F12
DMEM/F12
EDTA

Elisa

GH
GHS3-Zellen
MW
N

P
PBS
PRL
rGH
RIA
rPRL
SD
TFA

Albumin
Acetonitril
Bovines Serumalbumin
complete DM/F12
Dulbeco’s Modified Eagle’s Serum und FSerum 1:1
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Fraktion 1, 2.....10
Firma
Growth Hormon, Wachstumshormon, Somatotropesridar
Tumorzelllinie aus Rattenhypophysen
Mittelwert
Negativkontrolle
Positivkontrolle
Phosphate buffered saline
Prolactin
Ratten-Wachstumshormon
Radioimmunoassay
Ratten-Prolaktin
Standardabweichung

Trifluoressigsaure



2. Einleitung

Hypophysenadenome sind benigne Tumoren, deren &dbegenstand aktueller Forschungen
ist. Diskutiert und untersucht werden genetischeerfdiionen, hormonelle Einfliisse sowie

Veranderungen des lokalen Milieus.

Im Rahmen dieser Arbeit ist die Sep-Pak-Trennursy Fdstphasenchromatographie auf ihre
Eignung zur Fraktionierung von Tumorhomogenisatanias der Einsatz der Fraktionen im Bio-

Assay zur Detektion intratumoraler stimulierendaktéren gepruft worden.

2.1. Theoretische Grundlagen

2.1.1. Anatomie und Physiologie der Hypophyse

Die Hypophyse liegt eingebettet in der Sella tacdies Keilbeins (Os sphenoidale) und steht
Uber den Hypophysenstiel mit den vorderen und enéti Hypothalamuskernen in Verbindung.
Uberspannt wird die Sella turcica vom Diaphragmdlase Auf diesem und vor dem
Infundibulum liegt das Chiasma opticum. Lateral iypophyse verlaufen jeweils die Arteria
carotis interna und der Sinus cavernosus. Der Hyymmstiel grenzt oben an den Recessus
infundibuli des 3. Ventrikels. Die ca. 1g schwdrsehnengrof3e Drise sesith zusammen aus
einem Vorderlappen, der Adenohypophyse, und einemeHappen, der Neurohypophyse, die

sich entwicklungsgeschichtlich, histologisch undkiionell unterscheiden (1).
Tabelle 1: Grundlegende Differenzierung von Adenound Neurohypophyse (2)

Kriterien Adenohypophyse Neurohypophyse
ektodermale Aussackung der aus dem Boden des
entwicklungsgeschichtlich primaren Mundhdhle Diencephalons
(Rathke Tasche)

zu Strangen geordnete
epitheloide Zellen, eingehdl
in retikulare Fasern und eine marklose Axone
Basallamina; weitlumiges | neurosekretorischer Zellen

—

zytologisch Kapillarnetz zwischen dem| des Hypothalamus, umhdilli
Drusenparenchym; acidophile von Pituizyten
(o), basophileff) und
chromophobey) Zellen
. Hormonproduktion, Hormonspeicherung und
funktionell : . ;
-speicherung und -freisetzung -freisetzung

Aufgrund der in Tabelle 1 dargestellten Unterschiest es mdglich, von zwei differenten
endokrinen Regelkreisen, dem hypothalamo-adenolmysépen und dem hypothalamo—

neurohypophyséaren System zu sprechen.



2.1.2. Das hypothalamo-adenohypophysare System
Nach Stimulation durch den Hypothalamus setzt digemhypophyse zwei funktionell
unterschiedliche Arten von Hormonen frei:
glandotrope Hormone (adrenokorticotropes Hormon TAY; thyreoidea-stimulierendes
Hormon (TSH), follikel-stimulierendes Hormon (FSHi)teinisierendes Hormon (LH)),
die in bestimmten peripheren Driisen des Organigratmonbildend wirken und
Effektorhormone (GH, Prolaktin), die unmittelbar nfiiss auf Wachstum,
geschlechtliche Reifung und Entwicklung, Stoffwesthmder Reproduktion ausiben.
Die Steuerung durch den Hypothalamus erfolgt Ubeledsing Hormone zur gesteigerten
Ausschuittung und durch Inhibiting Hormone zur Se&rshemmung. Ein komplexer Regelkreis
entsteht dadurch, dass der Hypothalamus durch titkddzentration der Effektorhormone
einschlieBlich der Hormone der peripheren Drisene eRickkopplung erhélt. Nerval
verarbeitete Umwelteinflisse und diese Chemotaxeslingen wiederum die Ho6he der
Freisetzung der Hypothalamushormone.

2.1.3. Das hypothalamo—neurohypophysare System

Die Bildung der Hormone des Hypophysenhinterlapper®lgt in den Nervenzellen des
Nucleus paraventricularis und des Nucleus supragpties Hypothalamus, von wo sie Uber die
Nervenbahnen des Tractus supraopticohypophysedseiim Vergleich zur Adenohypophyse
deutlich kleinere Neurohypophyse transportiert ward.). Hier werden sie gespeichert und im
Bedarfsfall in den Blutkreislauf abgegeben. Die &egg der Sekretion von Oxytocin erfolgt
uber nervale Reizungen, wogegen die Adiuretinauggaing durch Osmorezeptoren gesteuert
wird. Wie einige Hormone des Hypophysenvorderlagpe(Prolaktin und humanes
Wachstumshormon) wirken die beiden Neurohypophysenbne unmittelbar auf die
Zielorgane. Die Oxytocinausschuttung bewirkt einentfaktion des Myometriums sowie des
Myoepithels der Brustdriisen und ist so in reprogekProzesse eingebunden. Die vermehrte
Sekretion von Adiuretin (ADH), das auch als Vasspme bezeichnet wird, fuhrt zur Steigerung
der Wasserriickresorption in der Niere und hat someine Funktion in der

Stoffwechselregulation.

2.1.4. Tumoratiologie
Hypophysenadenome des Menschen sind relativ selfm@oren, der Anteil an den
intrakraniellen Tumoren liegt bei 10-15% bei ei@@samtinzidenz an intrakraniellen Tumoren

von 30 - 40 pro Million Einwohner/ Jahr. Klinischamfeste Hypophysenadenome treten somit



mit einer Inzidenz von 1 - 8 auf 100000 auf, bd&wofsind vor allem 20jahrige (3). In
unselektierten Autopsiestudien findet sich jedade eleutliche hohere Inzidenz von 10 - 27% je
nach Autor (4; 5).

Es handelt sich um benigne Tumoren, deren klini®égeutung einerseits in den Folgen ihres
lokal verdrangenden Wachstums mit nachfolgenderursdirer Insuffizienz primar nicht
erkrankter Anteile der Hypophyse als auch von Umggbstrukturen, z.B. der Sehbahn, zu
sehen ist. Andererseits sezerniert ein Teil demade unkontrolliert Hypophysenhormone mit
entsprechender pathologischer Ausschittung von geschalteten Effektorhormonen und
gestorten Regelkreisen mit klinischer Manifestation

Hypophysenadenome kdnnen entweder sporadisch teaftcegler im Rahmen einer multiplen
neuroendokrinen Neoplasie.

Die genaue Atiologie von Hypophysenadenomen istdsigum groRten Teil unklar. Prinzipiell
wird von einem mehrschrittigen Prozess ausgegangen,dem zuerst analog zu anderen
Tumoren wie z.B. des Kolons, eine erste Mutation Umansformation auftritt, der weitere
Veranderungen wie klonale Expansion, Neovaskul@isaind Invasion folgen (6; 7).

Es existieren zwei Kkausalpathogenetische Konzeptiee Theorie einer primaren
hypothalamischen Dysregulation mit exzessiver homler Stimulation oder fehlender
Inhibition fuhrt Gber eine noduldre Hyperplasie Adenomentstehung (6; 8). Bei Frauen mit
ostrogenhaltiger Antikonzeptivaeinnahme findet sahe sieben- bis achtfach erhdhte Inzidenz
an Prolaktinomen, erklart durch éstrogenstimulekéachstum lactotroper Zellen (9). Weiterhin
konnte durch Ostrogengabe in Ostrogensensitiveith&is344-Ratten die Entstehung von
Prolaktinomen induziert werden. Erfolgt eine Ubgmssion von Somatoliberin (GHRH),
Corticotropin Releasing Hormon (CRH), ThyreotropiReleasing Hormon (TRH) und
Gonadoliberin (GnRH), resultiert daraus eine Hyjzsie endokriner Zielzellen bis hin zur
Ausbildung einer Neoplasie. Dopamin ist ein Inldbider Prolaktinsekretion. In Knockout-
Mausen war bei Dopaminresistenz lactotroper Zediee Hyperplasie und Tumorentstehung zu
beobachten (6; 8; 10; 11). Die inhibitorische Wirguwon Dopamin wird auch therapeutisch bei
Prolaktinomen genutzt. Dopaminagonisten filhren@asshdere bei Mikroadenomen nicht nur
zur Normalisierung des Prolaktinspiegels, sondaaohaur Verkleinerung des Tumorvolumens.
Die alternative Theorie geht von dem Auftreten stisoher Punktmutationen im Bereich eines
Onkogens aus. In vielen GH-produzierenden Hypoptadenomen kann ein intrinsischer
hypophysarer Defekt festgestellt werden (8). WeiteMfumoren zeigen veranderte

Expressionsmuster von Onkogenen und Tumorsuppgessam im ras-, Rb-, pl6-, p27-, p53-



System und Alterationen im Cyclinsystem, welche Begulation des Zellzyklus steuern und
gafs. die Apoptose einleiten (6; 12; 13; 14; 15).

Haufig finden sich zudem Deletionen der Chromosorbh&n11g13), 13 (13q 12-14) und 10
(10g26), was die Bedeutung intrinsischer Faktorerzw.b des Verlustes von
Tumorsuppressorgenen in der Tumorgenese unterstidi# Entstehung monoklonaler
Tumorzelllinien durch somatische Mutation von Zelldes Hypophysenvorderlappens ist nach
Buchfelder (16und anderen Autoren wahrscheinlich (17; 18).

Bei Prolaktinomen ist eine Uberexpression von Tofghalin, Transforming growth factor R
(TGF-R)-Rezeptor 1l und Proteaseninhibitor 12 lmeka zudem liegt eine Funktionsstérung
verschiedener Onkogene vor (19). Bei somatotropelendmen ist in 40% eine gestorte
Somatoliberin-(GHRH)-Signaltransduktion mit Punktation des gsp-Onkogens und
Dauerstimulation der GH-produzierenden Zellen vod®a (8). Adrenokorticotropes Hormon
bildende Adenome (ACTH-Zell-Adenome) lassen pathegisch eine verminderte Expression
von p27-Tumorsuppressorgen erkennen (20; 21).

Eine ungeklarte Rolle in der Pathogenese von Hyysmtadenomen spielen auto- und parakrin
freigesetzte Faktoren. Zahlreiche Wachstumsfakiorasoaktive Substanzen, Neuropeptide und
Zytokine wie unter anderem beta Fibroblasten Warhstaktor (bFGF) (22), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), Interleukin 6 J2®&sulin like growth factor 1 (IGF-1),
Interferony sowie Transforming growth factor 3 (TGF-3) (24)den von den endokrinen und
follikulostellaren Zellen der Hypophyse sezerni®tese lassen sich sowohl in normalem als
auch adenomatésem Hypophysengewebe in untersdhiedliKonzentrationen nachweisen und
entwickeln sowohl stimulierende als auch hemmendiekte auf Zellproliferation,

Hormonproduktion und —freisetzung.

Insgesamt besteht somit in der Tumoratiologie voypdphysenadenomen ein komplexes
Zusammenspiel hormoneller, genetischer und lokd&fektoren, deren Gewichtung und
Reihenfolge des Einwirkens im Rahmen der Adenoneimisig nicht geklart sind.

2.2. Arbeitsansatz

Ein moglicher Ansatz zum Nachweis Ilokaler para- uadtokriner Faktoren ist die
Homogenisierung von intraoperativ. gewonnenem humaaenomgewebe sowie die
Inkubation von Adenomzelllinien mit dem Homogenisait Bestimmung der biologischen
Aktivitat.



Eine gut untersuchte Adenomzelllinie ist die GH3Hitge. Diese wurde aus einem radioaktiv

induzierten Rattenhypophysentumor einer Wistarf-Ratte 1969 von A. H. Tashjian et al

gewonnen. Sie entspricht in der Expession ihrerepizen fur Dopamin, Thyreotropin

Releasing Hormon (TRH), Somatostatin, Ostradiolgd@malem Wachstumsfaktor (EGF) und
vasoaktivem intestinalen Peptid (VIP) und der darfmlgenden Regulation lactotropen Zellen.
Sie sezernieren aul3er Prolaktin auch Somatotropth kibnnen als Modell fir somatotrope
Tumoren dienen.

Etabliert ist nach Homogenisierung operativ geworenéAdenome die Fraktionierung tber eine
Flissiggelchromatographie, um nach MolekulgroR@eteflte Fraktionen des Tumoreluates zu
erhalten, die dann mit den Zelllinien inkubiert den kdnnen. Anwendung findet z.B. die
Superdex G30. Je nach Einstellung des Fraktionsvehs und Laufgeschwindigkeit ist eine
unterschiedlich genaue Separation nach Molekulgné@gich.

Insgesamt ist die Gelchromatographie jedoch dueashHerstellen der Saulen mit Einfullen des
Gels und Aquilibrierung der Saule erheblich arlaifevandig. Zudem sind die Gelsaulen
pflegeaufwandig, ein Trockenlaufen bzw. eindringend.uftblasen im Rahmen der

Fraktionierung kdnnen zur Zerstérung der Sauleggfd. sogar zum Verlust von Probenmaterial
fuhren.

Eine Alternative zur Flissiggelchromatographie Istdle Fest-Phasen-Chromatographie, z.B.
mittels Sep-Pak-Kartusche dar. Dieses Verfahrersegt mehreren Jahren etabliert, um zum
Beispiel unerwiinschte Beimischungen aus Probendfisuau entfernen. Weiterhin lassen sich
Probenanreicherungen vornehmen, indem die geltstest&z zunachst reversibel an die
Kartuschenmatrix aufgrund hydrophober Wechselwigam gebunden wird und sich

anschlie3end durch ein geeignetes Losungsmittedrelulasst.

Ziel der Arbeit war es, die Anwendbarkeit der Sep-Rartusche zur Fraktionierung von
Tumorhomogenisaten mit anschlieRender Verwendung Beaktionen im Zellversuch
nachzuweisen sowie mogliche auftretende ProblendeinProbenaufbereitung sowie Messung

von Proteinkonzentrationen zu l6sen.



10

3. Methodik - Materialien und Versuche

3.1. Chemikalien, Proteine und Puffer

Acetonitril: (AN) CoH3N

Acetonitril 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60, 80fAN 0-80%), Waschpuffer 2-10, die Waschpuffer 2-
10 enthalten 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60 und 8@¥taitril in TFA 0,1%

Albumin: Fa. Sigm&, aus Rinderserumalbumin (BSA)

Cytochrom C:Fa. Sigm&®, Lot 65H94 38 [9007-43-6], EEC No 232-700-9, atexdeherz
Insulin: Fa. Sigm®, Lot 74H00 845 [11070-73-8], aus Rinderpankreas
TrifluoressigsaureTrifluoro-acetic-acid 0,1% (TFA 0,1%),,8F;0;

Phosphatpuffer pH 7,4PBS) Natriumchlorid 8,7g, EDTA (Sigrsg 1,0g, Natriumazid 0,29,
0,5M Phosphatpuffer 200ml, Aqua destillata 900mifbewahrung bei 8°C

Phosphatpuffer mit Serumalbumin 0,5% pH 7(BBS/ BSA): Natriumchlorid 8,79, EDTA
(Sigma®) 1,09, Natriumazid 0,2g, 0,5M Phosphatpuffer 1QORinderserumalbumin (BSA)
0,59, Aqua destillata 900ml, Aufbewahrung bei 8°C

Phosphatpuffer 0,5M

Prolaktin: Pool aus verschiedenen Standards der Konzentraf@ips0 und 40 ng/ml Prolaktin
(Ratte) des Prolaktin-Bestimmungskits (Milenia-R&L-Elisa, Kit-Chg. 109-112, DPC
Biermann, Bad Nauheim, BRD)

3.2. Versuchsanordnungen

3.2.1. Tumorextraktion

Unmittelbar nach operativer Entfernung wurde damdigewebe in PBS verbracht, eisgekihlt
ins Labor transportiert und dort mittels flissig&tickstoff gefroren. Vor der Extraktion wurde

das aufgetaute Gewebe gewogen und mittels Skatpethanisch zerkleinert. Anschlie3end
wurden die Gewebspartikel durch Zugabe von 3ml gk&tl 0,1M Salzsdure und 20pg/mi

Pepstatin A homogenisiert. Das Homogenisat wurdd rénem Ultraschallbad fur 20min bei

10000U/min und 4°C fur 30min zentrifugiert. Der W&tand wurde unmittelbar nachfolgend der
Gelfiltrationschromatographie zugefiihrt, nachdenvoruein Aligout zur Bestimmung des

Proteingehaltes mittels Bradford-Assay entnommerde/u



11

3.2.2. Gelfiltrationschromatographie

Eine 65cm x 1,6cm Superdex G30-Saule (Amershamaidwa Biotech, Braunschweig, BRD)
wurde mit Proteinstandards kalibriert. Die Proteintgilung lag zwischen 15000kD bis unter
1kD bei einem Elutionsvolumen von 113ml. Die Flassrvon 0,6ml/min wurde durch eine
Watson 503U Peristaltikpumpe (Smith & Nephew Watsbtarlow, Falmouth, GB)
sichergestellt. Als Elutionsflissigkeit wurde d&sientgastes PBS gewahlt. Bis zu 3ml des
Tumoriberstandes wurden auf die Saule geladennsggsamt 30 5mi-Fraktionen mittels eines
Fraktionssammlers (UKB Ultrorac 7000 Fraction Cciibe, UKB Stockholm, Schweden)
gewonnen. Die Fraktionen wurden von 1-30 fortladfggekennzeichnet. Von jeder Fraktion
wurden sowohl die UV-Absorption bei 280nm als adeh Proteingehalt mittels Bradford-Assay
bestimmt. Die Fraktionen 1-6, die als Negativkolro in den Zellversuchen dienten, wurden
gepoolt und in 4ml-Aliquote aufgeteilt. Die Frakien 7-24 wurden in 0,5, 1 und 1,5ml-Aliquote
getrennt. Alle Aliquote wurden anschlieBend bei Remperatur mittels einer
Vakuumzentrifuge (Univapo 100 vacuum concentrattmiEquip, Martinsried, BRD)
eingetrocknet und bei —20°C aufbewahrt. Diese Altgquwerden nachfolgend als Sephadex-

Fraktionen bezeichnet.

3.2.3. Zellkultur

Die GH3-Zell-Linie wurde freundlicherweise von M. Lewis (Cardiff, GB) Uberlassen. Die
Zellkultur erfolgte in DMEM/ F12-L6sung (Gibco, BRDangereichert mit 15% Pferdeserum,
2,5% Kalberserum (FCS, Biochrom, Berlin, BRD), 100[E/l Penicillin (Biochrom, Berlin,
BRD) und 0,044mg/l G&EL (C-DM/ F12). Das Kulturmedium wurde jeden zwaeitais dritten
Tag ersetzt, bis ungefahr 70% des Bodens des I§efifRes von einer Zellschicht bedeckt
waren, dann wurden die Zellen in ein neues Kultiggeimgesetzt.

FUr Bioassays wurden die GH3-Zellen durch Inkulatiat 0,1%iger EDTA-L6sung fir 5min
bei 37°C in Suspension gebracht. Das EDTA wurderddentrifugation mit 300U/min flr 5min
bei Raumtemperatur entfernt und die Zellen in rescKulturmedium gegeben.

3.2.4. Bioassay mit Tumorfraktionen

3H-Thymidininkorporation und GH-Sekretion wurden hdnkubation der GH3-Zellen mit den
verschiedenen Proben bestimmt. D#H-Thymidininkorporationen wurden aus einer
Multititerplatte mit 96 Vertiefungen sowie die Hoomsekretion aus einer weiteren

Multititerplatte bestimmit.
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Die GH3-Zellen wurden in C-DM/ F12 mit jeweils 3X16der 6 x16Zellen pro Vertiefung in
eine Multititerplatte mit 96 Vertiefungen gegebéwach 24 Stunden wurden die Uberstande
entfernt und die adhéarenten Zellen mit 200ul sereimin DMEM/ F12 (SF-DM/ F12) gespililt,
um Serumreste und endogene Wachstumsfaktoren farret. Tumorfraktionen (sowohl Sep-
Pak- als auch als Sephadex-Fraktionen) wurden iDMFF12 geldst und in 3 Replikaten den
Zellen zugegeben. Mindestens je 8 Negativkontral&f-DM/ F12) und 8 Positivkontrollen mit
1mM Adenosin waren pro Platte eingeschlossen. Fie ®&estimmung der *H-
Thymidininkorporation wurde zusatzlich in jede \fefing 0,51 CFPH-Thymidin gegeben. Nach
weiteren 24h Inkubationsdauer wurden die UberstandeZellen getrennt.

Fir die Gewinnung der Uberstande wurden die Mtdtiplatten bei 300g fiir 5min zentrifugiert,
die Uberstande in Aliquoten von 70-80ul in neue tifitérplatten mit 96 Vertiefungen
transferiert und bei —20°C bis zur Hormonmessurigeavahrt.

Zur Bestimmung der *H-Thymidininkorporation wurden die Zellen mittels ines
halbautomatischen Erntegerates (Semiautomatic $tarvéNallac, BRD [jetzt Perkin Elmer])
gesammelt, mit dfD osmotisch lysiert und die Desoxyribonukleinsa(D&lS) auf Zellulose
gebracht. Diese wurde getrocknet, durch einen iRlasschlag versiegelt und die Aktivitat in
einem beta-Zahler (Wallac 3-counter, Wallac, BREdzfj Perkin EImer]) gemessen.

Positive oder negative Stimulation im Zellversuchurde definiert als ein Uber- bzw.
Unterschreiten vom Mittelwert der jeweiligen Neghtintrolle plus bzw. minus der doppelten

Standardabweichung.

Tumorextraktion, Gelfiltrationschromatographie, IKeltur und die Bioassays mit den

Tumorfraktionen wurden durch Mitarbeiter des Laldwschgefihrt.

3.2.5. Festphasenchromatographie

Die Festphasenchromatographie erfolgte auf SepcR@8Rlus-Kartuschen (Waters:
WATO020515).

Zunachst wurde die Kartusche mit 5ml Ethanol 1008&roAcetonitrii 80% in TFA 0,1%
aktiviert und nachfolgend mit 8ml Waschpuffer (TFA1%) gespult. Fir Versuche auf
gesattigten Kartuschen wurde anschlielend 5ml Aibldisung (Konzentration in den
Versuchen angegeben) auf die Kartusche gegebemagtimals mit 10ml Ethanol 100% und
10ml TFA 0,1% gespult. AnschlieRend bzw. fur Versiohne vorheriges Sattigen wurde die in
PBS geloste Probe auf die Kartusche gegeben undEbeg als Fraktion 1 aufgefangen.

Nachfolgend wurde die Kartusche mit den 9 Wasclgpnff in  ansteigender
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Acetonitrilkonzentration von 0-80% gespult und Hieate getrennt als Fraktionen 2, 3....10 in
Polypropylenréhrchen (Fa. Saarstedt) aufgefangae. Fuf3geschwindigkeiten lagen bei 4-
10mi/min. Die Volumina der Proben und der Waschgufietrugen jeweils gleich 4 oder 5ml.

Bei der Trennung von Tumorfraktionen fur nachfoldeZellversuche wurde steril gearbeitet.
Ein Aliquot zur Bestimmung des Proteingehaltes wurdnthommen. Fraktionen fir
Tumorversuche wurden unmittelbar nachfolgend beiunRamperatur mittels einer
Vakuumzentrifuge (Univapo 100 vacuum concentratdmiEquip, Martinsried, BRD)
eingetrocknet und bei —20°C aufbewahrt. Die Fraidio werden nachfolgend als Sep-Pak-

Fraktionen bezeichnet.

3.2.6. Vakuumzentrifugieren

Zur Entfernung des Acetonitril vor der Proteinbestiung wurden die Sep-Pak-Fraktionen mit
einer Vakuumzentrifuge (Univapo 100 vacuum coneaty UniEquip, Martinsried, BRD)
getrocknet. Dazu wurden von den Fraktionen und dat@s zwischen 300 und 1000pul in
Polypropylenréhrchen (Fa. Saarstedt) umpipettiad bis zum vollstdndigen Verdampfen der
Fllssigkeit unter Anlage eines Vakuums bei Raumgzatpr zentrifugiert.

Das Wiederauflosen erfolgte fir den Bradford-Assajt einer dem Ausgangsvolumen

entsprechenden Menge PBS.

3.3. Hormonmessungen

3.3.1. Rat-GH-Radioimmunoassay (rGH-RIA)

Das in den Zelliberstand der Mikrotiterplatten sesgte rGH wurde mit einem spezifischen
RIA gemessen. Die daflr benutzten Standards undrélten wurden freundlicherweise von der
National Pituitary Agency, NIDDK (Torrance, Califoa, USA) zur Verfiigung gestellt. Der
Tracer wurde nach einer modifizierten Chloramin-€&thbde hergestellt (25). Nicht radioaktiv
markiertes Wachstumshormon und freiédlod wurden vom markierten Wachstumshormon
(**Jod-GH) oder Tracer mittels einer G50-Sephadexsanmié gesattigter Rinder-
Serumalbuminlésung getrennt. Nach langerer Lagekomnte auf dem gleichen Wege eine
nochmalige Aufreinigung zur Entfernung zwischerli#it freigesetztent?>Jods erfolgen. Die
rGH-Standards und —Proben in Duplikaten und rGHikadlen in Quadruplikaten wurden mit
dem radioaktiven Tracer und Anti-GH-Antiserum vonifeR fir 24h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe eines Anti-Affen-Antikdrpex®m Esel (Antibodies Inc., Dauvis,

California, USA) und nochmaliger Inkubation Uber dtiolgte bei 4°C die Zentrifugation fr
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30min bei 15009 zur Prazipitation der Antikdrpertikirperkomplexe. Anschliel3end wurde der
Uberstand mit dem ungebundenen Tracer dekantiéetirDumgekehrtem Verhaltnis zur GH-
Konzentration stehende Radioaktivitdt der Proberde/an einem automatisierten 1470Wizard

Gamma-Zahler (Wallac Distibution GmbH, Freiburg, BRyemessen.

3.3.2. Rat-Prolactin-Enzyme Linked Immunosorbent Asay (rPRL-Elisa)

Die rPRL-Konzentrationen wurden mit einem kommdraierfigbaren Elisa entsprechend der
Firmeninstruktion gemessen (DPC Biermann, Bad NauhBRD). Die Standards, Kontrollen
und Proben wurden zeitgleich nach Abschlul3 der ®ealbei 450nm in einem Platten-UV-
Absorptionslesegerat (Dynex MRX plate reader, vddCDBiermann zur Verfligung gestellt)
gemessen. Die Auswertung erfolgte automatisiert det von der Fa. DPC Biermann

freundlicherweise zur Verfigung gestellten Software

3.4. Proteinmessung

3.4.1. Quantitative Proteinbestimmungen mittels Brdford-Assay

Bei Raumtemperatur wurden 2g Coomassie blue P{Merck GmbH, Darmstadt, BRD) in
100ml Ethanol 100% uUber 24h in einem geschlosseldtgeschitzten Gefald geruhrt und
durch einen Papierfilter filtriert. Bei 8°C ist de Stock-Solution in einem verschlossenen
lichtgeschitzten Gefald mindestens 12 Monate veragnd-Ur das Bradfordreagenz wurden
8,75ml der Stock-Solution mit 105ml 85%iger Phogphare, 25ml 100%igem Ethanol sowie
861ml Aqua dest. aufgeflillt. Das fertige Reagehbés 8°C 3 Monate lagerbar. Die Standards
(O, 3, 6, 13, 25, 50, 100, 200 pg/ml) und die Kolten (80 g/ml) aus BSA wurden abgewogen
und mit PBS geldst, dann aliquotiert und bei —2BRCzum Einsatz gelagert.

Der Bradford-Assay erfolgte in einer Multititergiatmit 96 Vertiefungen mit glattem Boden.
Das Probenvolumen betrug 30ul. Es wurden die Stdad8ug/ml — 200ug/ml und die
Kontrollen in 4 Replikaten sowie die Proben in Dkalen angesetzt. Der Standard Opg/mi
wurde in 8 Replikaten gemessen zur Bestimmung dsaSensivitat (Mittelwert des Standards
Oupg/ml plus 2 Standardabweichungen). Nachfolgenddevun jede Vertiefung 150ul der
Bradfordreagenz gegeben. Nach 5min Inkubationszeitde die Platte 10sec geruttelt und
anschlielBend zeitgleich bei 650nm in einem PlatterAbsorptionslesegerat (Dynex MRX
plate reader, von DPC Biermann zur Verfigung gistdle Absorptionen gemessen. Die
Auswertung erfolgte automatisiert mit der von dex BPPC Biermann freundlicherweise zur

Verfigung gestellten Software. Proben mit Protendemtrationen, die kleiner oder gleich des
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Mittelwertes plus zwei Standardabweichungen desdatas Oupg/ml waren, wurden auf den
Wert Opug/ml korrigiert.

3.5. Statistik

Alle Daten wurden tabellarisch und / oder grafidelngestellt.

Weitere Auswertungen, insbesondere der Ergebniss&éllversuche, erfolgten mittels Excel
2000. Es erfolgte die Berechnung des Mittelwertewies der Standardabweichungen. Bei
weniger als vier Einzelwerten wurde keine Bestimgndar Standardabweichung vorgenommen.
Gemessene Werte, welche kleiner bzw. groRer als Mutelwert der entsprechenden

Negativkontrolle minus bzw. plus der doppelten 8tadabweichung (MW(N) +/-2xSD) sind,

wurden als negativ bzw. positiv angesehen, da neertailte ZufallsgréRen durch Angabe von
Mittelwert und Standardabweichung vollstandig bestten werden. Es gilt, dass 95,4 % der
Realisierungen im Intervall MW +/- 2x SD liegen. iB¥orliegen von mindestens drei

Messwerten pro Variable erfolgte eine weitere stisgthe Analyse. Bestimmt wurde die
Signifkanz der Unterschiede mittels des zweiseitigann-Whitney-U-Test (DatalLab-Version

2.599).

P-Werte wurden fiur die Verteilung der proteinpe®iti Fraktionen tber die Kontingenztabelle/
Vierfeldertafel ermittelt (Statistiklabor V3.7). Esfolgte die Auswertung gegen die Annahme
einer zufalligen Verteilung des Proteins auf 2 dér moglichen Fraktionen pro Sep-Pak-
Trennungen.

Die anhand der verschiedenen Analysen ermittelté¥lepe gelten als signifikant, wenn p <

0,05.
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4. Ergebnisse

4.1.1. Ermitteln der maximalen Bindungskapazitat de Sep-Pak-Kartusche fur Aloumin

Es wurden fiur diesen Versuch je 1 Trennung von BBE mit 1000ug (200pug/ml), 500ug

(100ug/ml), 250ug (50pg/ml) und 125ug (25 pg/mibukhin durchgefuhrt. Von Interesse war

vor allem die Proteinmenge, ab der sich in der tioakl kein Protein mehr nachweisen lasst als
Zeichen daflir, dass das gesamte Albumin an dieue@menmatrix gebunden wird. Die

Konzentrationen wurden mittels Bradford-Assay lmestt.

Abbildung 1
4 Trennungszyklen auf einer Sep-Pak-Kartusche, 125, 250, 500 und 1000ug
Albumin
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Darstellung des Mittelwertes aus Duplikaten.

Aus der Abbildung 1 kann man entnehmen, dass miesider aufgegebener Albouminmenge die
Proteinkonzentration in der Fraktion 1 erwartungsg@ zurtckgeht. Ab 125ug Albumin lasst
sich in der Fraktion 1 kein Protein mehr nachweidgai der nachsth6heren aufgegebenen
Menge von 250ug findet sich in Fraktion 1 noch 1@7Albumin, so dass die maximale

Bindungskapazitat der Sep-Pak-Kartusche bei caud 5iégt (siehe auch Tabelle 2).
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Tabelle 2: Sep-Pak-Trennung von je 5ml Albuminlésung in Korizaionen von 25 bis 200pg/ml

Fadons o A% 100049 | A SO0u3 | Al 2ok | Al aewo
eingesetzt 985 492 377 192
F1/0 486 256 137 0
F2/0 124 81 74 0
F3/5 0 79 64 0
F4/ 10 40 86 85 0
F5/ 15 95 94 102 0
F6/ 20 101 113 124 81
F7/ 30 106 133 131 0
F8/ 40 245 259 227 103
F9/ 60 134 198 220 49
F10/ 80 147 215 243 124
Summe F1-F1( 1480 1513 1407 357
Summe in % 150 307 373 185
aufgegeben

Mittelwerte von Duplikaten, alle Werte soweit nigrtders angegeben in pg.

Die Fraktionen zeigen mit zunehmendem Acetonithfde kontinuierlich ansteigende
Absorptionen, die ermittelten Proteinmengen allakionen liegen additiv deutlich Gber der auf
die Kartusche aufgegebenen jeweiligen Proteinmenge.

So ist anzunehmen, dass es sich hier um ein Attbtaidelt, es liegt dabei der Verdacht nahe,

dass die Acetonitrilkonzentration die AbsorptionBradford-Assay beeinflusst.

4.2. Bradford-Messungen

4.2.1. Beeinflussung des Bradford-Assay durch denc&tonitrilgehalt

Eine Messung der proteinfreien Waschpuffer der cheeslenen Acetonitrilkonzentrationen in
TFA 0,1% (0O, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 60 und 80% Awttil) zeigt einen kontinuierlichen Anstieg

der Absorption bei 650nm mit zunehmender Acetdkdrizentration. Bei Zugabe von 20ul
Albumin 0,5% zu je 980ul Waschpuffer (Konzentrati®0pg/ml) ist bei 60% Acetonitril ein

deutlicher Anstieg sowie bei 80% Acetonitril einfalb der Absorption zu verzeichnen. In den
niedrigen Acetonitrilkonzentrationen zeigen sichrgleichbare Absorptionen zum PBS mit

Albumin in gleicher Konzentration.
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Abbildung 2
Beeinflussung der Absorption im Bradford durch Acet onitril; Vergleich
Acetonitril mit und ohne Albumin
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* p < 0,005 im Mann-Whitney-U-Test fiir Acetonitéhne Abumin im Vergleich zu Acetonitril 0%. Aufgrdirzu
weniger Messwerte keine Bestimmung von p-Werter\igtonitril mit Albumin.

Diese Zunahme der Absorptionen bei 650nm ist sanfitlen Acetonitrilgehalt der Waschpuffer
zurtckzufihren und interferiert mit dem BradfordsAg bzw. dem -Reagenz. Aufgrund der
vorhandenen technischen Madglichkeiten sollte vdrsuwerden, das Acetonitril durch

Verdampfen mittels Vakuumzentrifuge aus den Losarmyeentfernen.

4.2.2. Entfernung von Acetonitril durch Vakuumzentrifugieren

Es erfolgten Bradford-Assay-Messungen von Duplikatier Waschpuffer mit Acetonitril in
verschiedenen Konzentrationen vor und nach Vakuotriggieren im Vergleich zu PBS.
Abbildung 3

Absorptionen von Acetonitril 0-80% vor und nach Vak uumzentrifugieren
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Lo
= o
2 045
c
2 Y
2 0,35 A
o [ ]
8 - — ;'—'.—' — —" — - — — — . — — — - — ;'—'.-' —_— ;-;Q_' —_— ;'—'G—' — ;'—'0
< 025
0 5 10 15 20 30 40 60 80
Acetonitril in %
------ PBS vor Vakuumzentrifugieren ® Acetonitril vor Vakuumzentrifugieren
— — — PBS nach Vakuumzentrifugieren O  Acetonitril nach Vakuumzentrifugieren

Die Bestimmung der Absorption erfolgte in Duplikatait Darstellung des Mittelwertes. Aufgrund desgdn
keine statistische Analyse vorgenommen.
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Vor dem Vakuumzentrifugieren zeigen die hoheren téwmérilkonzentrationen den schon
beschriebenen Absorptionsanstieg im Bradford-Asgday sich nach dem Vakuumzentrifugieren
und Wiederauflésen in PBS nicht finden lasst. Sastidavon auszugehen, dass das mit dem
Bradford-Assay interferierende Acetonitril auf dies Weg aus den Lésungen entfernt werden

kann.

4.2.3. Vergleich der Absorptionen von Albumin-Acetaitriigemischen mit und ohne

Vakuumzentrifugieren

Abbildung 4
Absorptionen v. Albumin (50ug/ml) in Acetonitril O- 80% vor und nach
Vakuumzentrifugieren
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Die Bestimmung der Absorption erfolgte in Duplikatenit Darstellung des Mittelwertes. Aufgrund dessefolgt
keine statistische Analyse.

Neuerlich zeigt sich die bereits beschriebene Stergy der Bradford-Assay-Absorption. Nach
Trocknen und Auflésen in PBS sind die Absorptionem Bereich der Albumin-PBS-
Vergleichslésung, jedoch zeigt sich in der 80%ig&eetonitrillésung eine Reduktion der

Absorption unter die zu erwartenden Werte.

Aus den Versuchen kann gefolgert werden, dass \fakaatrifugieren und Resuspendieren in
PBS bei Acetonitrilkonzentrationen bis 60% ein geetes Verfahren ist, um den Einfluss des
Acetonitril auf die Bradfordmessungen auszuschalBai einer Acetonitrilkkonzentration Uber

60% wird Albumin durch das Acetonitril anscheined@naturiert, so dass die fur die

Bradfordmessungen erforderlichen Aminogruppen maéhr reaktionsfahig sind
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4.2.4. Absorptionen von Insulin- und Cytochrom C-Aetonitriigemischen nach
Vakuumzentrifugieren

Analog zum Albumin sollte geprift werden, ob sialrah Vakuumzentrifugieren der Einfluss
des Acetonitril im Bradford-Assay auch bei Losungen Insulin und Cytochrom C ausschalten
lasst. Die Proteinldsungen wurden entsprechendodetet und in PBS gel6dst, auf die

Absorptionsmessung vor Entfernung des Acetonitutde verzichtet.

Tabelle 3: Absorptionen im Bradford-Assay von Insulin und @&xftrom C bei ansteigender
Acetonitrilkonzentration nach Vakuumzentrifugieren.

Konzentration Absorption Absorption
Acetonitril Insulin Cytochrom C
in % 40ug/ml 150pg/mi
0 (=Referenz) 0.363 0.509
10 nicht gemessen 0.534
20 0.361 0.570
30 nicht gemessen 0.511
40 0.357 0.512
60 nicht gemessen 0.510
80 0.355 0.499

Mittels Mann-Whitney-U-Test lassen sich fir die Ahgion von Insulin (n=4 pro Acetonitrilkonzentrai) keine
Unterschiede (p > 0,05) finden. Fir Cytochrom lgtf aufgrund geringer Probenzahl (n=2) keine stiathe
Auswertung.

Die Bradford-Assay-Absorptionen der verschiedenesteihe liegen nach dem Entfernen des
Acetonitril im Bereich der jeweiligen Referenz (Bio in gleicher Konzentration mit PBS
verdunnt, getrocknet und resuspendiert). Der flbuAlin gesehene Effekt der hohen
Acetonitrilkonzentration von 80% auf die Absorpti@sst sich nicht fur Insulin und auch nicht
fur Cytochrom C nachweisen, diese bleiben auch n&gdtuumzentrifugieren in den ehemals

hohen Acetonitrilkonzentrationen konstant.

4.2.5. Wiederholen der Bradfordmessung fur die Frakonen aus der Sep-Pak-Trennung
3.1.1. nach Trocknen und Wiederauflésen in PBS

Die Fraktionen und Standards aus Versuch 3.1.lis¢henzeitliche Lagerung bei —20°C)
wurden nach Vakuumzentrifugieren in der Speedvader in PBS geldst und ein zweites Mal
gemessen. Es zeigt sich wie in den vorangegangéelsuchen, jedoch durch die Ausschaltung
des Einflusses von Acetonitril viel deutlicher, ddereicherung von Protein in Fraktion 8/
Acetonitril 40%.

Unter Trennung mit 1000pg Albumin ist zusatzlictdar Fraktion 9 Protein nachweisbar.
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Abbildung 5
4 Trennungszyklen auf einer Sep-Pak-Kartusche: 125, 250, 500 und 1000ug
Albumin
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Darstellung des Mittelwertes aus Duplikaten.

Tabelle 4: Sep-Pak-Trennung von je 5ml Albuminlésung in Karteationen von 25 bis 200ug/ml. Mittelwerte aus
zwei Messwerten.

Fraktion/ aN 96 | “Torot Y| “loopgmn | opgm) | @)
eingesetzt 1045 523 343 99
F1/0 564 195 94 0
F2/0 0 0 51 0
F3/5 0 0 0 0
F4/ 10 0 0 0 0
F5/ 15 0 0 0 0
F6/ 20 0 0 0 0
F7/ 30 0 0 0 0
F8/ 40 253 220 210 73
F9/ 60 67 0 0 0
F10/ 80 0 0 0 0
Summe F1-F10 884 415 355 73
Summe in % 85 79 103 74
aufgegeben

Mittelwerte von Duplikaten, alle Werte soweit nigrtders angegeben in pg.

Es lassen sich fur die einzelnen Trennungen Wigdknigsraten berechnen, so dass eine

Aussage getroffen werden kann, wieviel des einge=et Proteins durch dieses

Trennungsverfahren ,verlorengeht®. Diese Wiedeningisrate lage nach dem obigen Versuch
fur Albumin zwischen 74 und 103%; Mittelwert 85%r d@ngesetzten Proteinmenge. Wie sich
aber in den folgenden Versuchen zeigen lasst, ast @iner Beimischung des zum Sattigen

eingesetzten Proteins auszugehen, wodurch zu hadadeYiindungsraten berechnet werden.
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4.3. Sep-Pak-Trennungen

4.3.1. Verteilung proteinpositiver Fraktionen bei ®p-Pak-Trennungen von Albumin,
Insulin, Cytochrom C und proteinfreier LOosung

Um die Verteilung von verschiedenen Proteinen aaf Sep-Pak-Fraktionen zu untersuchen,
erfolgten mit Albumin 20, mit Insulin 8, mit Cytoadm C 2 und mit proteinfreier Losung (PBS

bzw. TFA 0,1%) 6 Sep-Pak-Trennungen.
Abbildung 6

Verteilung proteinpositiver Fraktionen verschiedene r Proteine und PBS/
TFA in Sep-Pak-Trennungen

**

=N
g O

Anzahl
proteinpositiver
Fraktionen

=

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
Fraktion

o U1 O
|

M8 Trennungen Insulin 324 - 20269

B 2 Trennungen Cytochrom C 305 - 654ug

B 20 Trennungen Albumin 291- 626ug

06 Trennungen proteinfreier Lésungen (2x PBS, 4x TFA 0,1%)

* p < 0,01; * p < 0,001; nicht markierte Saulemdinicht signifikant. Fir Cytochrom C erfolgte awfgd der
wenigen Trennungen keine statistische Analyse.

Tabelle 5 prozentuale Verteilung der eingesetzten Prot@imgulin, Cytochrom C bzw. Albumin) auf die Sep-Pak
Fraktionen

Prozentuale Verteilung verschiedener Proteine
Fraktion/ AN % (in % der eingesetzten Menge)
Insulin n=8 Cytochrom C n=2 Albumin n=20
F1/0 0 0 14
F2/ 0 0 0 0
F3/5 0 0 0
F4/ 10 0 0 0
F5/ 15 0 0 0
F6/ 20 0 0 0
F7/ 30 69 38 0
F8/ 40 26 34 47
F9/ 60 0 0 0
F10/ 80 0 0 0

Es zeigte sich die dargestellte Verteilung, es déandich signifikante Proteinnachweise flr
Albumin in den Fraktionen 1 und 8 (p < 0,001), fiisulin in den Fraktionen 7 und 8 (p < 0,01).
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Fur Cytochrom C kann aufgrund zu niedriger Anzain Wrennungen keine statistisch relevante
Aussage getroffen werden. Bei Einsatz proteinfréi@sungen finden sich keine signifikant

positiven Fraktionen.

4.3.2. Wiederholbarkeit der Sep-Pak-Trennung auf @ier Sep-Pak-Kartusche

Zur Kontrolle der mehrfachen Nutzbarkeit der Kaches wurden vier identische Trennungen
von je 750ug Albumin in 5ml PBS (150ug/ml) auf eif@rtusche nach vorherigem Sattigen mit
2500ug Albumin durchgefihrt.

Abbildung 7
4 Trennungen auf einer Sep-Pakkartusche,
Albuminlésung 750 pg/ 5ml sowie Mittelwert der 4 Tr ~ ennungen
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Fur Trennungen A, B, C, D Darstellung des Mitteliwsraus Duplikaten. MW ABCD stellt den Mittelweitea
insgesamt 8 Messwerte der Trennungen A, B, C uddD

Die Verteilung und die Menge des ausgewascheneteiRsoverandern sich durch eine bis zu
dreimalige Benutzung einer Sep-Pak-Kartusche Hitigth Bindungsvermogen und
Trennscharfe nicht. In der 4. Trennung (D) findethsim Vergleich zum Mittelwert aller
Trennungen in der Fraktion 8 ein Abfall der Proteimzentration.

In der Trennung B ist die in Fraktion 1 gemessemetethmenge deutlich hoéher. Die
Einzelmesswerte flr die Fraktion 1 der TrennungRBiplikate: 394; 956; Mittelwert 675;
Standardabweichung 280) liegen jedoch so weit aaader, dass ein Fehler wahrscheinlich ist.

4.3.3. Einfluss des Waschpuffervolumens auf die Prginverteilung der Sep-Pak-Fraktionen

Um den Einfluss des Waschpuffervolumens bei gleicReoteinmenge auf die Sep-Pak-
Kartusche zu prufen, wurde die vergleichbare MeAllpeimin (322ug bzw. 304ug) in 2ml und
in 4ml PBS gel6st und mit Waschpuffern von 2ml bzaml Volumen getrennt und mit einem

frheren Versuch mit 345ug Albumin in 5ml PBS (68ugnd je 5ml Waschpuffer verglichen.
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Abbildung 8
3 Trennungen von 322ug (2ml), 304ug (4ml) und 345ug  (5ml) Albumin in
verschiedenen Lésungsvolumina
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Fir Trennungen A B, C Darstellung des Mittelwedas Duplikaten.

Es zeigen sich insbesondere zwischen 2 und 4minverukeine Unterschiede in den Fraktionen

1 und 8 sowie der Gesamtmenge an ausgewaschendsinPminmalig lasst sich auch in

Fraktion 9 Protein nachweisen. In Trennung C/ Sshldie Proteinmenge in Fraktion 1 und 8

hoher, was sich auch in der Wiederfindungsratelddtoi

4.3.4. Sattigen der Sep-Pak-Kartusche mit verschieden Albuminmengen und PBS als

Standard (1)

Um abzuklaren, inwieweit das zum Sattigen benutteumin in den Sep-Pak-Fraktionen

nachweisbar ist, wurden drei Sep-Pak-KartuschenOmit250 und 2500ug Albumin (gelost in

PBS) gesattigt und nachfolgend auf diesen KartuseleProbe je einmal 4ml PBS getrennt.

Abbildung 9
Sep-Pak-Trennung von 4ml PBS nach Sattigen mit0, 1 250 bzw 2500ug
Albumin in je 5ml PBS
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B PBS nach Sattigen mit 1250ug Albumin

Mittelwerte aus zwei Messungen
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Wird die Kartusche mit albuminfreier PBS-L6sung d&gt, lasst sich in der anschliel3enden
Trennung kein Protein nachweisen (Ausnahme: Fraktlp Wert entspricht Beginn des
Messbereiches im Bradford-Assay).

Erfolgt das Sattigen mit 1250 bzw. 2500ug Albumiésst sich in der Fraktion 8 Protein
nachweisen, auch wenn als Probe PBS genutzt wurde.

Dieser Umstand hat Einfluss auf die Proteinvertgjlun den vorangegangenen Sep-Pak-
Trennungen und den daraus berechneten Wiederfisdateg.

Es ist also erforderlich, zum Sattigen die Albumamge so zu wéhlen, dass die folgende Sep-

Pak-Trennung nicht verfalscht wird.

4.3.5. Ermitteln der optimalen Albouminmenge zum Satgen der Sep-Pak-Kartusche

Es wurden auf vier ungesattigten Sep-Pak-Kartusg@heme Trennung von 4ml Albuminlésung
mit 131, 167, 310 und 379ug Albumin durchgefiihes@cht wurde dabei die Proteinmenge, die
so vollstandig gebunden wird, dass in keiner SdpHaktion mehr Protein nachweisbar ist.

Tabelle 6: Sep-Pak-Trennungen mit steigender Albuminmenge.

Werte in pg Trennung D Trennung A Trennung B TremnG
Fraktion/ AN % MW MW MW MW
eingesetzt 131 167 310 379
F1/0 26 24 23 27
F2/0 8 0 0 0
F3/5 0 0 0 0
F4/ 10 0 0 0 0
F5/ 15 Werte der Fraktionen nicht gemessen
F6/ 20 7 0 0 4
F7/ 30 4 0 9 10
F8/ 40 34 52 77 83
F9/ 60 17 21 33 39
F10/ 80 0 0 0 0
Summe 97 96 141 162
% eingesetzt 74 58 46 43

Fraktion 5 wurde in den Sep-Pak-Trennungen gewgnaker aufgrund der zu erwartenden Proteinvertgiiom
Bradford-Assay nicht bestimmt. Mittelwerte aus 2dglengen.

Es zeigt sich, dass in allen Trennungen proteitipesFraktionen vorhanden sind, v. a. die
Fraktionen 8 und 9. Allerdings nimmt mit sinkend@erfgegebener Proteinmenge ebenfalls die
ausgewaschene Menge ab, es ist aber kein Effe&t gneversiblen Bindung erkennbar (keine
Uberproportionale Abnahme). Die Proteinmengen deaktfonen 8 und 9 der einzelnen

Trennungen verhalten sich ahnlich wie die eingésetklengen zueinander (siehe Tabelle 6).
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4.3.6. Sattigen der Sep-Pak-Kartusche mit verschieden Albuminmengen und PBS als
Standard (11)

Bei diesem Versuch wurden zur Ermittlung der maxémesattigungsmenge die Kartuschen mit
einer immer geringeren Menge an Albumin (2000u@0{®, 400ug, 200ug, 100pg und 50ug
geldst in 4ml PBS) gesattigt, danach mit Ethana TiFA 0,1% gespult. AnschlieRend wurde
mit den Ublichen Waschpuffern gewaschen, wobePatdbe PBS genutzt wurde. Ziel war auch
bei diesem Versuch, die Albuminmenge zum Sattigenfizden, bei der in den Sep-Pak-
Fraktionen kein Protein nachweisbar ist. Der Prnggehalt der Fraktionen F3, F4, F5 sowie F10
wurde aufgrund der bekannten Verteilung des Albsmicht bestimmit.

Abbildung 10
6 Trennungen von PBS nach Séattigen mit 50, 100, 200 , 400, 1000 und
2000ug Albumin
100
c o o o =2}
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§ 01 ® : : : = :
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F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

Fraktion
<© PBS nach Sattigen mit 50ug Albumin OPBS nach Sattigen mit 100pg Albumin
A PBS nach Sattigen mit 200pg Albumin 4 PBS nach Sattigen mit 400ug Albumin
B PBS nach Sattigen mit 1000pg Albumin A PBS nach Sattigen mit 2000pg Albumin

Die nicht gemessenen Fraktionen wurden in den $&pfirennungen gewonnen, aber aufgrund der zu esm@enh
Proteinverteilung im Bradford-Assay nicht bestimMittelwerte aus zwei Messungen.

Bis zu einer Sattigungsmenge von 200ug Albumin belei die Sep-Pak-Fraktionen der
nachfolgenden Trennungen fur Proteine negativ, @rejddoch 250ug oder mehr zum Sattigen
benutzt, I&sst sich in Fraktion 8 und 9 Proteirmmagsen.

Optimal wird die Kartusche also mit 200ug Albumesgttigt

4.3.7. Wiederfindungsraten von Albumin auf ungesattjten Kartuschen
Drei Sep-Pak-Trennungen erfolgten mit 363ug Albungeldst in 4ml auf ungesattigten

Kartuschen zum Ermitteln der Wiederfindungsrate.
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Tabelle 7: Wiederfindungsraten nach Sep-Pak-Trennungen v8p@®&lbumin ohne Sattigen

Fraktion/ AN % MW aus 3 Trennungg SD
eingesetzt 363 70
F1/0 28 8
F2/0 0 0
F3/5 0 0
F4/ 10 0 0
F5/ 15 0 0
F6/ 20 0 0
F7/ 30 0 0
F8/ 40 85 13
F9/ 60 31 10
F10/ 80 0 0
Summe 144 13
% eingesetzt 40

Bei der Trennung auf ungesattigten Kartuschen diedFraktionen 1, 8 und 9 proteinpositiv.
Dieses steht in guter Ubereinstimmung mit den Twegen von Albumin auf gesattigten
Kartuschen (4.3.2/ Tabelle 5) mit Einschrankungén die Fraktion 9. Allerdings ist die
Wiederfindungsrate im Vergleich deutlich niedrigdort 51/ 68/ 88%; hier 40%).

4.3.8. Wiederfindungsraten von Albumin auf gesattiten und ungesattigten Kartuschen
Um in einem Versuchsansatz Trennungen auf gesttighd auf ungesattigten Kartuschen

vergleichen zu kénnen, wurden 4 Trennungen mit Aliouauf zwei mit 400ug Albumin

gesattigten und zwei ungesattigten Kartuschen defcirt.
Abbildung 11

Albumin z. Sattigen)

Je 2 Trennungen 400ug Albumin (4ml) mit und ohne Sattigen (400ug

‘I:l ungesattigte Kartusche M gesattigte Kartusche ‘

200
*
o 150 E
3
£
£ 100 T
()
S I
0 | | | =] = =] -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fraktion

* p < 0,05 im Mann-Whitney-U-Test (2 Trennungen #iMesswerten pro Gruppe), nicht markierte Fraldiop >

0,05
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Tabelle 8: Vergleich von Sep-Pak-Trennungen auf gesattigteemingesattigten Kartuschen.

Gesattigte Kartusche Ungesattigte Kartusche
MW SD MW SD
Eingesetzt 402 186 402 186
Summe d. Fraktionen 272 * 52 192 * 17
% eingesetzt 68 48

* p < 0,05 im Mann-Whitney-U-Test (2 Trennungen whilesswerten pro Gruppe).

Wie man der Grafik und der Tabelle entnehmen kdegen die Messwerte der Fraktion 8 und
auch die Wiederfindungsrate der gesattigten Tregemniber denen der ungesattigten
Trennungen. Die Unterschiede kdénnen durch eine Belang von Albumin vom Sattigen
bedingt sein, die Uber der als optimal zum Sattlgestimmten Menge von 200ug Albumin liegt.
Das zum Séttigen benutzte Protein geht in die Megswnit ein, da bei Sattigen mit 400ug sich
in Fraktion 8 (nach Versuch 4.3.5.) 16pg Sattigatigemnin nachweisen lassen.

4.3.9. Wiederfindungsraten von Insulin, Cytochrom Cund Albumin auf gesattigten und
ungeséttigten Kartuschen
Es erfolgten mehrere Sep-Pak-Trennungen von Alburmsulin und Cytochrom C auf

gesattigten und ungesattigten Kartuschen zum Mehgtier Wiederfindungsraten.

Tabelle 9: Wiederfindungsraten von Insulin in Abhangigkeitrv@attigen der Kartuschen.

mit 183ug - 246u9
Albumin gesattigte
Kartuschen ungesattigte Kartuschen
Fraktion/ AN 9 MW SD MW SD
Insulin
eingesetzt 344 37 344 37
F1/0 o= 0 g-=? 0
F2/0 §-2 0 02 0
F3/5 02 0 02 0
F4/ 10 o2 0 o2 0
F5/ 15 02 0 02 0
F6/ 20 o2 0 o2 0
F7/ 30 327 63 29713 35
F8/ 40 65~ 19 54"=3) 7
F9/ 60 o2 0 o2 0
F10/ 80 02 0 02 0
Summe 389 352

p > 0,05 im Mann-Whitney-U-Test fiir alle Vergleictier Fraktionen und der Summe zwischen geséttigidn
ungesattigten Trennungen. Insgesamt 7 TrennungerteVills Duplikate bestimmt.

(n=x)

gibt die Anzahl X der fir jede Fraktion in die Behnung einfliessenden Trennungen ein, wechselndal#en

entstehen durch in den Sep-Pak-Trennungen erhalibeeim Bradford-Assay nicht gemessene Fraktionen
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Tabelle 10: Wiederfindungsraten von Albumin in Abh&ngigkeihv&attigen der Kartuschen.

mit 246pg Albumin
gesattigte Kartusche | Ungeséttigte Kartusche
Fraktion/ AN
% MW (n=3) SD MW (n=2) SD
Albumin
eingesetzt 354 4 354 4
F1/0 0 (22 25 26 24
F2/ 0 - F7/ 3¢ Fraktionen nicht gemessen
F8/ 40 140 24 128 5
F9/ 60 0 (14 16 0 0
F10/ 80 Fraktionen nicht gemessen
Summe: 140 153
% eingesetzt 40 43

p > 0,05 im Mann-Whitney-U-Test fur alle Vergleicder Fraktionen und der Summe zwischen gesattigteh
ungesattigten Trennungen. Insgesamt 5 TrennungerteVlls Duplikate bestimmit.

@ Wert wird aufgrund der Standardabweichung mit Gemommen. Nicht gemessene Fraktionen wurden in den
Sep-Pak-Trennungen gewonnen, aber aufgrund dernzartenden Proteinverteilung im Bradford-Assay hich
bestimmt.

Tabelle 11:Wiederfindungsraten von Cytochrom C in Abhangigkeim Sattigen der Kartuschen.

mit 246g Albumin
gesattigte Kartusche | Ungeséttigte Kartusche
Fraktion/ AN
% MW (n=2) SD MW (n=2) SD
Cytochrom C
eingesetzt 566 43 566 43
F1/0 0 0 0 0
F2/ 0 — F6 /2( Fraktionen nicht gemessen
F7/ 30 299 44 322 44
F8/ 40 75 15 81 10
F9/ 60 — F10/80 Fraktionen nicht gemessen
Summe: 374 409
% eingesetzt 66 72

p > 0,05 im Mann-Whitney-U-Test fir alle Vergleicder Fraktionen und der Summe zwischen gesattigteh
ungesattigten Trennungen. Insgesamt 4 TrennungemteWls Duplikate bestimmilicht gemessene Fraktionen
wurden in den Sep-Pak-Trennungen gewonnen, abgruadf der zu erwartenden Proteinverteilung im ByedH
Assay nicht bestimmt.

In mehreren Sep-Pak-Trennungen auf gesattigtenumggsattigten Kartuschen mit den drei
Proteinstandards Albumin, Cytochrom C und Insulissen sich keine Auswirkungen des
Sattigens auf Proteinverteilung und Wiederfinduatgsifeststellen. Insbesondere bestétigt sich
nicht die Annahme, dass Sattigen mit Albumin mdwicirreversible Bindungen an

Kartuschenmatrix und —oberflachen reduzieren undiséusbeute erh6hen kann.
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Fur Insulin und Cytochrom C bestatigt sich die ¥guihg der proteinpositiven Fraktionen,
namlich Fraktion 7 (30% Acetonitril) und Fraktion @0% Acetonitril). Die groRRere
Proteinmenge ist dabei in Fraktion 7 nachweisbdbumin ist in den Fraktionen 1 und 8
nachweisbar.

Es kann geschlussfolgert werden, dass SattigeBefeiPak-Kartuschen keine Auswirkungen auf
die folgende Sep-Pak-Trennung hat. Aus diesem Gmind in weiteren Versuchen auf das
Sattigen mit Albumin verzichtet.

4.3.10. Sep-Pak-Trennung eines Proteingemisches valbumin und Insulin
Zur Kontrolle des Verhaltens von Proteinen in Gemen bei der Sep-Pak-Trennung im
Vergleich zu Trennungen der reinen Proteine wurden eines 1:1 Gemisches von 200ug

Albumin und 200ug Insulin (Proteinkonzentration Beobe 100ug/ml) getrennt.

Tabelle 12:2 Sep-Pak-Trennungen eines Albumin-Insulingemische

Insulin/ Albumin als Gemisch getrennt, ny¥2

Fraktion/ AN % MW sSD

eingesetzt 411 0
F1/0 0 0
F2/0 0 0
F3/5 0 0
F4/ 10 0 0
F5/ 15 0 0
F6/ 20 0 0
F7/30 183 16
F8/ 40 131 3
F9/ 60 0 0
F10/ 80 0 0

Summe 315
% eingesetzt 77 %

2 Sep-Pak-Trennungen, Mittelwerte aus den Duplikate Trennung. Werte in g, wenn nicht anders geigen.

Die Proteinverteilung entspricht den zu erwartendégrten, da in den Trennungen der reinen
Proteine Insulin vorwiegend in Fraktion 7 und Aldanm Fraktion 8 ausgewaschen wird, auch
die Wiederfindungsrate (zu erwarten 79%) wird dutel Trennen eines Proteingemisches nicht
beeinflusst.

Aus diesem Versuch ergeben sich keine Hinweiserddéiss sich in der Sep-Pak-Trennung von
Proteingemischen das Bindungsverhalten der entieaite Proteine im Vergleich zur
Einzelldsung verandert.
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4.3.11. Sep-Pak-Trennung von Prolaktin

Als weiterer Standard neben Albumin, Cytochrom G unsulin wurden zwei Sep-Pak-
Trennungen mit Prolaktin in einer absoluten Menge je 110ng durchgefihrt. Wie bei den
anderen Standards standen die positiven Fraktiameh die Ausbeute im Vordergrund des

Interesses. Die Messung erfolgte mittels Prolaklisa.

Abbildung 12
MW Trennungen Prolaktin 110ng/ 4ml
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|
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Fraktion
‘l Sep-Pak-Trennung Prolaktin ‘

Mittelwert von 2 Sep-Pak-Trennungen Prolaktin. Messe pro Trennung als Duplikate.

Es sind die Fraktionen 1 und 2 proteinpositiv. Nabbrrektur unter Berlcksichtigung der
Standardabweichungen in Hinblick auf Fraktion 9 @fdergibt sich eine Ausbeute von 71%.

4.3.12. 13 Sep-Pak-Trennungen von Albumin zur Berbaung der Interassayvarianz

Zur Berechnung der Interassayvarianzen von SepfRakiungen wurden 13 Sep-Pak-
Trennungen von je 4ml Albumin 75ug/l / 300pug absalurchgefiihrt. Gemessen wurden
aufgrund der bekannten Verteilung von Albumin aief 8ep-Pak-Fraktionen nur die Fraktionen

1 und 8 sowie die Konzentration des eingesetztbumins.

Tabelle 13:Varianzen von 13 Sep-Pak-Trennungen Albumin 300grgegsen in einem Bradfordassay.

Fraktion MW SD
Eingesetzt 305 39
Fraktion 1 57 42
Fraktion 8 208 43

Summe F1 + F8 265 85
Summe in % eingesetzt 87

Nicht angegebene Fraktionen (Fraktion 2-7 sowien® 10) wurden in den Sep-Pak-Trennungen gewonrmn, a
aufgrund der zu erwartenden Proteinverteilung imdBrrd-Assay nicht bestimmt.
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Abbildung 13
13 Sep-Pak-Trennungen Albumin 300pg - Yarianzen
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Eingesetztes Albumin Fraktion 1 Fraktion 8 Summe Fraktion 1+
Fraktion 8

Box-Plot-Darstellung von eingesetzter Albuminmengeaktion 1, 8 und Summe von Fraktion 1 und 8 mit
Mittelwert, oberem und unterem Quartil.

Fur die Fraktion 8/ Acetonitril 40%, in der beiall Trennungen Protein eindeutig nachweisbar
war, betragt die prozentuale Standardabweichung 21%

Die durchschnittliche Ausbeute aller Sep-Pak-Trexgam liegt bei 87% des eingesetzten
Albumins.

Eine gute Konstanz lasst sich fur das AuswascherAtl®imins mit einer bestimmten Fraktion/
Acetonitrilkonzentration zeigen. So ist in der Rrak 8 / Acetonitril 40% stets Protein

nachweisbar, in Fraktion 1 nur bei einem Teil demhungen.
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4.4. Sep-Pak-Trennungen und Zellversuche

4.4.1. Negativkontrollen

4.4.1.1 3H-Thymidininkorporation von Sep-Pak-Fraktionen von TFA 0,1%

Als Probe im Rahmen von mehreren Sep-Pak-Trennuwgetie TFA 0,1% getrennt und in den
Zellversuchen als Negativkontrolle zur Kontrollesdginflusses auf die Zellen eingesetzt. Es

erfolgte eine Bestimmung der Zellproliferation mist®H-Thymidininkorporation.
Tabelle 14:*H-Thymidininkorporation nach Inkubation mit Sep-Frataktionen von TFA 0,1%.

Mittelwerte TFA 1 TFA 2 TFA 3
Fraktion / AN in % cpm cpm cpm
TFA 547 586* 243*
F1/0 644 641 277
F2/0 516 465* 389*
F3/5 372* 428* 363*
F4/ 10 398* 371* 314
F5/ 15 493* 491* 375*
F6/ 20 567 419* 364
F7/ 30 828 725 340
F8/ 40 663 751 435*
F9/ 60 812 1099 373*
F10/ 80 877 594 485*
Positivkontrolle Adenosin 11393 (n=8) 12695 (n=8) 15939 (n=8)
Negativkontrolle SF-DM/ F12 884 (n=15) 833 (n=20) 308 (n=8)
Negativkontrolle+2xSD 1463 1340 367
Negativkontrolle-2xSD 305 325 248

* p < 0,05 im Mann-Whitney-U-Test im Vergleich eagggtztes TFA 0,1%/ Fraktion gegen die Negativkdietrait

SF-DM/ F12. Die Fraktionen und TFA wurden jeweils afach-Bestimmung, Negativkontrollen wie angegeine

Zellversuch eingesetzt. Unterschiedliche WerteHdsitiv- und Negativkontrollen durch Ansatz aufsaiedenen
Multititerplatten.

In allen drei Sep-Pak-Trennungen von TFA 0,1% findsich Hemmungen der
Zellproliferationen, ausgedriickt durch die verminele®H-Thymidininkorporationen in der
Fraktion 3 sowie Fraktion 5 aller Trennungen. Dast®ilungsmuster der auffalligen Fraktionen
lasst keinen systemischen Effekt erkennen, so dams Abhéngigkeit von den eingesetzten

Puffern nicht wahrscheinlich ist. Eine Steigerueg Eroliferation findet sich nicht.

4.4.1.2. GH-Sekretion von Sep-Pak-Fraktionen von T4 0,1%
Auf einer weiteren Multititerplatte wurden die Ftaken einer Sep-Pak-Trennung von TFA

0,1% im Zellversuch eingesetzt und eine GH-Messuomgenommen.
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Abbildung 14
GH-Sekretion von GH3 Zellen nach Inkubation mit TFA  und Sep-Pak
getrenntem TFA
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= = = Negativkontrolle —  ------ Negativkontrolle + 2xSD
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Die Sep-Pak-Fraktionen wurden als Duplikate, disitRdontrolle mit Adenosin und die Negativkont®lnit SF-
DM/ F12 als 8fach-Bestimmung im Zellversuch eingese

Die Sep-Pak-Fraktionen zeigen keine Hemmung der SBktetion im Zellversuch, die
Messwerte bewegen sich im Bereich der Negativkdatroplus/ minus zwei
Standardabweichungen. Die internen Positivkontnoite Zellversuch weisen keine gesteigerte
GH-Sezernierung (keine signifikanten Unterschiede Megativkontrolle, p > 0,1) auf, so dass
eine Stimulation der GH-Sekretion aus methodisciBiinden nicht ausgeschlossen oder
nachgewiesen werden kann.

4.4.2. Sephadex-Fraktionen

4.4.2.1. Tumor 21C, Sephadex-Fraktion 10 und Tumd23A Sephadex-Fraktion 10
Die Sephadex-Fraktionen 10 der Tumore 21C (T21CR1@) 23A (T23AF10), die in
vorangegangenen Versuchen im Zellversuch keineubdtion gezeigt hatten, wurden getrennt

und die Proteinverteilung im Bradford-Assay bestimm
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Abbildung 15: Proteinmessung

Sep-Pak-Trennungen der Sephadex-Fraktionen 10 der T umore 21C und
23A
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Mittelwerte aus 3 Einzelmessungen jeder Fraktictedt.

Im Rahmen der Sep-Pak-Trennungen der beiden Sepfadktionen zeigten sich sowohl die
Fraktionen 1 fur beide Tumoren als auch die Frak8dur T21CF10 positiv fur Protein. Somit
kann fur die Sephadex-Fraktion T21CF10 angenommenden, dass es sich um ein Gemisch
verschiedener Proteine handelt.

Da sich die Sephadex-Fraktionen im vorherigen Zedluch bereits als nicht bioaktiv erwiesen

hatten, erfolgte mit den Sep-Pak-Fraktionen keilaAsatz.

4.4.2.2. Tumor 12, Sephadex-Fraktionen 7, 9 und 10

Es erfolgten Sep-Pak-Trennungen der Sephadex-énakti7, 9 und 10 des Tumors 12 (T12F7,
T12F9 und T12F10). Fur diese Fraktionen war esnster Zellversuch zu einer Stimulierung

der Proliferation (Anstieg déH-Thymidininkorporation) gekommen.

Mittels Bradford-Assay liessen sich in keiner deeidSep-Pak-Trennungen proteinpositive
Fraktionen nachweisen. Die Messwerte fur die gaten Sephadex-Fraktionen sind ebenfalls
negativ.

Es erfolgte die Verwendung der Sep-Pak-FraktionrenSkphadex-Fraktionen 7, 9 und 10 des

Tumors 12 im Zellansatz mit Bestimmung ddrThymidininkorporation.
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Abbildung 16
3H-Thymidininkorporation bei GH3-Zellen mit Sep-Pak  -getrenntem T12F7
sowie einem ungetrenntem Anteil von T12F7
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= = = Negativkontrolle — ------ Negativkontrolle + 2xSD
------ Negativkontrolle - 2xSD

*p < 0,05, * p < 0,001 im Mann-Whitney-U-Test iMergleich zur Negativkontrolle. Die Sep-Pak-Frakgo
wurden als 3fach-Werte, die Positivkontrolle miteldsin und die Negativkontrolle mit SF-DM/ F12 aRfach-
Bestimmung im Zellversuch eingesetzt.

Die  >H-Thymidinmessung  weist schwach positive, aber iiigmte °H-
Thymidininkorporationen nach Inkubation mit den $¥gk-Fraktionen 4, 8, 9 und 10 nach,
allerdings zeigt die mitgetestete Sephadex-Frakitiomeuerlichen Bio-Assay keine positiven
Ergebnisse beziiglich déH-Thymidininkorporation. Es finden sich eine dechk Hemmung
durch die Sephadex-Fraktion und die Sep-Pak-FrakiioQuantitativ unterscheiden sich die
positiven Fraktionen (MW/ SD: F4 407/ 75, F8 388/ B9 395/ 50, F 10 436/ 57) geringer von
den Negativkontrollen (MW/ SD 308/ 30), es findéthsein deutlicherer Unterschied bzgl.
Sephadex-Fraktion T12F7 und der Sep-Pak-Fraktigd\l// SD: Sephadex 83/ 7, F1 138/ 28)
im Vergleich zu den Negativkontrollen. Diese Daggmechen im aktuellen Versuchsansatz fur

eine Hemmung durch die Sephadex-Fraktion T12F7dimdugehdrige Sep-Pak-Fraktion 1.
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Abbildung 17

3H-Thymidininkorporation bei GH3-Zellen mit Sep-Pak  -getrenntem T12F9
sowie einem ungetrenntem Anteil von T12F9
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= = = Negativkontrolle === Negativkontrolle + 2xSD
------ Negativkontrolle - 2xSD

Fir alle Sep-Pak-Fraktionen und Sephadexfraktion Vb2F19 ist jeweils p < 0,001 im Mann-Whitney-UstT@n
Vergleich zur Negativkontrolle. Die Sep-Pak-Frak#a wurden als 3fach-Werte, die Positivkontrollé Adenosin
als 12fach- und die Negativkontrolle i&-DM/ F12als 18fach-Bestimmung im Zellversuch eingesetzt.

Von der Sephadex-Fraktion 9 des Tumors 12 sinddePak-Fraktionen 2-8 und 10 positiv, in
den Fraktionen 1 und 9 zeigt sich eine Hemmung.Aiouot der Sephadex-Fraktion T12F9 ist
ebenfalls im gleichen Zellansatz als Kontrolle pesiDie weite Verteilung der Stimulation

entspricht allerdings nicht der zu erwartenden Kmtation eines stimulierenden Faktors in
einer Sep-Pak-Fraktion.

Abbildung 18
3H-Thymidininkorporation bei GH3-Zellen mit Sep-Pak  -getrenntem T12F10
sowie einem ungetrenntem Anteil von T12F10
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T12F10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fraktion
¢ 3H-Thymidininkorporation Positivkontrolle
= = = Negativkontrolle  ------ Negativkontrolle + 2xSD
------ Negativkontrolle - 2xSD

* p < 0,05, * p < 0,001 im Mann-Whitney-U-Test iMergleich zur Negativkontrolle. Die Sep-Pak-Frakgéo
wurden als 3fach-Werte, die Positivkontrolle mitetdsin als 8fach- und die Negativkontrolle mit SM/O-12 als
15fach-Bestimmung im Zellversuch eingesetzt. Diakkon 2 wurde am Ende des Zellversuchs als optisch
kontaminiert gewertet, die mit Fraktion 8 inkub@&TtGH3-Zellen waren avital.
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Ahnlich wie bei Sephadex-Fraktion 7 lassen sichdi@ Sephadex-Fraktion 10 positive, aber
auch in Fraktion 1 einmalig negativi#i-Thymidininkorporationen nach Sep-Pak-Trennung
zeigen, aber auch hier kann das positive Messeigeatan Fraktion 10 des Tumors 12 nicht

bestatigt werden.

4.4.2.3. Tumor 13, Sephadex-Fraktionen 12, 13 uné 1
Es erfolgten Sep-Pak-Trennungen der Sephadex-bnakti 12, 13 und 15 des Tumors 13
(T13F12, T13F13, T13F15).

Abbildung 19
Proteinmessung Tumor 13A, Fraktion 12, 13 und 15 na ch Sep-Pak-
Trennung
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In den Sephadex-Fraktionen 12 und 13 des TumorsidBRrotein nachweisbar. In den Sep-
Pak-Fraktionen dieser Sephadex-Fraktionen findeh diein Protein, ebenso wie in der
Sephadex-Fraktion 15 und den entsprechenden Sep+Rkikonen.

Die Sephadexfraktionen 12 und 13 wurden zur Bestingrder Zellproliferation eingesetzt, die

Fraktion 15 zur Prifung der Wachstumshormonausgaingit
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Abbildung 20

3H-Thymidininkorporation der Sephadex-Fraktion 12 d es Tumors 13 vor
und nach Sep-Pak-Trennung
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*p < 0,05, * p < 0,001 im Mann-Whitney-U-Test iMergleich zur Negativkontrolle. Die Sep-Pak-Frakga
wurden als 3fach-Werte, die Positivkontrolle mitelsin als 12fach- und die Negativkontrolle mit 3R/ F12
als 18fach-Bestimmung im Zellversuch eingesetzt.

Es zeigen sich positivéH-Thymidininkorporationen in den Fraktionen 1-8 ub@ sowie in der

Sephadex-Fraktion 12 des Tumors 13. Noch aufféligeoch ist die totale Supprimierung der

Zellproliferation in der Fraktion 9.
Abbildung 21:

3H-Thymidininkorporation der Sephadex-Fraktion 13 d es Tumors 13 vor
und nach Sep-Pak-Trennung
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= = = Negativkontrolle —  ------ Negativkontrolle + 2xSD

------ Negativkontrolle - 2xSD

* p < 0,05 im Mann-Whitney-U-Test im Vergleich zZMegativkontrolle. Die Sep-Pak-Fraktionen wurden3iésch-
Werte, die Positivkontrolle mit Adenosin als 12faamd die Negativkontrolle mit SF-DM/ F12 als 1%ac
Bestimmung im Zellversuch eingesetzt. Unterschibdli Werte fur Positiv- und Negativkontrollen zwieoh
Sephadex- und Sep-Pak-Fraktionen beruhen auf desatAauf 2 verschiedenen Multititerplatten.

Es finden sich bzgl. déH-Thymidininkorporation die positiven Sep-Pak-Fiaken 2, 4 und 8
nach Trennung der Sephadex-Fraktion 13. Unter dersa®k mit Fraktion 1 zeigt sich eine
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Hemmung der Zellproliferation. Die Stimulation d2ellen durch die Sephadex-Fraktion 13
bestatigt sich in der Kontrolle nicht.
Abbildung 22

GH-Sekretion bei GH3 Zellen nach Inkubation mit Sep  hadex-Fraktion
T13F15 vor und nach Sep-Pak-Trennung
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Die Sep-Pak-Fraktionen wurden als 2fach-Werte,Riisitivkontrolle mit Adenosin und die Negativkorieomit
SF-DM/ F12 als 8fach-Bestimmung im Zellversuch esgtzt.

Nach Inkubation der GH3-Zellen lasst sich weder dig ungetrennte Sephadex-Fraktion 15
noch ihre Sep-Pak-Fraktionen eine Stimulation dachgtumshormonsekretion nachweisen, die
Messwerte liegen im Schwankungsbereich der Negativklle. Jedoch zeigen in diesem

Zellversuch die als Positivkontrolle Adenosin-stilmden GH3-Zellen ebenfalls keine
signifikante GH-Sekretion (p > 0,1).
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4.4.2.4. Tumor 14, Sephadex-Fraktion 11
Es erfolgte die Sep-Pak-Trennung der Sephadexibraktltl von Tumor 14. Die

Proteinmessungen der Sephadex- und der Sep-PatkeReakwaren negativ.
Abbildung 23:

3H-Thymidininkorporation der Sephadex-Fraktion 11 v~ on Tumor 14 vor
und nach Sep-Pak-Trennung
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* p < 0,05 im Mann-Whitney-U-Test im Vergleich zZMegativkontrolle. Die Sep-Pak-Fraktionen wurden3iésch-

Werte, die Positivkontrolle mit Adenosin und dieddévkontrolle mit SF-DM/ F12 als 12fach-Bestimmuimg
Zellversuch eingesetzt.

Die Sephadex-Fraktion 11 von Tumor 14 zeigt eireveche Hemmung, die zugehérigen Sep-

Pak-Fraktionen 5, 7, 8, 9, 10 zeigen im Zellversaihe schwache Stimulierung d&f-
Thymidininkorporation.



42

5. Diskussion

5.1. Bradford-Assay

Als wesentliche Limitierung des Bradford-Assays ®stine Interferenz mit Detergenzien
beschrieben (26; 27). In niedriger Konzentratiomr&nh Detergenzien die Sensitivitat des
Assays verbessern. Bei Uberschreiten einer fiir meisten Substanzen nur geringen
Maximalkonzentrationen drohen Stérungen der Protessung. Bei Acetonitril betragt der
empfohlene Maximalwert 10% (28; 29), welcher dudi eingesetzten Waschpuffer deutlich
Uberschritten wird. Als Ursache wird das Entstehet-ionischer Bindungen zwischen den
Detergenzien und dem Protein diskutiert (27). Sonst die direkte Messung der
Proteinkonzentrationen nicht maglich.

Mehrere alternative Verfahren zur Proteinmessuelgest zur Verfiigung.

Eine Moglichkeit stellt die UV-Absorption als serantitatives Verfahren (30) dar. Nachteile
sind jedoch Stoérungen der Absorption durch Probemveinigung mit Puffern, Salzen und
anderen Beimischungen. Weiterhin hangt die Absonptinmittelbar von der Zusammensetzung
des Proteins ab, so dass quantitative AussagebhenmiWerwendung eines identischen Standards
madglich sind und ansonsten die Konzentration nlieniéngsweise berechnet werden kann nach
[Protein] (mg/ml) = 1.55*Agy - 0.76*As0. Abweichungen ergeben sich in Abhéngigkeit vom
pH-Wert und der lonenstarke der Losung. Aufgrunds deterschiedlichen Gehaltes an
Acetonitril in den Proben ist eine UV-Absorptionshenmungen ohne zuséatzlichen
Reinigungsschritt nicht moglich.

Der Lowry-Assay (31; 32) und insbesondere nachfalge Weiterentwicklungen (33; 34)
erlauben auch einen Einsatz des Assays bei Verigueig der Proben durch Detergenzien.
Nachteilig ist der hohe Zeitaufwand fir die Durdiriing des Assays sowie die mangelnde
Haltbarkeit der fertigen Assay-Reagenz.

Der BCA-Assay (bicinchoninic acid-assay) oder Srhéisay (35; 36) stellt eine mdgliche
Alternative bei Verunreinigung der Proben mit Logsmitteln dar, es bestehen nur geringe
Interferenzen mit Puffern. Die aufgrund des engeasdbereiches erforderlichen niedrigen
Probenkonzentration bedingen haufig zusatzlichelanungsschritte, falls die Proben zu hohe
Konzentrationen aufweisen.

Als alternative Vorgehensweise bei gewlnschtemhaéieh am Bradford-Assay oder auch
ursprunglichen Lowry-Assay ist eine Probenreinigainigch Proteinausfallung beschrieben (37,
38; 39). Proteinausfallungen konnen jedoch je ndxwrchfihrung und Reagenz mit



43

Proteinverlusten einhergehen, weiterhin sind Prabldeim Auflosen des Pellets beschrieben
und es findet ein zusatzlicher Chemikalienverbrastelkt (40).

Im direkten Vergleich von Bradford-, Lowry- und BEXssay zeigte sich eine geringere
Beeinflussung des Bradford-Assay durch Verunreimigan. Weiterhin  waren nach
Proteinfallung mit  Trichloressigsaure im  Lowry- undBCA-Assay geringere
Proteinkonzentrationen als in der Ausgangslosurdnweaisbar, was im Bradford-Assay nicht
auftrat (41).

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dast staer klassischen Proteinausfallung die
einfacher durchzufihrende Vakuumzentrifugation guaktikabel fir die Entfernung des
Acetonitril ist. Diese kann auch bei verschieden€onzentration des L&sungsmittels
vorgenommen werden und erlaubt die sichere Bestmgmier Proteinmenge im Bradford-
Assay. Fur Acetonitrilkonzentrationen > 60% besteB#nschrankungen der Messbarkeit von
Albumin. Insulin und Cytochrom C sind auch in Légan von 80% Acetonitril nach
entsprechender Aufbereitung messbar.

5.2. Sep-Pak-Trennung

Zahlreiche unterschiedliche Verfahren zur selektiReinigung von Proteingemischen sind
beschrieben. Zu den frihesten und ungenauestealerf zahlen die Proteinfallungsreaktionen
mit steigenden Salz- oder Losungsmittelkonzentnatooder im Hitzeverfahren, basierend auf
den Veranderungen der Loslichkeit bzw. der Proteiktur (42; 43).

Die Adsorption, z.B. im Rahmen einer Saulenchrograohie, erzielt ebenso wie eine

Gelfiltration oder GroRRenauschluss-Chromatogragime hohe Effektivitat und Trennscharfe,

ist jedoch z.B. bei der Grof3enausschluss-Chromapbgg auf maximal 10 Proteine im Gemisch
begrenzt. Im analytischen Bereich erfolgt der Binsker Gelelektrophorese, wobei die Proteine
fur eine weitere Verwendung anschlieRend aus digh@se extrahiert werden mussen (42; 43).

Bei der Sep-Pak-Trennung handelt es sich um eirstpRka@senchromatographie mit hoher
Ausbeute unter Nutzung hydrophober Eigenschaftah,der selektiv Protein mit geeigneten

Losungsmitteln aus z.B. Gewebehomogenisaten gewoweeden kann (44). In den meisten
Anwendungen werden die Proben nur mit einer Komaéoh eines Waschpuffers, meist

Acetonitril in Konzentrationen zwischen 50 und 8@9TFA 0,1%, gewonnen (45; 46). Eine

Fraktionierung mit verschiedenen Konzentrationdolgtr nicht, jedoch legen die Ergebnisse in
dieser Arbeit am Beispiel von Albumin, Insulin, Gghrom C und Prolaktin nahe, dass bei

Einsatz ansteigender Acetonitrilkonzentrationene efuftrennung moglich ist. Die Versuche
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zeigen eine hohe Reproduzierbarkeit und Konstangrhiteinpositive Fraktionen bei Einsatz der
drei genannten Proteine. Sattigen fihrt nicht zeddktion von irrevesiblen Bindungen des
eingesetzten Proteines an die Matrix und verbeasgght die Ausbeute.

Insgesamt kénnen durch den Einsatz der Sep-Pakilingn sowohl bei nachfolgender

Saulenchromatographie als auch im Zellversuch iddfegebnisse erwartet werden.

5.3. Zellversuche

Die Zellversuche zeigen, dass durch eine Sep-PakAling gewonnene Fraktionen im
Zellversuch einsetzbar sind. Systemische Effektelddie eingesetzten Chemikalien, z.B. durch
unterschiedliche Acetonitrilkonzentrationen, ligssech nicht nachweisen.

Die durchgefihrten Trennungen von Sephadex-Fraggiorvon operativ. gewonnenen
Hypophysenadenompréaparaten zeichneten sich durth sshlechte Reproduzierbarkeit der
Stimulation von z.B. Zellproliferation im wiederteh Bio-Assay aus. Es konnte in der Sep-Pak-
Trennung von T12F7 ein konkordantes Verhalten séwa#i Einsatz eines Aliquots der
Sephadex-Fraktion als auch ihrer Sep-Pak-Fraktidiismmung der Proliferation durch die
Sephadexfraktion und die Sep-Pak-Fraktion 1) géxegden.

Limitiert ist die Aussage der Zellversuche bzgl.r d8timulation der Sekretion von
Wachstumshormon durch den schlechten Ausfall dersitiPkontrollen in  der
Wachstumshormonssekretion.

Nicht methodisch zu erklaren ist die breite Veueq stimulierender Effekte durch verschiedene
Sep-Pak-Fraktionen bei verschiedenen TumorfraktiondNach den Ergebnissen der
Proteinstandards ist bei den bereits mittels Sahlematographie aufgereinigten Proben eine
Konzentration des stimulierenden Faktors in eireg-Bak-Fraktion zu erwarten. Eine mdgliche
Erklarung ist in einem Teil der Versuche die gegingStandardabweichung der
Negativkontrollen, die rdumlich jeweils in einemgen Bereich der Multititerplatte angeordnet
sind. Durch die geringe Standardabweichung steigt Sknsitivitat des Zellversuches, das
Auftreten falsch-positiver Ergebnisse wird begigtsti

Auch wenn die p-Werte fir positive Fraktionen sidgaint sind, finden sich nur geringe
quantitative Unterschiede zu den nominellen Weden Negativkontrolle. Aus Griinden der
Versuchs6konomie konnten Fraktionen im Zellversucar simultan und in maximal
Dreifachbestimmung eingesetzt werden. Dadurch nstz tEinsatzes angepasster statischer

Verfahren die Aussage der Berechnungen limitiert.
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Fur eine genauere Einschatzung der beschriebenektd&fwaren weitere Zellversuche mit
stimulierenden Sephadex- und den dazugehdrigerP8kg~raktionen in grof3eren Stichproben

klarend.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass enaktionierung von Proteingemischen mittels
ansteigender Acetonitrilkonzentrationen durch Trengpauf einer Sep-Pak-Kartusche madglich
ist und die so gewonnenen Fraktionen ohne negétifekte im Zellversuch eingesetzt werden
konnen.

Fur weitere Versuche kénnen dadurch nach Sep-Pakaling stimulierende oder inhibierende
Bestandteile aus Homogenisaten von Hypophysenadamommach einem ersten

Reinigungsschritt im Zellversuch aufgefunden und ttetfs nachfolgender Saulen-

chromatographie weiter isoliert werden.

Fur die Proteinmessungen durch den Bradford-Assmnte nachgewiesen werden, dass die
Entfernung des LOsungsmittels durch Vakuumzentafiog aufwandigere Schritte ersetzen

kann, ohne dass Interferenzen im Assay oder eitlusteain Probenmaterial eintreten.
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