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8. Arbeitsvor schriften

8.1 Reagenzien, L 6sungsmittel

Aceton, p.a., > 99 %; Merck 14

Aceton, wasserfrei: Aceton p.a. Uber Molekularsieb 0,4 nm trocknen
Acetonitril, techn., Uber Kaliumcarbonat destilliert, oder: fur die HPLC, = 99,9 %; Aldrich 27,071-7
Affi-Prep® Hz hydrazide support; BioRad 156-0015

Aktivkohle, gepulvert, purum, ca. 5 % Asche; Fluka 05120
p-Aminobenzoesdure, BioChemika, > 99 %, rel. Molekulmasse 137,1; Fluka 06930
6-Aminopenicillansaure (6-APA), BioChemika, > 98 %, rel. Molekulmasse 216,3; Fluka 09070
Ammoniumperoxodisulfat, p.a., = 98 %; Roth 9592

Ammoniumsulfat, fir biochemische Zwecke, > 99,5 %; Merck 1211
Amoxicillin; Sigma A-8523

Ampicillin, Natriumsalz; Sigma A-9518

Benzylpenicillin, Kaliumsalz; Sigma Pen-K

3H-Benzylpenicillin (3H-Pen-G), 925 MBq, 250 pl; Amersham TRK 779
Bovines Serumalbumin, Fraktion V, receptor grade; Serva 11924
4-Brommethyl-7-methoxycumarin, 97 %; Sigma B-6136
Bromphenolblau Natriumsalz; Merck 11746

2-Butanoal, p.a., = 99,5 %; Merck 9630

Calciumchlorid, entwassert, grob gekornt, rein, > 96 %; Merck 2385
Cephalexin, Monohydrat; Sigma C-4895

Cloxacillin, Natriumsalz; Sigma C-9393

cyanbromidaktivierte Sepharose 4B; Sigma C-9142

Cyclohexan, techn.

DC-Fertigfolien Kieselgel 60 F,s,; Merck 5735

Dialyseschlauch, MWCO 12000 - 19000; Serva 44114

Dichlormethan, techn., destilliert

Dicloxacillin, Natriumsalz; Sigma D-9016

Diethanolamin, p.a., = 99,5 %; Merck 16205

Diethylether, techn.

Dimethylformamid (DMF), zur Synthese, > 99 %; Merck 822275
Dimethylsulfoxid (DMSO), p.a., > 99,5 %; Merck 2952

Essigsdure, p.a., > 96 %; Merck 62

Essigsaureethylester, techn.

Ethanol, techn.

Fractogel® EMD Azlacton; Merck 1.10087

Fractogel® TSK AF-CDI; Merck 16374

Glycerin, p.a., 86 - 88 %; Merck 4094

Glycin, = 99 %; Sigma G-7126

Harnstoff, p.a., > 99,5 %, rel. Molekilmasse 60,1; Merck 8487
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Hexan, p.a., = 99 %; Merck 104367

Hyperfilm 3H; Amersham RPN 535

lodl6sung, 0,5 mol/l; Merck 9098

Kaliumbromid fir die IR-Spektroskopie; Janssen 20.639.75
Kaliumchlorid, p.a., = 99,5 %; Merck 4936

Kaliumdihydrogenphosphat, p.a., = 99,5 %; Merck 4873
di-Kaiumhydrogenphosphat-Trihydrat, p.a., = 99 %; Merck 5099
Kaliumhydrogencarbonat, p.a., > 99,5 %, rel. Molekilmasse 100,1; Merck 4854
Kaliumhydroxid, p.a., > 85 %; Merck 5033

Kaliumiodid-Stérke-Papier; Riedel-de Haén 37120
Kaninchen-anti-Huhn-1gG konjugiert an alkalische Phosphatase (sek. AK); Sigma A-9171
Keyhole limpet hemocyanin (KLH); Pierce 77100

Kodak GBX Developer and Replenisher; Sigma P-7042

Kodak GBX Fixer and Replenisher; Sigma P-7167

Kronenether 18-Krone-6, p.a., 99 %; Merck 811684

Methanol, techn.

Molekularsieb, 0,3 nm; Merck 5704

Natriumacetat, wasserfrel, p.a., = 99 %; Merck 6268

Natriumazid, reinst, > 99 %, MW 65,0; Merck 6688

Natriumchlorid, p.a., = 99,5 %; Merck 6404
Natriumdihydrogenphosphat-Hydrat, p.a., = 99 %; Merck 6346
di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat, p.a., = 99 %; Merck 6579
Natriumdodecylsulfat (SDS), fur die Elektrophorese, ultra pure, = 99 %; Roth 2326
Natriumhydrogencarbonat, p.a., = 99,5 %; Merck 6329

Natriumhydroxid, purum p.a, > 97 %; Fluka 71692

Natriumnitrit, puriss. p.a., > 99 %, MW 69,0; Fluka 71759
Nitrocellulosemembran BA 85, 0,45 pum (NC); Schleicher & Schiill 401191
p-Nitrophenylphosphat (PNPP), Dinatriumsalz; Sigma 104-0
ortho-Phosphorsaure, p.a., > 85 %; Riedel-de Haén 30417

Ovalbumin (OVA), BioChemika, > 95 %, 5 x cryst.; Fluka 05440
Oxacillin, Natriumsalz; Sigma O-1002

Oxalylchlorid, zur Synthese, > 98 %, MW 126,9; d = 1,47; Merck 807066
Petrolether, techn., Siedeber. 40 - 60 °C

Phenoxymethylpenicillin, Kaliumsalz; Sigma P-1382

Phosphorpentoxid, reinst, = 97 %; Merck 540

Polyethylenglycol 6000 (PEG), pract.; Fluka 81260
Polystyrol-Mikrotiterplatte, 96 Kavitéten, U-Form; Greiner 650101
Pyridin, getrocknet, p.a., > 99,5 %; Merck 7463

Quecksilber(I1)chlorid, p.a., = 99,5 %; Merck 4419

Rotiphorese Gel A, 30 % Acrylamid; Roth 3037

Rotiphorese Gel B, 2 % Bisacrylamid; Roth 3039

Salzséure (HCI), konz., reinst, > 37 %; Merck 314
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Schwefelsaure, konz., reinst, 95 - 98 %; Merck 713

ServaBlau R, reinst, > 86 %; Serva 35051

Stéarke, 16dlich, p.a.; Merck 1252

tert.-Butanol, p.a., > 99,5 %; Merck 9629

Tetrahydrofuran (THF), p.a., > 99,5 %; Merck 9731

TEMED =N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin, reinst, 99 %; Serva 35925
Tolual, p.a., > 99,5 %; Merck 8325

1,2,4-Triazol; SigmaT 7626

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), BioChemika, > 99 %; Fluka 93352
Trockenmagermilch; Frema Reform (aus dem Reformhaus)

TWEEN 20, pure; Serva 37470

unspezifisches Kaninchenserum; eigene Gewinnung vor der Immunisierung
Wasser, vollentsalzt und in einer Quarzapparatur bidestilliert (Bidest.)
Wasser, vollentsalzt, in einer Quarzapparatur bidestilliert und Gber Kaliumpermanganat destilliert
(Tridest.), oder: fur die HPLC; Aldrich 27,073-3
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8.2 Losungen und Puffer?

lod-Azid-L 6sung: 0,0025 mo/l lodldsung/1 g/100 ml Natriumazid in Wasser
Kaiumhydrogencarbonatl6sung: 60 mmol/I (1,8 g/45 ml)

Kaiumhydroxidl 6sung: 1 mol/l

Phosphorsaure: 10 g/100 g: 6 ml o-Phosphorsaure (85 %) auf 50 ml verdiinnen
Stérkel 6sung: 1 /100 ml in Wasser

Phosphatpuffer (0,02 mol/l,pH 7,2):
(di-)Kaliumhydrogenphosphat, 0,02 mol/l (22,8 g/5 1)
mit o-Phosphorsaure auf pH 7,2 einstellen
phosphatgepufferte Salzlsung (PBS):
Wie Phosphatpuffer, jedoch zusétzlich:
Natriumchlorid, 150 mmol/I
ges. AmmoniumsulfatlGsung: Ammoniumsulfat, 125 g/200 ml
halbges. Ammoniumsulfatl ésung: Ammoniumsulfat, 63 g/200 ml
unspez. Kaninchenserum (verd.): 1 + 9 mit Wasser verdinnt

3H-Pen G (fur RIA): 2 Wl der gelieferten Lésung mit Wasser auf 6 ml verdiinnt

Trenngel-Puffer: Tris, 1,5 mol/l (36,3 g/200 ml) SDS, 0,4 g/100 ml (0,8 g/200 ml)
mit konz. HCI auf pH 8,8 einstellen

Sammelgel-Puffer: Tris, 0,5 mol/l (12,1 g/200 ml) SDS, 0,4 g/100 ml (0,8 g/200 ml)

mit konz. HCI auf pH 6,8 einstellen
Ammoniumperoxodisulfatlsung: 10 g/100 ml (0,1 g/ml, frisch ansetzen)
2-Butanol, wassergeséttigt
Stammpuffer: Tris, 0,625 mol/l (6,1 g/80 ml) SDS, 0,5 g/100 ml (0,4 g/80 ml)
mit konz. HCI auf pH 6,8 einstellen
Probenpuffer (doppelt konzentriert):
Stammpuffer: 5,0 ml/20 ml (0,256 mol/I Tris= 0,078 mol/l)
SDS: 0,8 g/20 ml (4 9/200 ml, =2 g/100 ml)
Glycerin: 50g9=4ml/20 ml (20 g/100g =10 g/100 ml)
Elektrophorese-Puffer (fir UltraPhor-Apparatur zweimal ansetzen):
Tris, 0,025 mol/l (15,2 g/51)
Glycin, 0,192 mol/l (72,0 g/51)
SDS, 0,1 g/200ml (5,0 9/51)
pH 8,3; nicht nachtitrieren!

Farbel 6sung: Serva Blau R, 0,03 g/100 g Entfarbel 6sung
Entféarbel 6sung: Methanol/Wasser/Essigsaure 45 + 45 + 10 (v/v/v)
Transferpuffer: Glycin, 0,192 mol/l (72,0 g/51)

Tris, 0,025 mol/l (15,2 g/51)
pH 8,3, nicht nachtitrieren!

1 Eintrage sortiert nach ihrem Erscheinen in den Arbeitsvorschriften
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PBS-T:

3H-Pen-G (fur Immunoblot):
Farbel 6sung (fir Immunblot):

Natriumhydroxidl dsung:

Entwickler:
Stoppbad:

Fixierer:
Beschichtungspuffer:

TBST:

TBS-PEG
Substrat-Puffer:
Substrat-L 6sung:
Antigen-Ldsung:

Block-Puffer:

prim. AK-Verdinnung:

sek. AK-Verdinnung:

Phosphatpuffer pH 7,6:

Salzsaure:
Kopplungspuffer:

6-APA-LOsung:
Glycinlgsung:

(di-)Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat, 80 mmol/l (29 g/l)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, 20 mmol/I (2,8 g/l)
Natriumchlorid, 200 mmol/I (5,8 g/l)

TWEEN 20, 0,05 g/100g (0,5 g/l)

8 Wl der gelieferten Lésung auf 10 ml PBS-T

500 ml PBS-T 5 ml Essigsdure 500 pl Tinte Pelikan 4001,
schwarz

Natriumhydroxid, 0,2 mol/l (8 g/l)

Kodak GBX Developer nach Herstellerangaben ansetzen
Essigsaure, 4 ml/100 ml

Kodak GBX Fixer nach Herstellerangaben ansetzen
Natriumhydrogencarbonat, 50 mmol/l (4,2 g/l)

mit 1 mol/l NaOH auf pH 9,6 einstellen

Tris, 25 mmol/l (3,0 g)

Natriumchlorid,8,0 g/l

Kaiumchlorid 0,2 g/l

Natriumazid, 0,02 g/100 g (0,2 g/l)

TWEEN 20, 0,2 g/100 g (2,0 g/l)

mit HCI auf pH 7,5 einstellen

wie TBST, jedoch ohne TWEEN, mit 5,25 g/100 g PEG
Diethanolamin, 194,0 ml/2 |

Natriumazid, 1,0 g/2 |

mit konz. HCI auf pH 9,8 titrieren

PNPP, 25,0 mg in 25 ml Substrat-Puffer |6sen (reicht fir eine
Platte, immer frisch herstellen!)

Antigen in TBST so verdinnen, dal3 2 pg/Kavitét verwendet
werden

BSA, 1g/100 ml TBST

prim. Antikorper (aus Dotter) in TBST + 0,1 g/100 ml BSA
1:30-1:100000 (8-stufige Verdinnungsreihe)

sek. Antikorper (Kaninchen-anti-Huhn-1gG)

in TBST + 0,1 g/100 ml BSA 1 : 10000
(di-)Kaliumhydrogenphosphat, 0,1 mol/l (17,4 g/l)

mit o-Phosphorsaure auf pH 7,6 einstellen

ca 1 mmol/l (41 pl konz. HCI auf 100 ml Wasser)
Natriumhydrogencarbonat, 0,1 mol/l (8,4 g/l)
Natriumchlorid, 0,5 mol/l (29,2 g/l),

mit 1 mol/l NaOH auf pH 8,3 titrieren

1 mg/ml 6-APA in Kopplungspuffer

0,1 mol/l Glycin in Kopplungspuffer, pH auf 8,0 einstellen
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Reagenzl 6sung nach [40]: 2mol/l 1,2,4-Triazol, die 0,001 mol/l Quecksilber(Il)chlorid
enthalt:
a) 13,78 g 1,2,4-Triazol in einem 250 ml Becherglas einwiegen
und in ca. 60 ml Wasser 10sen
b) 10 ml 0,01 mol/l Quecksilber(l1)chlorid-L ésung zugeben
¢) mit 5mol/l NaOH auf pH 9 £ 0,5 einstellen
d) in einen 100 ml Mef3kolben Uberfuhren und mit Wasser auf-
fdllen

Glycinpuffer: 0,1 mol/I, mit konz. HCI auf pH 3,0 titrieren

Phosphatpuffer (0,2 mol/l,pH 7,2):
(di-)Kaliumhydrogenphosphat, 0,2 mol/l (45,6 g/l |)
mit o-Phosphorséure auf pH 7,2 einstellen

Kronenetherl Gsung: 1 mg/ml in Phosphatpuffer (0,2 mol/l, pH 7,2)

Brommethylmethoxycumarin-L6sung (kihl und dunkel lagern):
10 mg/ml in wasserfreiem Aceton durch Schiittteln 16sen (kein
Ultraschallbad!), diese L6sung mit trockenem Aceton um den
Faktor 10 auf 1 mg/ml verdiinnen.

Stamml 6sung I soxazolylpenicilline:
1 mg/ml Isoxazolylpenicillin in Wasser (berechnet alsfreie
Saure): 11,3 mg Oxacillin-Natriumsalz bzw. 11,2 mg
Cloxacillin-Natriumsalz oder 10,9 mg Dicloxacillin-Natriumsalz
in 10 ml Wasser

Arbeitddsung | Isoxazolylpenicilline:
10 pg/ml Isoxazolylpenicillin in Wasser (Stammldsung um den
Faktor 10 verdinnt)

Arbeitddsung 11 1soxazolylpenicilline:
1 pg/ml Isoxazolylpenicillin in Wasser (Arbeitsldsung | um den
Faktor 10 verdinnt)

Stammlésung Benzylpenicillin: 1 mg/ml Benzylpenicillin in Wasser (berechnet als freie Saure):
11,1 mg Benzylpenicillin-Kaliumsalz in 10 ml Wasser

Arbeitddsung | Benzylpenicillin: 10 pg/ml Benzylpenicillin in Wasser (Stamml ésung um den
Faktor 10 verdinnt)

Arbeitddsung 11 Benzylpenicillin:1 pg/ml Benzylpenicillin in Wasser (Arbeitslésung | um den
Faktor 10 verdinnt)

0,9 % Natriumchlorid: 9 g/l Natriumchlorid in Wasser

Elutionspuffer: Glycinpuffer, 0,2 mol/l, pH 3,0 mit konz. HCI + Acetonitril
(90 + 10 v/v)
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8.3 Laborgerate

8.3.1 Allgemeine L aborgeréte

Anmerkung: Zur Ver meidung von Adsor ptionsver |usten an Glasober fldchen miissen alleKol ben- Mef3-
und Vollpipetten und Reagenzglaser, die mit Pencillin-Losungen oder penicillinhaltigen Proben in

Ber thrung kommen, wie bel [46] desaktiviert werden.

Reagenzgléaser, 10 ml, mit Schraubdeckel und PTFE-beschichteter Gummidichtung (Corning, Wies-

baden)

Reaktionsgefale, konisch geschliffen, 1 ml (Supelco, Bad Homburg)
Einmal-Reaktionsgeféaide, 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg)

Polystyrol-Leersdulen mit Fritten und Verschlufkappen (Pierce, Oud Beijerland/NL)
Leersaule, 10cm x 1 cmi.D.; Pharmacia C 10/10, Nr. 19-5001-01 (Pharmacia, Freiburg)
Leersaule; Pharmacia HR 5/2, Nr. 18-0382-01 (Pharmacia, Freiburg)

Mef3kolben 10 ml

Mefkolben 2000 ml

Mef3kolben 5000 ml

Braunglasmef3kolben 10 ml

Glasfritte G4

Pasteurpipetten

Vollpipetten

Mefl3pi petten

Enzymtestpipetten

Mef3zylinder

8.3.2 Technische Laborgerdte

Tischzentrifuge: Hermle Z 230 (Eppendorf, Hamburg)

Zentrifuge, kiihlbar: Centrikon H-401 B (Kontron, M iinchen)
Gefriertrocknungsanlage: Alpha (Christ, Osterode)

Vibrationsmischer: Vortex- Genie (Bender & Hobein, Zurich/CH)

Ultraschallbad: Sonorex RK 100 (Bandelin, Berlin)

K olbenhubpipetten (Eppendorf, Hamburg)

Heizblock mit Einsatz fir 12 Reaktionsgefél3e: Multi-Blok Heater (Supelco, Bad Homburg)
Rotationsverdampfer: RE 111 (Buchi, Flawil/CH)

pH-Meter mit Glaselektrode: 646 (Knick, Berlin)

Quecksilber-Niederdrucklampe: Nr. 015376, 15 W (Heraeus, Karlsruhe)
Elektrophoresekammer: MiniGel (BioRad, Minchen) oder UltraPhor (Colora, Lorch)
Blottingkammer: TransBlot (BioRad, Mtinchen)

Mikrotiterplatten-Lesegerét: Modell 450 (BioRad, M tinchen)

Universalzerkleinerer: Moulinette 643 (Moulinex, Kéln)
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8.3.3 Gerdte fir die Spektroskopie und Chromatographie

UV -Betrachtungsgerét (Desaga, Heidel berg)

Selbstregistrierendes Spektral photometer: UV 300 (Shimadzu, Duisburg)
Spektral photometer: PU 8620 (Philips, Kassdl)

Infrarotspektrometer: PU 9706 (Philips, Kassel)

Szintillationsz&hler: LS 1701 (Beckmann, Miinchen)

Chromatographische Ausristung:

LC-Controller L-5000 (Merck, Darmstadt)

Niederdruckgradientenpumpe 655 A-11 (Merck, Darmstadt)

isokratische Pumpe L-6000 A (Merck, Darmstadt)

On-line Sample Preparator OSP-2 (Merck, Darmstadt)

HPL C-Saulenofen 125 (ERC, Alteglofsheim)

photochemischer Reaktor BeamBoost™ mit Reaktionskapillare 25 m, Best.-Nr. 1C88506 (ICT,
Frankfurt/M.)

UV-Vis-Detektor SPD-6AV (Shimadzu, Duisburg)

Integrator D-2500 (Merck, Darmstadt)

elektronisches Niederdruckschaltventil: LMV 870 (Kontron Instruments, Neufahrn)
elektronisches 6-Wege-Schaltventil ELV 7000 (W. Kranich, Géttingen)
Probenschleifen-Set Nr. 18-5897-01 (Pharmacia, Freiburg)

Leersaule HR 5/2 (Pharmacia, Freiburg)

Dilutor 401 mit 10 ml Spritze (Abimed, Langenfeld)

Peristaltische Pumpe: Microperpex S (Pharmacia, Freiburg)
Peristaltische Pumpe: P 1 (Pharmacia, Freiburg)
Fraktionssammler: FRAC-100 (Pharmacia, Freiburg)
UV-Durchfluizelle: UV 1 (Pharmacia, Freiburg)
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8.4 Synthese des 6-APA-Immunogens

8.4.1 Darstellung von p-Azidobenzoesdure [152 (mod.

13,7 g (100 mmol) p-Aminobenzoesdurein 150 ml bidest. Wasser in einem mit Thermometer und
Tropftrichter bestlickten 2 I-Dreihal skolben suspendieren.

20 ml konz. Schwefel saure zugeben (entspr. 2,1 mol/l Reaktionsgemisch), mit einer Eis-Kochsal z-
mischung auf -2°C abkihlen.

7,6 g (110 mmol) Natriumnitrit in 75 ml bidest. Wasser |6sen, mittels Tropftrichter innerhalb von
20 min zutropfen lassen.

Die Suspension wird im Verlauf der Reaktion klar und gelb.

Endeder Reaktionmit Kaliumiodid-Stérke-Papier kontrollieren: 5minnach der letzten Zugabevon
Natriumnitrit muR ein leichter Uberschul? an salpetriger Saure nachweisbar sein.

Ein eventuell groRer Uberschul? muR mit Harnstoff vorsichtig zerstort werden.

20 min weiterrthren.

Alleweiteren Schritte sind im stark gedampften Licht durchzufihren!

6.

©

10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.

13 g (200 mmol) Natriumazid in 60 ml Wasser |6sen, mittels Tropftrichter innerhalb von 15 min
zutropfen.

Nach Beendigung der Stickstoffentwicklung 20 min weiterrihren.

Produkt absaugen, mit Eiswasser nachwaschen.

In der minimalen Menge (ca. 400 ml) heil®em Ethanol [6sen, Filterpapierschnitzel und eine
Spatel spitze gepul verte Aktivkohle zugeben.

Durch mit heif3em Ethanol angefeuchteten, warmen Filter filtrieren.

Abkuhlen lassen und Gber Nacht bei - 20 °C stehen lassen.

Produkt absaugen.

Filtrat am Rotationsverdampfer bei 50 °C Wasserbadtemperatur eindampfen, bis Tribung eintritt
(150 - 200 ml).

Abkuhlen lassen und 2 Stunden bei -20 °C stehen lassen.

Erneut ausgefallenes Produkt absaugen.

Gesamte Produktausbeute in minimaler Menge heil}em Ethanol/Wasser (1 + 1, v/v) (500 - 600 ml)
[Gsen,

Durch mit hei3em Ethanol/Wasser angefeuchteten Filter filtrieren.

Abkuhlen lassen, bel 0 °C auskristalisieren lassen.

Produkt absaugen, zuerst mit der Mutterlauge, dann mit kaltem Ethanol/\Wasser waschen.
Produkt Gber Phosphorpentoxid unter Vakuum bei Raumtemperatur trocknen.

Auseute: ca. 60 % = 9,8 g (16,3 g = 100 %); rel. Molekilmasse = 163,1
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22. Analytik:

DC:
Kieselgel F, Petrolether/Diethylether/Eisessig (8 + 5 + 10, v/v/v), Det. UV 254 nm
Produkt und Edukt in THF l16sen (1 mg/ml)
Ri-Werte:  p-Aminobenzoeséure: 0,75
p-Azidobenzoesiure: 0,90

1R:

KBr, 1 mg/100 mg

keine Banden bel 3440 und 3340 cm-1 von Aminen
N5-Valenz bei 2100 cm'?

Schmelzpunkt: 182 - 183 °C (Galardy et al.: 183 °C (Zers.), p-Aminobenzoesaure: 186 - 188 °C)

8.4.2 Synthese von p-Azidobenzoylchlorid [155, 156 ]

1

o bk whN

o ~N

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.

Technisches Acetonitril Uber Phosphorpentoxid destillieren (Sdp. 81 °C) und Gber Molekularsieb
aufbewahren.

6,09(37mmol) p-Azidobenzoesaureineinem 100ml Rundkolbenin15ml Acetonitril suspendieren.
Unter Rihren 3,8 ml (5,6 g = 44 mmol) Oxalylchlorid zugeben.

20 pl DMF zugeben, Kolben mit einem mit Calciumchlorid gefillten Trockenrohr verschlief3en.
Reaktionsgemisch unter Rihren auf ca. 40 °C erwarmen.

3 Stunden weiterriihren, die Losung wird dabei gelblich und die Azidobenzoesdure geht dabel fast
vollstdndig in Losung.

Suspension mehrere Stunden auf - 20 °C abkihlen, es fallen gelbliche Kristalle aus.

Kristalle absaugen und verwerfen (nicht umgesetzte Séure, per DC identifiziert).

Acetonitril bei 150 mbar, 40 °C Wasserbadtemperatur am Rotationsverdampfer entfernen.
Rickstand unter leichtem Erwéarmen auf max. 40 °C in etwa 15 ml Cyclohexan |6sen, vom
Unldslichen abgief3en, mit Cyclohexan nachwaschen.

Losung bel 250 mbar, 40 °C auf etwa 15 ml einengen, bel - 20 °C kalt stellen.
Auskristallisiertes Saurechlorid absaugen, fliissige Phase auf 5 bis 10 ml einengen (250 mbar, 40
°C) und bei - 20 °C 2 Stunden kalt stellen.

Kristalle absaugen.

Das gelbliche Rohprodukt unter Erwérmen auf ca. 40 °C in etwa 15 ml Petrolether |6sen, durch
Abkuhlen auf - 20 °C (2 Stunden) ausféllen und absaugen.

Einengschritt und Ausfallen wiederholen.

Im Stickstoffstrom vortrocknen, im Exsiccator unter VVakuum nachtrocknen.

Ausbeute: 50 % = 3,4 g (100 % = 6,7 g), lange weil3e Nadeln, rel. Molekilmasse = 181,6
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18.

Analytik:

DC:

Kieselgel F, Toluol/Essigester (6 + 4, v/v), Det. UV 254 nm

Produkt und Edukt in Aceton [dsen ( 1 mg/ml)

Ri-Werte:  p-Azidobenzoesaure: 0,60
p-Azidobenzoylchlorid: 0,95

IR:

KBr, 1 mg/100 mg

C=0-Valenz von Saurechloriden bel 1720 und 1755 cnr?!

keine C=0-Vaenz von aromatischen Carbonsauren bei 1660 cnrt
N5-Valenz bei 2100 cm'?

Schmelzpunkt: 39 °C

8.4.3 Darstellung von p-Azidobenzoylpenicillin [161]

1

7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.

1,5 g (7,0 mmoal) 6-APA in 45 ml 60 mmol/l Kaliumhydrogencarbonatlsung und 40 ml Aceton
|6sen.
Unter Rihren und Eisbadkiihlung eine L dsung von 1 g (5,5 mmol) p-Azidobenzoylchloridin20ml
Aceton innerhalb von 30 min zutropfen.
Eiskiihlung entfernen und 60 min weiterrihren.
Aceton am Rotationsverdampfer entfernen (40 mbar, 40 °C)
Wal¥rige Phase mit 3 x 50 ml Diethylether zur Entfernung nicht umgesetzter Ausgangsprodukte
extrahieren, Etherphasen (obere Phasen) verwerfen.
50 ml Diethylether zugeben, auf 5 °C abkiihlen, mit Phosphorsaurevorsichtig auf pH 2,5 ansduern,
kurz schiitteln und nach Phasentrennung Etherphase abtrennen.
Nochmals mit 50 ml kaltem Diethylether extrahieren.
Vereinigte Etherphasen mit 35 ml kaltem Wasser waschen.
150 ml kaltes Wasser zugeben, mit 1 mol/I Kaliumhydroxidldsung im Eisbad auf pH 7,2 titrieren.
Wal¥rige Phase abtrennen, Extraktionsvorgang zweimal wiederholen.
Vereinigte wal¥rige Phasen einfrieren und lyophilisieren.
Ausbeute: 70 % (1,99 g = 100 %), weil3es Pulver; rel. Molekilmasse = 361,4
Analytik:
DC:
Kieselgel F, tert. Butanol/Wasser (1 + 19, v/v) (mod. nach [162])
Det.ektion [163, 164]:
a) NaNy/lodldsung
b) Stérkeltsung
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nacheinander in beide Ldsungen tauchen oder sprihen
4-Azidobenzoylpenicillansaure-6-amid sowie 6-APA erscheinen well3 auf blauem
Grund.
c) UV 254nm
p-Azidobenzoesaure und das 4-Azidobenzoylpenicillin sind im UV  sichtbar.
Produkt und Edukte in DM SO |6sen.
Ri-Werte:  p-Azidobenzoylchlorid: 0.84
6-APA: 0,07
4-Azidobenzoylpenicillin: 0,28

1R:

KBr, 1 mg/100 mg

keine C=0-Vaenz von Saurechloriden bei 1720 und 1755 cm-1
N5-Valenz bei 2100 cm'?

Schmelzpunkt: 38 °C (Zers.)

IHNMR:
Amid in DMSO-dg 6-APA in D,O
0= 15ppm Dublett ©6H 0= 15ppm Dublett 6H
39 Singulett 1H 4,1 Singulett 1H
45 Dublett 1H
54 Dublett 2H 54 Dublett 1H
7,2 Dublett 2H Das Aminoproton sollte bei 6,0 ppm er-
8,0 Dublett 2H scheinen, wird jedoch in D,O vollstandig
91 Dublett 1H ausgetauscht.

8.4.4 Photochemische Kopplung

1

>

20 mg des p-Azidobenzoylpenicillins ( entspr. 12 mg 6-APA) in 10 ml Phosphatpuffer (0,02 mol/
[, pH 7,2) l6sen.

100 mg OV A oder KLH in 10 ml Phosphatpuffer (0,02 mol/l, pH 7,2) |6sen, das 6-APA-Derivat
in 1-ml-Schritten zugeben und mit einer Quecksilbergasentladung-Lampe bei Eiskiihlung
bestrahlen.Vor jeder erneuten Zugabe sollen mindestens 50 % des vorher zugegebenen Azids
abgebaut sein (Extinktion 267 nm).

Losung 2 Tage gegen Wasser dialysieren.

Dialysat einfrieren und lyophilisieren.

Ausbeute: 60 - 80 %
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8.5 Radioimmunoassay zur Titer- und Spezifitatsbestimmung [79]

10 1,5 ml-Reaktionsgefafde bereitstellen.

Serumin Gefa3 1 1 + 9 mit PBS verdinnen.

300 pl PBSin die Gefdl3e 2 - 10 vorlegen.

300 pl verdinntes Serum aus Gefél3 1 in Gefdl3 2 geben, mischen.

300 ul aus GefaR 2 in Gefald 3 geben, mischen.

usw. bis Gefal3 10.

In den Reaktionsgefal3en 1 - 10 befinden sich die Serumverdiinnungen 10 x 20 bis 10 x 2°.
7. In 10 weitere Reaktionsgeféalie 100 I Wasser vorlegen.

8. 100 ul 3H-Pen G-L 6sung zupipettieren (=553 pg/100 pl).

9. 100 pl unspezifisches Kaninchenserum (verd.) zugeben.

10. 100 il der jeweiligen Serumverdinnung zugeben.

11. Mischen, mind. 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubieren.

12. 400 I geséttigte Ammoniumsulfatldsung in 100 pl Schritten zugeben.
13. Zentrifugieren (5 min, 10000mint = 12000 x g), Uberstand verwerfen.
14. Pellet in 400 pl halbgeséttigter Ammoniumsulfatl6sung suspendieren.
15. Zentrifugieren, Uberstand verwerfen.

16. Pellet in 400 pl Wasser 10sen, Losung in Zéhlrohrchen tberfihren.

17. Reaktionsgefald mit 2 x 200 pl Wasser nachspuilen.

18. 4,5 ml SzintillatorflGissigkeit zugeben, mischen.

19. Réhrchen im Szintillationsz&hler 5 min oder bis Fehler < 2% messen.

o Uk owbdpE

Zur Bestimmung der Spezifitat wird die Serumverdiinnung verwendet, die dem Titer entspricht. die
Schritte 1 - 6 entfallen. In Schritt 7 wird nicht Wasser, sondern jeweils 100 ul einer Losung des
Kompetitors in Wasser mit verschiedenen Konzentrationen verwendet.
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8.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese [173]

L. Giefien des Gels

(Die Montagehinweise gelten fur die Ultra-Phor-Apparatur. Sie missen bel der Verwendung ande-
rer Apparaturen entsprechend abgewandelt werden.)

1. Glasplatten und Geltaschenkamm mit Spulwasser waschen, Glasplatten mit Aceton nachspulen,
mit dest. Wasser nachspulen.

2. Elektrophorese-Apparatur komplett zusammenbauen. Vor dem Festschrauben des unteren Einsat-
zes Deckel aufschrauben. Frontplatte noch nicht montieren.

3. Trenn-Gele (fur 2 Gele, 2 mm, 7,5 % Polyacrylamid)

Rotiphorese Gel A: 21,8 ml
Rotiphorese Gel B: 10,2 ml
Trenngel-Puffer: 24.0ml
Wasser: 34,0 ml

zusammengeben und entgasen
Ammoniumperoxodisulfatl 6sung: 680
TEMED: 63

Gel mischen und mit Einwegspritze in die Gelkammer einfillen.
4. Gel mit wassergesdttigtem 2-Butanol Uberschichten und mind. 2 Stunden polymerisieren lassen.
5. Sammelgel 4,5 % Polyacrylamid

Rotiphorese Gel A: 3,00 ml
Rotiphorese Gel B: 1,22 mi
Sammelgel-Puffer: 5,00 ml
Wasser: 11,86 ml

zusammengeben und entgasen
Ammoniumperoxodisulfatlosung: 200 pl
TEMED: 20

Butanol vom Trenngel mit Filterpapier absaugen und Sammelgel Uberschichten. Mit Kamm
abschlief3en.

6. Slotsund Sammel-/Trenngel grenzemiteinem Folienschreiber markieren, Frontplatteauf schrauben
und Elektrophoresepuffer einfillen. Unterkante von Luftblasen befreien.
7. Auf 4 - 8°C temperieren und Gel Uber Nacht polymerisieren lassen.
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[1. Elektrophor

1. Kammentfernen, Geltaschenmit Elektrophoresepuffer fullen. Der Puffer darf jedoch nicht tber der
Oberkante des Gels stehen!

2. Leerstellen mit Probenpuffer, der etwas Bromphenolblau enthdlt, fullen.

3. Proben inWasser aufnehmen (1 mg/ml) und 1 + 1 mit Probenpuffer verdiinnen, 10 min auf 95 °C
erhitzen, im Eisbad kihlen und aufgeben. Bei Antikdrpern, die geblottet werden sollen, darf keine
Erhitzung erfolgen.

4. Elektrophorese mit 40 mA/Gel beginnen, sobald die Proben das Trenngel erreicht haben, Strom auf
max. 60 mA/Gel erhGhen.

1. F& nd Trockn
Wenn geblottet werden soll, darf das Gel vorher nicht geférbt werden.

1. Puffer aus der Apparatur ablassen, Apparatur demontieren, Gel mit Glasplatten entfernen.

2. Féarbelésung in die Farbewanne geben, Gel vorsichtig hineinlegen, unter Schitteln tber Nacht
farben.

3. Férbel6sung abgielien, Gel mit Entfarbel 6sung waschen. So lange unter Schitteln und haufigem
Wechseln der Entfarbel 6sung entférben, bis der Gelhintergrund klar ist.

4. Zum letzten Entféarber 5 % Glycerin geben.

5. Gel aus der Losung nehmen, auf ein mit der letzten Entférberlésung getrénktes Stiick
Einmachcellophan legen, Gel mit Cellophan abdecken und unter Vakuum bei 60 °C trocknen.
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8.7 Immunblot [185, 187]

O N~ wWDNPE

0.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.

Gel kurz mit Transferpuffer spilen.

Watte aus der Blotting-Kammer mit Transferpuffer tranken und auf das Gitter legen.
Filterpapier mit Transferpuffer tranken und auf die Watte legen.

Gel auf das Filterpapier legen.

Nitrocelluloseme-Membran mit Transferpuffer tranken und auf das Gel legen.
Filterpapier mit Transferpuffer tranken und auf die Membran legen.

Watte mit Transferpuffer trénken und auf das Filterpapier legen.

Gitter dartiberklappen und das gesamte Paket in die Blotting-Kammer einsetzen. Nitrocellulose-
Membran muf3 zum (+)-Pol zeigen!

3 Stunden bei 30 V, 200 mA (ca. 3,75 V/cm) transferieren.

Filter und Gele der Apparatur entnehmen.

Gelein Coomassie R 250 farben.

Filter Gber Nacht in PBS-T bei 4 °C lagern.

Blocken der unbesetzten Bindungsstellen mit PBS-T + 5 g/100 ml Trockenmagermilch.
Sptuilen der Nitrocellulose-Membran mit PBS-T.

1 Stunde bei Raumtemperatur mit 3H-Pen G-Ldsung inkubieren.

3H-Pen G-L6sung abpipettieren, 4 x mit PBS-T waschen.

Nitrocellulose-Membran bel Raumtemperatur trocknen (ca. 2 Stunden).

Hyperfilm 3H 10 - 14 Tage exponieren, Lage der Nitrocellulose bei Rotlicht mit schwarzem
Folienschreiber markieren.

Film entwickeln, stoppen, fixieren und trocknen.

Nitrocellulose-Membran 5 min in Natriumhydroxidl 6sung baden.

4 x 10 min mit PBS-T waschen.

2 h bis Gber Nacht in Farbel 6sung farben.

2 X 2 min mit Wasser waschen.

24. An der Luft bei Raumtemperatur trocknen.
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8.8 ELISA (Indirect Antigen Coated Plate (IACP) ELISA) [188]

Pra ion Ei

Volumen des Dotters bestimmen.

2-faches Volumen TBS-PEG zugeben

30 min bei 4 °C ruhren.

Bei 2500 * g, 4 °C 30 min zentrifugieren, Uberstand (bereits 3-fach verdiinnt!) verwenden.

dwbhPE

Durchfiihrun ELI

=

Mikrotiterplatte Uber Nacht bei 4 °C oder 2 h bei 37 °C mit Antigen beschichten.
Antigenkonzentration: 20ug/ml, 100 pl/Kavitét = 2 pg/Kavitét

Zweimal mit Wasser waschen.

Uber Nacht bei 4 °C oder 2 h bei 37 °C mit Block-Puffer blockieren.

Zweimal mit Wasser waschen.

2hbei 4°Coder 1hbei 37 °C mit 100 il prim. AK in geeigneter Verdinnung inkubieren.
Zweimal mit Wasser waschen.

2hbe 4°Coder 1 hbei 37 °C mit 100 yl sek. AK inkubieren.

Viermal mit Wasser waschen.

250 Yl Substrat-L 6sung zugeben, 30 min bei Raumtemperatur inkubieren.

10 Extinktion bei 405 nm messen.

© oo N WDN

Zur Bestimmung des Antikorpertiters wird in Schritt 5. eine Verdiinnungsreihe, bei spielsweise von
Faktor 10 - 30.000 in 8 Stufen eingesetzt.

Zur Bestimmung der Spezifitat wird in Schritt 5. die Verdinnung des priméren Antikorpers gewahlt,
mit der 50 % der maximalen Extinktion erzielt wird. Vor der Antikorperzugabe werden 10 - 100 pl des
zu testenden Inhibitors in verschiedenen K onzentrationen zupipettiert.
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8.9 Isolierung von Immunglobulin G [59]
1. Volumen des Serums bestimmen.
Alle nachfol hritte mi) in einem im Kuhlschrank Ei |aufen!

2. Innerhalb1/2 Stundeunter Ruhrengeséttigte Ammoniumsul fatl 6sungbiszueiner Endkonzentration

von 28 % Séttigung zugeben.

Zugabe an ml ges. (NH,),SO, = (% Séttigung x Anfangsvolumen)/(100 - % Séttigung)

1 Stunde weiterrihren.

10 - 15 min bei 4000 * g, 4 °C, zentrifugieren.

Uberstand in ein weiteres Zentrifugenglas tiberfiihren, Prézipitat verwerfen.

Innerhalb1/2 Stundeunter Ruihrengesétti gte Ammoni umsul fatl 6sungbiszueiner Endkonzentration

von 50% Séttigung zugeben.

1 Stunde weiterrihren.

8. Niederschlag abzentrifugieren (wie oben), Uberstand verwerfen.

9. Prézipitat im Ausgangsvolumen PBS | dsen.

10. Innerhalb einer Stunde unter Ruhren das gleiche Volumen geséttigte Ammoniumsulfatldsung
zugeben.

11. 1 Stunde weiterrthren.

12. 1gG abzentrifugieren (wie oben).

13. 1gG in PBS 16sen und gegen PBS dialysieren, lyophilisieren.

o Uk w

~
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8.10 Isolierung von I gY [141]

Volumen des Dotters bestimmen.

4-faches V olumen Phosphatpuffer pH 7,6 zugeben

Unter Ruhren 3,5 g Polyethylenglykol (PEG)/100 ml Dotterlésung zugeben, 30 min rihren.

Bel 2500 * g, 4 °C 20 min zentrifugieren.

Uberstand durch Glaswollein einen Mef3zylinder filtrieren.

8,5 g PEG/100 ml Ldsung unter Riihren zugeben (Endkonz. PEG = 12 g/100 ml), 30 min rihren.
Zentrifugieren wie oben.

Uberstand verwerfen.

O N~ wWDNPE

Entfernun lyethylenglykols mi Ammoniumsulfatfalung und Di

9. Prézipitat zu 15 ml in Phosphatpuffer pH 7,6 10sen.

10. 15 ml ges. Ammoniumsulfatldsung langsam unter Rihren und K ihlung zugeben.

11. 10 min stehenlassen, wie oben zentrifugieren.

12. Esentsteht ein Dreiphasensystem: Die bere Phase enthélt Protein und PEG, die mittlere Puffer und
die untere Protein.
Obere Phase abtrennen, in 10 ml ges. AmmoniumsulfatlGsung suspendieren, zentrifugieren.

13. Mittlere Phasen aus beiden Zentrifugationen und obere Phase aus der zweiten Zentrifugation
verwerfen, untere Phasen (Prazipitate) in Ammoniumsulfat suspendieren, zentrifugieren.

14. Prazipitate in Phosphatpuffer pH 7,6 10sen und vereinigen.

15. Gegen 2x 1,51 PBSdialysieren, anschlief3end lyophilisieren oder zur Affinitétsreinigung verwen-
den.

9. Prézipitat zu 200 ml/Dotter in PBS |Gsen.

10. Losung einer Ultrafiltration unterwerfen (MWCO 30.000)

11. Erfolgt die Ultrafiltration aufgrund der hohen Viskositét von Polyethylenglycol zu langsam, kann
weiter verdinnt werden.

12. Das Ultrafiltrat kann lyophilisiert oder zur Affinitétsreinigung weiterverwendet werden.



8. ARBEITSVORSCHRIFTEN 117

8.11 Praparation des Haptensorbens [79]

1,5 g Fractogel® TSK AF-CDI 1 Stunde in HCI (1 mmol/l) quellen lassen, abdekantieren.
Kopplungspuffer zugeben, suspendieren, absitzenlassen, abdekantieren.

Schritt 2 wiederholen.

Puffer Uber G4-Fritte absaugen und Fractogel mit Kopplungspuffer waschen.

Fractogel mit einem Plastikspatel in einen 50 ml Rundkolben Gberfiihren.

15 ml 6-APA-L 6sung zugeben.

Uber Nacht am Rotationsverdampfer langsam drehend bei Raumtemperatur reagieren lassen.
Fractogel-6-APA-Konjugat in eine Saule Uberfuhren, mit 2 Sdulenvolumina Kopplungspuffer
spuilen (erzieltes Saulenvolumen: 6 ml). Eluat zur Bestimmung der Kopplungsrate sammeln.

9. Saule zum Blockieren der underivatisierten aktiven Gruppen mit 100 ml Glycin-Ldsung spulen.
10. Saule mit PBS equilibrieren.

O N~ wWDNPE

Kopplungsrate indirekt tUber nicht gebundene 6-APA nach Boison et al. [35] bestimmen.

8.12 Bestimmung von 6-Aminopenicillansdure [35]
StandardlGsungen

5 Ldsungen mit Konzentrationen zwischen 0 und 20 mg/10 ml 6-APA in 0,1 mol/I Natriumhydrogen-
carbonatpuffer, pH 8,3 herstellen.

Erstellun Eichreih

=

Je 500 pl der StandardlGsungen in verschlief3bare Reagenzglaser pipettieren, 500 pl Wasser
zugeben.

1 ml Reagenzl6sung nach Boison et al. zugeben, mischen.

30 min im Wasserbad bei 65 °C inkubieren.

Abkuhlen der Reagenzgléser durch Einstellen in kaltes Wasser.

Extinktion gegen Blindl6sung bei 325 nm messen.

o s~ wD

Bestimmung von 6-APA im Kopplun ff
Mit 500 pl des lyophilisierten Eluates von der Praparation der Haptensiule analog verfahren.
Oberhalb von 2,0 Extinktionseinheiten ist die Detektion nicht mehr linear. Die besten Ergebnisse sind

im Konzentrationsbereich von 7 pg/500 pl bis 85 pg/500u (0,18 - 2,0 Extinktionseinheiten) zu
erwarten.
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8.13 Affinitatsreinigung von Immunglobulin Y

1. 3 ml einer Losung von IgY aus der PEG-Fallung (5 - 10 mg/ml) in PBS auf die Haptensaule
aufgeben.
2. Mit PBS sptilen, bis keine Extinktion bel 280 nm mehr vorhanden ist.
3. Elution mit Glycinpuffer.
DieElution erfolgt in zwei Fraktionen. Die erste Fraktion wird gesammelt, die zweite verworfen.
4. Glycinpuffer im Eluat per Ultrafiltation (MWCO 30.000) gegen PBS austauschen.
5. Saule mit PBS equilibrieren.

8.14 Immobilisierung von Antikor pern an Cyanbromid-Sepharose

1. 0,5gder Sepharose (entspr. 1,75 ml Gel) mit eiskalter HCI (1 mmol/l) quellen lassen und in einer
Glasfritte G4 waschen.

2. Sepharose mit Kopplungspuffer waschen und trocken saugen.

3. Sepharose schnell in 4 ml der Immunglobulin-L 6sung geben (2 - 2,5 mg/ml Kopplungspuffer) ca.
5mg/ml Gel).

4. 2 Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C unter Rotation am Rotationsverdampfer
reagieren lassen.

5. Gel in Glycinlésung tberfuhren.

6. 2 Stunden bel Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C unter Rotation am Rotationsverdampfer
reagieren lassen.

7. Gel in eine Saule tberfihren, mit ca. 50 ml Kopplungspuffer waschen.

8. Saule mit ca. 50 ml Elutionspuffer waschen.

9. Saule mit ca. 50 ml Kopplungspuffer waschen.

10. Saule mit PBS equilibrieren.

Erzieltes Bettvolumen: 1,6 ml.
Kopplungsrate indirekt Uber nichtgebundenes Protein durch Messung von E(280 nm) bestimmen.
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8.15 Ermittlung der Sulenkapazitaten [43]

Die Immunaffinitatssaulen wurden unter folgenden Bedingungen betrieben:

- Lagerung, Probenaufgabe und Waschen und Equilibrieren der Saule mit PBS, pH 7,2
- Elution mit Glycinpuffer, pH 3,0 + Acetonitril (9 + 1)

- Fliel3geschwindigkeit: ca. 1 ml/min

Zur Bestimmung der Kapazitét mittels HPLC:

No gk wbdPRE

©

10.
11.

1 ml einer Lésung von 1 pg/ml Benzylpenicillin in PBS aufgeben.

Mit 9 ml PBS nachwaschen.

2 Waschfraktionen mit je 5 ml sammeln.

Mit 10 ml Elutionspuffer eluieren.

2 Elutionsfraktionen mit je 5 ml sammeln.

Die Elutionsfraktionen mit je 2 ml Phosphatpuffer neutralisieren.
Alle Fraktionen mit 1 ml Kronenetherl6sung (18-cr-6, 1 mg/ml in Phosphatpuffer, 0,2 mol/l, pH
7,2) versetzen.

Mit 2 x 2 ml Dichlormethan extrahieren.

Die Extrakte durch Aufblasen von Stickstoff vel 37 °C zur Trockene eindampfen.

100 yI Brommethylmethoxycumarinldsung zugeben und 1 Stunde bei 60 °C derivatisieren.

Per HPLC analysieren (RP-18-Saule temperiert auf 35 °C, Natriumacetatpuffer, 0,05 mol/l, pH
4,5/Acetonitril (53 + 47, viv), Detektion: Fluoreszenz, Anregung: 300 nm, Emission: 400 nm)
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8.16 Dotieren der Matrices

8.16.1 Dotieren von Milch

Das Dotieren der Milch mit 30 pg/kg Isoxazolylpenicillin erfolgte nach folgendem Schema:

1. Zu5ml Milch 15 gl Arbeitslésung | (10 pg/ml) geben.
2. 10 Sekunden auf dem Vibrationsmischer mischen.
3. Mindestens 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen.

Das Dotieren der Milch mit 4 pug/kg Benzylpenicillin erfolgte nach folgendem Schema:
1. Zu5ml Milch 20 pl Arbeitsdsung 11 (1 pg/ml) geben.

2. 10 Sekunden auf dem Vibrationsmischer mischen.
3. Mindestens 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen.

8.16.2 Dotieren von Rindermuskel und Rinderleber

Rindermuskel und -leber wurde mit 300 pg/kg Isoxazolylpenicillin nach dem folgenden Schema
dotiert:

Rindermuskel/-leber in einem Universal zerkleinerer homogenisieren.

5 g des Homogenats abwiegen und mit 15 pl der Arbeitslosung | (10 pg/ml) versetzen.
Pencilline mit einem Glasstab in die Matrix einarbeiten.

Mindestens 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen.

dwpnPE

Die Dotierung von Rindermuskel und -leber mit 30 pg/kg Benzylpenicillin erfolgte sinngemals:

Rindermuskel/-leber in einem Universal zerkleinerer homogenisieren.

5 g des Homogenats abwiegen und mit 15 pl der Arbeitslosung 11 (1 pg/ml) versetzen.
Pencilline mit einem Glasstab in die Matrix einarbeiten.

Mindestens 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen.

dwphPE
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8.17 Extraktion der Penicilline aus L ebensmitteln

a s~ wbdRE

8.17.1 Extraktion der Penicilline aus Milch

10 ml Milch durch Zentrifugation bei 2000 * g, 4 °C entfetten.

5 ml der entfetteten Milch unter der Fettphase abpipettieren.

Entfettete Milch durch Ultrafiltration (MWCO 30.000) deproteinieren.

1 ml des klaren Filtrates mit Natriumchloridlésung auf 10 ml verdinnen.
Verdunntes Filtrat zur Immunaffinitétsaufreinigung einsetzen.

8.17.2 Extraktion der Penicilline aus Rindermuskel

© oo NSO~ WDNRE

Rindermuskel in einem Universalzerkleinerer homogenisieren.

5 g des Homogenats abwiegen.

5 ml Extraktionsldsung (Acetonitril/Natriumchloridlésung 1 + 1) zupipettieren.

2 ml Hexan zugeben.

30 s auf dem Vibrationsmischer mischen.

5 min im Ultraschallbad extrahieren.

20 min bei 2000 * g, 4°C zentrifugieren.

Wal¥rige Phase unter der Hexanphase abpi pettieren, Hexan- und Fettphase verwerfen.
Schritte 3. - 8. wiederholen.

10. Wéal¥rige Phasen vereinigen, mit Natriumchloridldsung auf 10 ml auffillen.
11. 2 min bei 2500 * g zentrifugieren.

12. 250 pl des klaren Extraktes mit Natriumchloridlésung auf 10 ml verdinnen.
13. Verdinnten Extrakt zur Immunaffinitatsaufreinigung einsetzen.

Anmerkung: Soll dotiertes Muskelfleisch extrahiert werden, entfallen die Schritte 1. und 2.
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8.17.3 Extraktion der Penicilline aus Rinderleber

Rinderleber in einem Universalzerkleinerer homogenisieren.

5 g des Homogenats abwiegen.

5 ml Extraktionsldsung (Acetonitril/Natriumchloridlésung 1 + 1) zupipettieren.
30 s auf dem Vibrationsmischer mischen.

5 min im Ultraschallbad extrahieren.

20 min bei 2000 * g, 4°C zentrifugieren.

Waél¥rige Phase abdekantieren.

Schritte 3. - 7. wiederholen.

. W&lrige Phasen vereinigen, mit Natriumchloridlésung auf 10 ml auffdllen.
10 2 min bei 2500 * g zentrifugieren.

11. 500 pl des klaren Extraktes mit Natriumchloridlésung auf 10 ml verdinnen.
12. Verdinnten Extrakt zur Immunaffinitatsaufreinigung einsetzen.

© oo NSO A~WDNRE

Anmerkung: Soll dotierte Leber extrahiert werden, entfallen die Schritte 1. und 2.

8.18 Immunaffinitatschromatographie von L ebensmittelextrakten

Die Immunaffinitdtschromatographie wurde on-line mit der HPLC gekoppelt. Die Verbindung der
Komponenten ist in Anhang | skizziert.
DieAufgabesamlicherPufferundProbenextrakteerfolgtemitHilfedesDilutors,dessenProgrammierung
ebenfallsin Anhang | zu finden ist.

Equilibrieren der Immunaffinitdtssiule mit 5 ml PBS.

Aufgabe von 2 * 5 ml Probenextrak.

Waschen der Saule mit 5 ml PBS.

Elution mit 5 ml Elutionspuffer. Das Eluat wird in einer 5 ml-Probenschleife gesammelt und der
HPL C zugefihrt.

5. Regenerieren der Sdule mit 5 ml PBS.

A wDdDPE



