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(54) Verfahren zur Herstellung eines Adsorbens fiir die Zellaffinitdtschromatographie

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Affinitatsadsorbens fiir die
Zellaffinitdtschromatdgraphie von Mikroorganismen. Ziel der Erfindung ist die Herstellung eines Zelladsorbens, der
die Fahigkeit hat, Mikroorganismen zu binden. Aufgabe der Erfindung ist es, eine groRe Anzahl von
rezeptorspezifischen Proteinmolekilen auf der Oberflache so zu binden, daR eine spezifische Bindung der
Mikroorganismen ermdglicht wird. ErfindungsgemaR werden rezeptorspezifische Proteine auf der Oberfliche eines
hydrophilen Tragers mit einem gasférmigen Vernetzer, wie Glutaraldehyd, vernetzt.
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren zur Herstellung eines Affinitdtsadsorbens zur Zellaffinitdtschromatographie von Mikroorganismen,
gekennzeichnet dadurch, daf’ rezeptorspezifische Proteine auf der Oberfldche eines hydrophilen Triagers mit einem
gasférmigen bifunktionellen Vernetzer vernetzt werden.

2. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf? als rezeptorspezifische Proteine Lektine, Immunoglobuline oder
natirliche Antikérper und als Vernetzer Glutardiaidehyd verwendet werden.

Anwendungsgebiet

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Affinitadtsadsorbens fir die Zellaffinitdtschromatographie von
Mikroorganismen und kann in der Mikrobiologie angewendet werden, beispielsweise zur Trennung, Selektion und
taxonomischen Zuordnung von Mikroorganismen sowie zur ProzeRkontrolle bei Fermentationsprozessen. Sie ka:in in die IPKC
12 N eingeordnet werden.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Adsorbentien zur Zellafinitdtschromatographie auf der Basis rezeptorspezifischer Proteine, wie Lektine, Antikdrper u.a., stehen
kommerziell zur Verfligung oder kénnen nach bekannten Methoden, wie sie zur Bindung von z. B. Enzymproteinen an uniésliche
Trager erfolgreich genutzt werden, hergestellt werden.

Die bisher bekannten Affinitdtsadsorbentien werden Gberwiegend zur Bindung tierischer Zellen eingesetzt, wobei die
Fraktionierung von Lymphozyten eine zentrale Stellung beansprucht.

Untersuchungen haben ergeben, daf3 die bekannten Adsorbentien zur Bindung von Mikroorganismen, wie Bakterien, Hefen u.a.,
nicht geeignet sind, da zwischen den betreffenden Zellen und den Adsorbentien die erforderlichen Bindungskréfte nicht wirksam
werden.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Herstellung eines solchen Zellafinitatsadsorbens zu entwickeln, das in der Lage ist,
Mikroorganismen zu binden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein Zellaffinitdtsadsorbens herzustellen, bei dem eine hohe Anzahl von
rezeptorspezifischen Proteinmolekilen auf der Oberflache so gebunden ist, daf3 durch ausreichende starke
Wechselwirkungskréfte eine spezifische Bindung der Mikroorganismenzellen méglich wird.

ErfindungsgemaR wird die Aufgabe so geldst, daR rezeptorspezifische Proteine auf der Oberflache eines hydrophilen Trigers
mit einem gasférmigen bifunktionellen Vernetzer vernetzt werden. Als rezeptorspezifische Proteine kénnen Lektine, bzw.
Immunoglobuline und als Vernetzer Glutardialdehyd eingesetzt werden. Dabei wird das gesamte oder nahezu gesamte Protein
auf der Oberfiache oder der Oberfidche nahen Regionen des Trégers immobilisiert. Es wird eine solche hohe Dichte des
immobilisierten Liganden an der Trageroberflache erreicht, die die Iiospezifisché Bindung von Mikroorganismen ermdglicht.
Dieses Verfahren unterscheidet sich von anderen Immobilisierungsmethoden, bei denen grundsétzlich in der warigen Phase
gearbeitet wird, wobei durch die Léslichkeit der zu vernetzenden Proteine ein Teil derselben wieder gelést wird.

AnschlieBend kommt das hergestellte Affinitatsadsorbens zur Inaktivierung des {iberschiissigen Glutardialdehyds in eine
geeignete Pufferldsung. Die weitere Arbeitstechnik zur spezifischen Zellbindung bzw. Abtrennung unterscheidet sich nicht mehr
von der aus der Literatur bekannten. Ein Zellgemisch wird mit dem Affinitatsadsorbens inkubiert und nach vorsichtigem
Waschen [d8t sich, z. B. durch mikroskopische Kontrolle, zeigen, daB an dem Affinititsadsorbens nur die Zellen gebunden sind,
die auch mit dem geldsten rezeptorspezifischen Protein reagieren.

Die erfindungsgeméRe Losung hat den Vorteil, da im Vergleich zur fir die Immobilisierung von Enzymen {iblichen Technik mit
relativ gering konzentrierten Lésungen rezeptorspezifischer Proteine gearbeitet werden kann, da eine gleichzeitige Anreicherung
des zu immobilisierenden rezeptorspezifischen Proteins an der Trageroberflache erfolgt.

Die Erfindung kann beispielsweise zur Trennung und Selektion von Mikroorganismen verschiedener Gattungen, Arten oder
Stdmme zur Isolierung von Zellwandmutanten von Mikroorganismen, zur ProzeRkontrolle bei technischen
Fermentationsprozessen sowie in der medizinischen Mikrobiologie eingesetzt werden.

Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1

40ml einer verdinnten Ldsung natdrlicher Antikérper gegen Candida maltosa EH 15, isoliert aus Schweinenormalserum an
einer Candida maltosa EH 15-Zellsdule, wurden durch eine Ultrafiltrationszelle gedriickt. Die durch die Membran gedriickte
Ldsung zeigte keinerlei Agglutineinwirkung mehr auf Hefezellsuspensionen, wihrend dessen die Ausgangslésung Candida
maltosa EH 15 Zellen deutlich agglutinierte.

Als Membranen wurden XM 50 (Amicon) bzw. UF 3 (Wittenberge) verwendet.
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Nach dem vollstéandigen Durchsaugen der Antikérperiésung wird die noch feuchte Membran aus der Ultrafiltrationszelle
herausgenommen und in eine feuchte Kammer liber 5%ige Glutaraldehydlésung eingebracht. Die Membran verbleibt bis zum
Vernetzen des Proteins ca. 20 Std. bei Raumtemperatur in dieser feuchten Kammer. AnschlieRend wird das nicht vernetzte
Protein durch Waschen mit PBS entfernt und die evtl. vom Glutaraldehyd verbliebenen reaktiven Gruppen durch Waschen mit
Tris-Puffer entfernt, danach wird die Membran wieder in PBS gebracht. Die so praparierte Membran mitden an ihrer Oberflache
vernetzten nattirlichen Antikérper gegen Candida maltosa EH 15-Zellen soll zur selektiven Anlagerung von Candida maltosa

EH 15-Zellen aus einem Zellgemisch mit Lodderomyces elongisporus EH 70 verwendet werden.

Beide Hefestdmme wurden unter identischen Bedingungen im Schiittelkolben kultiviert. Zur spateren Unterscheidung wurde
Lodderomyces elongisporus EH 70 mit Coomassie blau G 250 angeférbt. Das Kontrollexperiment bewies, daf3 durch diese Art
der Anfarbung die Wechselwirkung Antikorper-Hefezellen nicht beeintrachtigt wird. Candida maltosa EH 15 wurde unangeféarbt
verwendet. Beide Hefestdmme wurden danach im Verhiltnis 1:1 gemischt, 6ml Suspension dieses Zellgemisches (10° Zellen/
ml) werden auf die Membran aufgegeben. Unter leichtem Schwenken wird 10Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Um die nicht
gebundenen Zellen zu entfernen, wird die Membran vorsichtig mit Wasser abgespllt. Die anschlieRende mikroskopische
Betrachtung zeigt folgendes Bild. Bis auf ganz vereinzelte blau gefarbte Lodderomyces elongisporus EH 70-Zellen, sind
massenhaft nur ungeférbte Candida maltosa EH 15-Zellen auf der Membranoberflache zu finden.

So werden aus dem Zellgemisch die nicht angeférbten Candida maltosa EH 15-Zellen von ihrem homologen Antikérper
eindeutig bevorzugt gebunden.

Beispiel 2

Ein Objekttrager wird mit 0,5 ml wélrigem 3%igem Agar (iberzogen, in die Mitte des Objekttrédgers werden 0,05m! einer Losung
von Ricinus-Lektin (RCA) (5mg/1) in 0,1 M Phosphatpuffer pH7,2 als Tropfen aufgetragen. Bei Zimmertemperatur ist die
Uberstehende Fliissigkeit etwa nach 10 Min. in den Agar eindiffundiert bzw. verdunstet. Der so préparierte Objekttrager kommt
nunin eine Petrischale deren Boden mit 5%igen Glutardialdehyd bedeckt ist und verbleibt dort 20 h bei Zimmertemperatur, ohne
daR eine direkte Berlhrung des Objekttragers durch das wélrige Glutardialdehyd erfolgt. Das Lektin wird an der
Auftragungsstelle durch das gasférmige Glutardialdehyd vernetzt. Das so préparierte Affinitatsadsorbens kommt anschlieffend
2hin 0,1 M Tris-Puffer pH7,2.

Zur Zelltrennung wird ein Gemisch der Hefestdmme Candida maltosa EH 15 und Yarrowia lipolytica EH 59 eingesetzt. Zur
mikroskopischen Unterscheidung werden die Zellen des Stammes Yarrowia lipolytica mit Serva-Blau angeféarbt. Der
Objekttrager mit dem immobilisiertem Lektin wird mit 1ml der konzentrierten Mischung der Zellsuspension Gberschichtet und
wéhrend 10Min. leicht bewegt, anschlieBend mit Wasser vorsichtig abgespiilt.

An der Stelle, an der das Ricinuslektin auf den Objekttrager vernetzt wurde, sind die blauen Zellen von Yarrowia lipolytica in
dichter Anordnung gebunden.

Beispiel 3

Es wird wie in Beispiel 2 beschrieben gearbeitet, als Lektin wird Linsen-Lektin und als Trager statt Agaron ein Stlck
Dialysierschlauch verwendet. Getrennt wird das gleiche Gemisch aus Candida maltosa und blau geféarbter Yarrowia lipolytica.
In diesem Fall werden durch das immobilisierte Lektin nur die ungeférbten Zellen von Candida maltosa gebunden.
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