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Eppendorf LoBind Einmalartikel wurden speziell dafiir entwickelt, Probenverluste durch Adsorption an die GefaB-
waéande zu minimieren. In den hier beschriebenen Experimenten wird nachgewiesen, dass durch Einsatz von
Protein LoBind Produkten bis zu 80 % mehr Probe zuriickgewonnen wird als nach Verwendung von GefaBen aus
Standardmaterial. Zuséatzlich wurde die Riickgewinnungsrate von Eppendorf LoBind GefaBen mit ,,low binding”“
GefaBen anderer Hersteller verglichen. Eppendorf LoBind GefédBe zeigten selbst nach 96 h Inkubation noch eine
Riickgewinnung von 90 % im hier angewendeten Test. Es wird gezeigt, dass in nachfolgenden Analysen wie z.B.
MALDI-TOF bessere Ergebnisse erzielt werden. Die Eppendorf Protein LoBind Tubes und Deepwell Plates sind
somit hervorragend fiir Anwendungen mit Proteinen, Peptiden und Viren geeignet, insbesondere, wenn mit

geringen Probenmengen gearbeitet wird.

Die Aufbereitung und Lagerung von Probenmaterial (z. B.
Zellen und Gewebe sowie DNA, RNA und Proteine) stellen
haufig die Grundlage fiir erfolgreiche Experimente dar.
Neben der Reinheit der Probe ist dabei auch die Wieder-
gewinnung nach der Verarbeitung wichtig. Wenn biolo-
gische Proben schwer zu isolieren oder aufwéndig bzw.
teuer in der Herstellung sind, wird haufig mit sehr geringen
Mengen bzw. Konzentrationen gearbeitet. Gerade in diesen
Fallen sind Verluste kritisch, denn sie kénnen dazu flihren,
dass Analysen keine oder keine eindeutigen Ergebnisse
zeigen. Auch der Kostenfaktor darf, z.B. bei Einsatz teurer
Reagenzien, nicht unterschatzt werden. Fur diese Anwen-
dungen ist es vorteilhaft, Produkte zu verwenden, deren
Oberflachen so optimiert sind, dass biologische Proben
nur mit geringer Affinitét binden.

Eine besondere Herausforderung stellt in diesem Zusammen-
hang das Arbeiten mit Proteinen dar. Proteine weisen sowohl
hydrophile als auch hydrophobe Bereiche auf, wobei die
letzteren bei globuldren Proteinen in wassriger Lésung flr
gewdhnlich im Inneren der Proteinstruktur angeordnet sind.

Protein:
Hydrophile
Bereiche

Hydrophobe
Bereiche

Wassermolekiile

-

A

Feste Oberflache

Abbildung 1: Darstellung eines globuléren Proteins in wassriger Lésung,
dessen hydrophobe Ketten unter Verédnderung der Proteinstruktur an
eine feste Oberflache binden.
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Bei Kontakt mit festen Oberflachen kann sich die drei-
dimensionale Struktur der Proteine so verandern, dass die
hydrophoben Regionen nach auBen treten und mit den
hydrophoben Bereichen der Oberflache in Kontakt treten
[1, 2] (sieche Abb. 1). Als Resultat denaturieren die Proteine
an der Oberflache, wodurch wertvolles Probenmaterial ver-
loren geht oder, wenn es sich um Enzyml&sungen handelt,
deren Aktivitat reduziert wird. Die Auswirkungen auf die
Probenmenge sind umso gréBer, je geringer die eingesetzte
Proteinkonzentration ist.

Neben speziellen Ansétzen im medizinisch/pharmazeuti-

schen Bereich, bei denen die Bindung von Proteinen an

Oberflachen wie Polypropylen eine Rolle spielt [3, 4, 5],

werden folgende Methoden bei der Arbeit mit Proteinen

und Peptiden im Labor eingesetzt, um die Adsorption von

Probenmaterial zu reduzieren:

1) Die Verwendung von beschichteten (z. B. silikonisierten)
GefaBen. Es besteht hier jedoch das Risiko, dass sich
Bestandteile der Beschichtung I6sen und mit der Probe
interferieren sowie Folgeanwendungen beeinflussen.

2) Eine andere Mdglichkeit ist die Zugabe von BSA,
welches vorrangig an die GeféBoberflache bindet und
somit die Proteinprobe schiitzt. Die dabei verwendeten

Bestimmung der Wiederfindungsrate von Protein liber
Fluoreszenzmessung

Die Bindung von Proteinen an Polypropylen wurde mittels
Fluorescein-markiertem BSA getestet. Flr den Test mit
Platten wurden die Eppendorf Deepwell Plates 96/1000 uL
und 384/200 pL eingesetzt sowie Wettbewerbsprodukte
des entsprechenden Formats. Jeweils vier Wells der Platten
wurden mit Proteinlésung (Fluorescein-BSA, 1 pg/mL)
befillt und fir 24 h im Dunkeln bei Raumtemperatur inku-
biert. Fur die GefaBtests wurden jeweils drei 1,5 mL
Eppendorf LoBind Tubes sowie 4 bzw. 5 Wettbewerbs-
produkte des Formats 1,5 oder 1,7 mL verwendet und
einmal fir 24 h und in einem zweiten Ansatz fir 96 h inku-
biert. Zu verschiedenen Zeiten wéhrend der Inkubation

hohen Konzentrationen an BSA beeintrachtigen aller-
dings unter anderem die Prazision der Pipettierungen
und koénnen ebenfalls Folgeanwendungen behindern.

Eppendorf verfolgt daher den Ansatz, Verbrauchsmaterialien
mit proteinabweisenden Oberflacheneigenschaften herzu-
stellen, ohne dass diese eine kontaminierende Beschichtung
aufweisen. Die ReaktionsgefaBe und Deepwell-Platten in
Eppendorf Protein LoBind Qualitat bestehen aus hoch-
wertigem Polypropylen und werden in einem speziellen
Verfahren produziert. Dadurch wird die Bindung von
Protein an die GefaBwand minimiert, so dass nahezu die
gesamte Probe fur die Analyse zur Verfiigung steht.

In den folgenden Experimenten werden die Eppendorf
Deepwell Plates in Protein LoBind Qualitat mit Deepwell-
Platten anderer Hersteller bezlglich der Wiederfindungs-
rate von Proteinen verglichen. Desweiteren wird die Wieder-
gewinnung von Proteinen aus Eppendorf LoBind Tubes
und ,low binding“ GeféBen anderer Hersteller untersucht.
Ein weiterer Versuch verdeutlicht anhand einer massen-
spektrometrischen Folgeanwendung, wie sich unterschied-
liche Rickgewinnungsraten von Proteinen auswirken kénnen.

wurden Proben aus jeweils zwei Wells einer Platte bzw.
aus allen GefaBen entnommen und in eine schwarze
96-Well Flachboden-Platte tberfihrt. Gemessen wurden
die Proben aus den Platten im Synergy HT Multi-Detection
Microplate Reader (BioTek) und die Proben aus den Tubes
im Safire? (Tecan).

MALDI-TOF Analyse von Peptiden

1,3 pg/mL (10 pmol) und 130 ng/mL (1 pmol) des Peptids
Angiotensin | wurden in H,O geldst und fiir eine Woche
zum einen in Protein LoBind GefdBen und zum anderen
in Standard GeféBen im Kihlschrank gelagert. Danach
wurden MALDI-TOF Spektren von jeweils 1 pL Probe auf-
genommen.



Die ersten beiden Abbildungen zeigen die Ergebnisse
der Protein-Inkubationsversuche in Deepwell-Platten. Es
ist zu erkennen, dass in den Eppendorf Deepwell Plates
Protein LoBind (Abb. 2 und 3) wesentlich weniger Protein
an die GefaBwénde adsorbiert als in Platten anderer
Hersteller aus Standardmaterial. Beispielsweise betragt
der Probenverlust nach 24 h Lagerung in den Eppendorf
Deepwell Plates 96/1000 pyL weniger als 5 %, wahrend er
in der Wettbewerbsplatte bei mehr als 85 % liegt.

Nach dem ersten Inkubationsexperiment fiir 24 h in
GeféaBen liegt die Wiedergewinnung von Proteinen aus
Eppendorf Protein LoBind Tubes bei knapp 90 % wahrend
sich in den GefaBen anderer Hersteller zwischen 13 % und
52 % BSA nachweisen lassen. In einem zweiten Test mit
einer Inkubationszeit bis zu 96 h (Abb. 4) sollte Gberprift
werden, ob die verfligbare Proteinmenge nach 24 h weiter
abnimmt.
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Abbildung 2: Riickgewinnungsrate von Proteinen nach Inkubation in
96-Well Deepwell-Platten mit 1000 pL Fullvolumen.

Protein Riickgewinnung - Deepwell-Platten 384-Well 200 pL
100 %

80 ou\ 1 A

)
60 %
40 %
20 %

e
— —
0% : : : : : : : : | . . 5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Inkubationsdauer [h]
—* Eppendorf Protein LoBind ~ ~® Standardplatte Hersteller A

~—®= Standardplatte Hersteller C Standardplatte Hersteller G

Abbildung 3: Riickgewinnungsrate von Proteinen nach Inkubation in
384-Well Deepwell-Platten mit 200 pL Fullvolumen.
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Abbildung 5 zeigt, dass die Riickgewinnung aus Protein
LoBind Tubes in dem Zeitraum zwischen 24 h bis 96 h
relativ stabil bleibt und sich auf einem Level von tber 96 %
bewegt. Mdgliche Bindungsstellen scheinen zu diesem
Zeitpunkt schon abgeséttigt zu sein. Bei den Wettbewerber-
geféBen S1 und C liegt die Wiedergewinnungsrate in diesem
Zeitraum um 60 %. Bei den weiteren drei getesteten ,low
binding“ GefaBtypen ist der nachweisbare Proteinanteil
nach 96 h auf 23 % bei Hersteller S2, 28 % bei Hersteller A
und 19 % bei Hersteller F gesunken. Hier ist eine Abwarts-
tendenz erkennbar, die darauf hinweist, dass sich die
Rickgewinnungsrate nach 96 h noch weiter reduzieren
kénnte. Der groBe Anteil an Protein, der durch die Bindung
an die GefaBoberflache verloren geht, steht fir die eigentli-
chen Experimente nicht mehr zur Verfliigung. Durch die
optimierte Oberflache der LoBind Platten wird hingegen
eine hohe Rickgewinnung der Proben erzielt, die so
anschlieBend fur Analysen eingesetzt werden kdnnen.
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Abbildung 4: Riickgewinnungsrate von Proteinen nach Inkubation fiir
24 hin ,low binding“ GefaBen.
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Abbildung 5: Riickgewinnungsrate von Proteinen nach Inkubation fir
96 hin ,low binding“ GefaBen.
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Die Auswirkungen von Probenverlusten auf die Analyse von
Proteinen und Peptiden werden fir verschiedene massen-
spektrometrische Nachweismethoden dargestellt, fur die
wéhrend der Probenvorbereitung bzw. Lagerung Eppendorf
StandardgeféBe und Protein LoBind GefaBe im Vergleich
eingesetzt wurden [6]. In Abb. 6 ist ein Beispiel aufgefihrt.
Bei Einsatz eines Eppendorf Protein LoBind Tubes weist
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Abbildung 6: MALDI-TOF Massenspektrum nach der Lagerung von zwei
unterschiedlichen Peptidkonzentrationen bei 4 °C. (Quelle: Dr. S. Seeber
und Dr. A. Humeny, Institut fur Biochemie, Universitét Erlangen-Nlrnberg,
Erlangen). Der Pfeil markiert jeweils das Signal.

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass die
Beschaffenheit der GefaBoberflache einen groBen Einfluss
auf die Riickgewinnung von Proteinproben hat. Der Einsatz
der Eppendorf Protein LoBind Platten und GefaBe fuhrt

zu deutlich verbesserten Wiederfindungsraten, insbeson-
dere wenn nur geringe Mengen an Ausgangsmaterial zur

die MALDI-TOF-Analyse von 10 pmol des Peptids Angio-
tensin | eine deutlich héhere Signalintensitét auf als bei
Verwendung von GefdBen aus Standardmaterial. Wird

die eingesetzte Peptidmenge auf 1 pmol reduziert, ist bei
Verwendung von StandardgefaBen sogar keine Analyse
mehr mdglich.

Auch bei Kersten und Halder wurde der Einfluss der GefaB-
oberflache auf die Bindung von Peptiden untersucht. Die
MALDI-TOF Analyse eines tryptischen Verdaus verschie-
dener Proteine ergibt eine hdhere Sequenzabdeckung
sowie ein besseres Signal-Hintergrund-Verhaltnis der
Proben, die in den Eppendorf LoBind GefaBen vorbereitet
wurden, im Vergleich zu den Préaparationen in konventionel-
len GefaBen [7].

Die Daten zeigen, dass es sinnvoll ist, oberflachenoptimierte
GeféaBe einzusetzen, wenn es darum geht, kritische Proben-
verluste zu vermeiden. Die Eppendorf Protein LoBind Pro-
dukte sind besonders gut flr diese Anwendungen geeignet.
Die vorteilhaften proteinabweisenden Eigenschaften dieser
Produkte zeigen sich auch bei der Aufreinigung von Viren,
deren Oberflache mit Proteinen bestickt ist. In einer wissen-
schaftlichen Verdffentlichung ist ein Test beschrieben, bei
dem Viren in neun verschiedenen GeféBtypen bis zu 120 h
inkubiert wurden. Dabei kam es bei acht GeféBen zu einem
zum Teil erheblichen Probenverlust durch Adsorption, wah-
rend die Viren nahezu vollstdndig aus den Eppendorf
Protein LoBind GefaBen wiedergewonnen werden konnten [8].

Verflgung stehen. So kdnnen Analysen, die bei Einsatz
von herkémmlichen ReaktionsgeféBen keine Ergebnisse
erzielen, erfolgreich durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus
fuhrt die effiziente Nutzung von wertvollem Probenmaterial
zur Zeit- und Kostenersparnis im Labor.
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Bestellinformationen

Eppendorf Deepwell Plate Protein LoBind

Bezeichnung

Deepwell Plate 384/200 pL
Normalpackung
GroBpackung

Deepwell Plate 96/500 pL

Normalpackung

GroBpackung
Deepwell Plate 96/1000 pL

Normalpackung

GroBpackung
Deepwell Plate 96/2000 pL
Normalpackung

Farbe

weil

weiB

weiB
gelb

weiB
weiB
gelb

weiB

weiB

Eppendorf Safe-Lock Tubes Protein LoBind

Bezeichnung
Protein LoBind Tubes

PCR clean, 2 Beutel a 50 = 100 Stlick

0,5 mL
1,5 mL
2,5 mL

Verpackung

40 Platten (5 Beutel a 8)
120 Platten (10 Beutel a 12)

40 Platten (5 Beutel a 8)
40 Platten (5 Beutel a 8)
120 Platten (10 Beutel a 12)

20 Platten (5 Beutel a 4)
20 Platten (5 Beutel a 4)

80 Platten (10 Beutel a 8)

20 Platten (5 Beutel a 4)
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Your local distributor: www.eppendorf.com/worldwide
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Bestell-Nr.

0030 524.101
0030 528.107

0030 504.100
0030 504.119
0030 508.106

0030 504.208

0030 504.216

0030 508.203

0030 504.305

Bestell-Nr.

0030 108.094
0030 108.116
0030 108.132
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Eppendorf Austria GmbH - Ignaz Kéck StraBe 10 - 1210 Wien - Osterreich

Tel: +43 1 89013 64-0 - Fax: +43 1 890 13 64-20 - E-mail: office@eppendorf.at - www.eppendorf.at

Vaudaux-Eppendorf AG - Im Kirschgarten 30 - 4124 Schénenbuch - Schweiz
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Application Support Tel: +49 1803 666 789 (Preis je nach Tarif im Ausland; 9 ct/min aus dem dt. Festnetz; Mobilfunkhdchstpreis 42 ct/min)
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Safire™ ist eine Marke der Tecan Group Ltd. Synergy™ ist eine Marke von BioTek Instruments, Inc. Eppendorf Tubes®, Eppendorf LoBind® und eppendorf® sind eingetragene Marken der Eppendorf AG.

Alle Rechte vorbehalten, einschlieBlich der Graphiken und Abbildungen. Copyright © 2010 by Eppendorf AG.

Order No. AA18 OWW 010/DE2/PDF/1010/NEUH



